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Introduction bibliographique

1. Le processus de domestication : L’impact des agrosystémes sur

les pathogénes associés aux hotes domestiqués

1.1. La domestication

1.1.1. Contexte général — Définition

Les modalités par lesquelles les especes s'adaptent a leur environnement sont au cceur de la
théorie de 1'évolution décrite dans I'Origine des espeéces (Darwin, 1859). La métaphore de la
domestication a permis a Darwin d'étayer son concept de variation par sélection (Darwin,
1882). En effet, la domestication peut étre considérée comme étant un processus rapide
d'évolution par sélection récurrente dirigée par l'action humaine. La domestication des
especes animales et végétales peut €tre considérée comme une étape déterminante dans
l'apparition de I'agriculture. Par sélection des phénotypes d'intérét agronomique et
croisements favorisés entres ces phénotypes, les premiers agriculteurs sont parvenus a
s'assurer une disponibilité réguliere en ressources alimentaires animales et végétales. Ainsi les
débuts de l'agriculture ont marqué une profonde transformation des espéces, par la création de
combinaisons phénotypiques (et donc génotypiques) inédites. La domestication des espéces
végétales et animales est I’'un des changements les plus marquants des derniers millénaires de
I’histoire humaine. Par son association directe avec le développement de l'agriculture, il s’agit
de I’un des tournants décisifs de notre histoire tant du point de vue économique, social et
culturel ; la domestication a régi notre alimentation actuelle, I’essor des civilisations ainsi que
notre démographie mondiale. L’Homme a commencé a domestiquer certaines especes
animales et végétales au Néolithique il y a environ 13 000 ans: période décisive de
I’évolution de la condition humaine caractérisée par la transition de sociétés de chasseurs-
cueilleurs a des sociétés agricoles sédentaires (Diamond, 2002). Les premiers centres de
domestication se localisent au niveau du croissant fertile mais la domestication des plantes

s’est faite de maniére indépendante les unes des autres dans le monde (Figure 1).
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INDEPENDENT CENTERS OF :
DOMESTICATION ’

) (| Rye 13,000 B.P.? |

{ Emmer wheat 10,000 B.P.

| Einkorn wheat 10,500 B.P.
Barley 10,000 B.P.

pepo squash 5000 B.P.

pepo squash 10,000 B.P. ] Sunflower 5000 B.P.
Maize 9000-8000 B.P. Chenopod 4000 B.P.

_Common bean 4000 B.P. J\
<

Broomcorn millet 8000 B.P.
Foxtail millet 8000 B.P. !

[ §/ Rice 8000 B.P.
Foxnut 8000 B.P.

ht
Moschata squash 10,000 B.P.

Arrowroot 9000 B.P. L
Yam (D. trifida) 6000 B.P. _—
Cotton 6000 B.P. N

iy

Sweet potato 4500 B.P. 7
Lima bean 6500 B.P. i
Leren 10,000 B.P. |

- h .‘5\? L /x ’,.( 4 :
Potato 7000 B.P.? y R &// Yam (D. alata) 7000 B.P2
Quinoa 5000 B.P. [ Peanut 8500 B.P. =) Banana 7000 B.P.
- ' Manioc 8000 B.P. i Taro 7000 B.P.?

\ Chili pepper 6000 B.P.

Mung bean 4500 B.P.
Horse gram 4500 B.P.
Millets 4500 B.P.

Figure 1. Centres de domestication des plantes (Balter, 2007)

La domestication peut se définir comme le stade final d’un processus continu et
dynamique, qui commence par 1’exploitation en milieu naturel de phénotypes sauvages et la
sélection progressive d'individus a intérét agronomique jusqu'a leur culture ou élevage en
milieu artificiel (Pickersgill, 2007).

D’apres cette définition, I’action de domestiquer a pour but originel de satisfaire les
besoins humains. Ces besoins peuvent se regrouper en deux catégories : la protection face aux
prédateurs, ou ravageurs et 1’alimentation. Dans la premiére catégorie, la domestication du
chien représente un exemple classique. Les chiens ont trés tot permis la protection des
humains, des troupeaux contre les prédateurs, et de tout autre bien contre toute sorte
d'agression. Toutefois, une autre catégorie a émergé comme I’atteste la domestication du chat.
Contrairement aux autres espéces domestiquées, la domestication de ce dernier résulterait
d’un processus culturel dans un premier temps, puis économique. En effet, la vénération des
chats par les égyptiens impliquait de les garder a proximité des temples et maisons (Malek,
1993). Néanmoins, ses qualités de chasseur pour lutter contre I’invasion des rongeurs présents
dans les réserves de bl¢ des villages de la vallée du Nil étaient fortement appréciées. Au fil du
temps, les rencontres occasionnelles entre les hommes et les chats se seraient transformées en
contacts plus intimes, poussant les humains a le domestiquer afin de limiter les populations

d'animaux nuisibles pour les habitations et les réserves de nourriture (Serpell, 2000).
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Cependant la domestication n'est pas un processus irréversible. En effet, certaines
espeéces peuvent, dans certains cas, retourner a 1’état sauvage. Le chien ou le vison
d'Amérique sont des exemples qui caractérisent ce phénomene de retour a 1'état sauvage
appelé féralisation. Toutefois, lors de domestications extrémes comme celle du Bombyx du
mdrier (Bombyx mori) pour la production de soie, le retour a I'état sauvage s'avére difficile
voire impossible. Ce papillon a été domestiqué en Chine il y a 5000 ans. Sa survie et sa
reproduction sont entierement contrdlées par la volonté de I'Homme. Contrairement a
I’exemple précédent, le papillon risquerait de disparaitre si la production de soie venait a

s’arréter.

En dehors de ces cas extrémes, le processus de domestication peut dans certains cas se
caractériser par 1’existence d’un syndrome de domestication c'est a dire par la fixation de
différences phénotypiques et génétiques distinguant les taxons sauvages et domestiqués
(Pickersgill, 2007). Par extension, on nomme syndrome de domestication les transitions
morphologiques, phénologiques mais également physiologiques entre les formes sauvages et
cultivées. Ces transitions sont associées a la forte sélection anthropique des traits utiles : liés a
la production des graines ou aux conditions de récolte. A titre d’exemple, la comparaison
morphologique entre I’engrain qui est le premier blé domestiqué (7riticum monococcum) et sa
forme sauvage (Triticum boeoticum) permet de visualiser les impacts de la domestication
(Figure 2). L’engrain sauvage a de petites graines, tandis que celles de la forme domestiquée
sont plus grandes. Les épillets domestiques ont un rachis plus solide contenant les graines et
possédent des glumes qui ne perturbent pas la bonne dispersion des graines contrairement aux

formes sauvages (Salamini et al., 2002).

Outre le fait que la domestication induit des changements phénotypiques et génétiques
considérables chez les plantes et les animaux, son étude permet également d’obtenir une
masse d’informations quant a la démographie de 1’époque, la transformation de I’agriculture
et de maniére plus générale, de 1’Histoire des civilisations. C’est ainsi qu’on observe souvent
une combinaison entre les données archéologiques et génétiques pour déterminer plus

précisément les périodes de domestication.
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Figure 2. Différences morphologiques entre forme sauvage et domestiquée : cas de la

domestication de I’engrain (Salamini et al., 2002).

L’engrain Triticum monococcum (b) et son ancétre Triticum boeoticum (a) se distinguent
principalement par la taille des graines et la forme de 1’épillets.

La domestication a donc été une phase déterminante dans l'essor des sociétés humaines en
permettant non seulement le développement de l'agriculture mais aussi l'apparition de
nouveaux aliments tels que la biére et le pain au levain, issus de l'utilisation de souches de
levures Saccharomyces cerevisiae. L'action de la sélection récurrente entreprise par nos
ancétres a eu plusieurs conséquences sur les traits d'histoire de vie des organismes
domestiqués. Par la suite nous nous intéresserons aux conséquences évolutives de la
domestication chez les plantes et notamment sur les agents pathogenes infectant ces

organismes.
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1.1.2. Conséquences évolutives de la domestication chez les hotes

Avant d’énoncer les conséquences évolutives possibles de la domestication sur les
agents pathogeénes, il faut dans un premier temps aborder les principales modifications
engendrées par la domestication chez les hotes.

La domestication des plantes et le développement de l'agriculture ont conjointement
modifi¢ de maniere significative la structure de I’environnement. La transition vers
l'agriculture s'est traduite par la densification des espéces exploitées sur des espaces limités :
les parcelles. La distribution des plantes cultivées dans I’espace s’est ainsi trouvée modifié¢e
(Figure 4). L’intensification de I’agriculture a provoqué une augmentation de la taille des
populations et une homogénéité génétique des especes cultivées (Figure 3). En effet, la forte
sélection exercée sur les organismes selon des caractéres jugés favorables par ’homme s’est
accompagnée de forts goulots d’étranglement réduisant ainsi significativement la diversité
génétique des especes domestiquées (Londo et al., 2006). L’exemple le plus révélateur est le
blé¢ domestique qui ne présente que 30 % de la variabilité ancestrale. Communément, cette
diminution se situe plutdt autour des deux tiers de la diversité nucléotidique ancestrale,
comme chez le mais ou I’avoine (Buckler ez al., 2001).

De plus, les changements de pratiques culturales affectent la configuration des organismes les
uns par rapport aux autres. Les agrosystémes constituent alors des structures particuliéres et
sont presque comparables a un milieu « clonal ». L’environnement de vie qu’ils proposent est
alors trés peu affecté¢ par les changements de conditions environnementales. En effet, les
plantes cultivées poussent dans des habitats favorisés par l'action anthropique. Ces milieux
sont le plus souvent fertilisés, irrigués et protégés de toute prédation ou de compétition
interspécifique. A ce titre, comme cela a été mentionné plus haut, la valeur adaptative des

especes domestiquées et cultivées n'est pas optimale en milieu sauvage.

Enfin, I’intensification de 1’agriculture est en lien direct avec I’intensification des échanges
commerciaux via la mondialisation (Figure 3). Le principal résultat est 1’augmentation des
flux de genes grace a la propagation mondiale par les activités humaines. Ces échanges
permettent de maintenir la diversité génétique au niveau mondial, alors que celle-ci tend a
diminuer localement. La tendance a la diminution de la diversité génétique par rapport aux
especes meres sauvages a particulicrement été observée chez les taxons de graminées tels que
le bl¢ (Kilian et al., 2007), le riz (Caicedo et al., 2007) et le mais (Wright et al., 2005) (voir
tableau 2 in Glémin et Bataillon, 2009)
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Hétérogénéité des
cultures

(1) Cueillette des especes intéressantes ®
Sélection forte sur certains traits

T ————

Différenciation entre plantes sauvages et cultuvées

@® Diminution de la diversité génétique

(2) Intensification de I'agriculture

I — T ——

® Augmentation de la taille des populations

(3) Intensification des échanges commerciaux >0
I— —

Augmentation des flux de genes

P SR

Homogénéité des
cultures

Figure 3. Evolution des hétes : transition d’un milieu sauvage a un agrosystéme

Les encadrés en gris représentent les 3 principales étapes du passage d’un milieu sauvage a un milieu
domestiqué. Les points rouges indiquent les conséquences qui en découlent.

Figure 4. Principales différences visibles entre les milieux sauvages (A) et les
agrosystemes (B) (Stukenbrock & Macdonald, 2008)

La comparaison d’un écosystéme naturel (A) et sauvage (B) se caractérise par une diminution de la
diversité des espéces, une homogénéité de 1’environnement ainsi qu’une densité accrue dans le
compartiment domestique.
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Chez différentes especes de graminées, la diversité nucléotidique des plantes domestiquées
représente environ le tiers de la diversité observée sur plantes sauvages (Glémin & Bataillon,
2009). Cette réduction de diversité peut s'expliquer facilement par les différents épisodes de
sélection artificielle qui ont eu pour effet de réduire considérablement les tailles efficaces et
par 1a méme, d'accroitre l'intensité de la dérive au sein des populations cultivées. Une telle
baisse de diversité a sans doute permis la fixation de caractéres délétéres dans la nature,
permettant 1'établissement du syndrome de domestication : la fixation de traits
morphologiques, ou d'histoire de vie, différenciant les espéces domestiquées de leurs ancétres
sauvages. Les modifications des modalités de dispersion des graines allant de la dispersion
libre chez les especes sauvages a une dispersion plus dépendante de I'action humaine, sont les
principales marques du syndrome de domestication. Les graines ou les fruits sont, en effet, les
premicres ressources alimentaires d'origine végétale, de par I'apport énergétique de 1'amidon
et autres sucres. Pour autant, si 1'évolution des caracteres d'intérét agronomique comme la
taille des graines ou des fruits est bien étudiée, peu de données rendent compte de 1'évolution
de la résistance aux pathogeénes au cours de la domestication. Il est peu probable que la
résistance aux pathogénes fut d'emblée sélectionnée par les premiers agriculteurs. On peut
donc dériver deux types dhypothése : soit les résistances seraient apparues suite aux
différentes sélections artificielles, par adaptation de novo ; soit les résistances étaient déja
présentes dans les populations sauvages et ont été incidemment sélectionnées lors de la
domestication.

Enfin, le passage du milieu sauvage au milieu agricole et 1'évolution des pratiques
culturales tels que l'irrigation, I'amendement, la taille, pour ne citer qu'eux, ont pu avoir un
impact sur les relations entre la plante et ses parasites. En effet, en considérant que les traits
d'histoire de vie du parasite sont adaptés a la phénologie de I'hdte, nous pouvons nous
interroger sur les conséquences du syndrome de domestication chez la plante sur les traits
d'histoire de vie de ses pathogeénes. Dans la suite de cette introduction nous tenterons de
développer les conséquences attendues du passage d'un environnement sauvage a un

agrosystéme pour un organisme pathogene.
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1.2. L'évolution de 1'agriculture et la diffusion intensive des agents

pathogenes

En raison de leur interdépendance, les pressions de sélection qui interviennent chez
I’hote cultivé influencent directement le cortége de pathogénes associés a ce dernier. Pour les
agents pathogeénes se dispersant a faible distance, l'aire de distribution correspond
généralement a la densit¢ d’héte dans un environnement. Toutefois cette aire peut Etre
perturbée par les activités humaines comme la rotation des cultures, l'extension vers de
nouvelles aires agricoles, ou a contrario la déprise agricole. Loin de reproduire les
environnements sauvages ancestraux, les agroécosystemes offrent plutdt des habitats a fortes
ressources trophiques et a faible compétition interspécifique. Cependant, ces habitats sont
instables sur des échelles temporelles plus larges. L'évolution des pratiques agricoles des
débuts de l'agriculture il y a 12 000 ans a l'industrialisation agricole depuis la fin de la
seconde guerre mondiale dans les pays développés ne constitue-t-elle pas un véritable
bouleversement pour les habitats des parasites de plantes cultivées? Comment les populations
de pathogene co-évoluant avec leurs hotes se sont adaptées a ces nouveaux environnements
anthropisés ? Comment, en outre, les activités humaines ont-elles renforcé la diffusion des
agents pathogénes via la domestication mondiale des plantes, l'importation de nouvelles
cultures et l'intensification des échanges commerciaux ? Nous adressons ici la question de la
dynamique adaptative des pathogenes au travers du passage d'un habitat sauvage a un habitat
anthropisé. La compréhension des processus évolutifs menant a 1’émergence de nouveaux
traits d'histoire de vie chez les pathogenes est essentielle afin d’évaluer les risques posés par
des agents pathogeénes émergents et ainsi d’améliorer le développement et la mise en ceuvre

de stratégies de lutte durable.

1.2.1. Co-évolution des agents pathogénes et des hotes dans les

agrosystemes
Deés I’apparition de ’agriculture pendant le Néolithique, les humains ont di faire face

aux nombreux dégats causés par les parasites (Balter, 2007 ; Stukenbrock & MacDonald,

2008) : insectes herbivores, agents pathogeénes, microorganismes. Cette co-évolution plantes-
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pathogeénes est un probléme capital a étudier, notamment au travers du processus de
domestication ou I’émergence peut étre favorisée par D’intensification de [’agriculture,
I’homogénéité des cultures et I’augmentation des échanges (Anderson et al., 2004). Les
modifications environnementales sont généralement considérées comme la cause premiere de
la diversification des pathogenes. La théorie de la reine rouge décrit les relations biotiques
entre le couple hote-parasite (Van Valen, 1973). Cette théorie suggere une course évolutive
constante entre les espeéces qui sont en interaction. Hote et parasite s’imposent des pressions
de sélection antagonistes 1’un par rapport a I’autre. Ainsi, toute modification chez I'hote et,
par extension, de I’environnement va avoir un impact direct sur les populations de pathogénes
associés et réciproquement. Cette co-évolution est alimentée par l'apparition de résistances
chez I’hote et de mécanismes de contournement chez les agents pathogénes. Dans le contexte
de la domestication et/ou du passage aux agroécosystemes, 1’influence des pressions de
sélection exercées par I’homme sur certains traits d’histoire de vie de I'hote et la modification
de l'environnement biotique et abiotique doit théoriquement avoir un impact fort sur
I'évolution des pathogenes. Ainsi, peut-on supposer que les changements évolutifs sont plus
rapides dans les agrosystémes que dans les écosystémes naturels (cf § 1.3) (Stukenbrock &
MacDonald, 2008) ?

De ce point de vue, 1'étude des conséquences de la domestication sur les agents
pathogenes présents lors de la domestication des hotes, devient une problématique tout aussi
importante que 1’analyse de I’impact de la sélection artificielle sur les plantes elles mémes.
Aprés avoir fait un point sur les différents mécanismes d’émergence, nous allons nous
intéresser aux conséquences majeures de la domestication sur les agents phytopathogénes et
souligner I’intérét de prendre en compte I'histoire évolutive des populations de pathogenes
pour mieux comprendre leurs dynamiques adaptatives.

L'évolution des pathogeénes, et notamment des organismes phytopathogénes, est le plus
souvent décrite au travers d'un prisme adaptatif lié au modele géne pour géne (Flor, 1971).
Pour autant, nous tenterons de montrer ici que d'autres mécanismes non purement adaptatifs,
donc liés a l'environnement peuvent intervenir sur la dynamique d'émergence et d'évolution

des pathogenes. Ces mécanismes adaptatifs sont présentés dans les parties suivantes.
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1.2.2. Les mécanismes évolutifs d’émergence des pathogenes: les

hypothéses écologiques

Une maladie est dite émergente lorsqu’elle est décrite sur un nouvel hote, dans une
nouvelle région ou suite a une augmentation de la pathogénicité (Anderson et al., 2004).
Quatre grands mécanismes évolutifs peuvent conduire a 1’émergence des agents pathogenes
dans les agrosystémes (Stukenbrock & McDonald, 2008).

Le premier modele d’émergence proposé est le transfert horizontal de genes. Ce
mécanisme peut impliquer le transfert d’un seul geéne, de régions génomiques voir méme des
chromosomes entiers. Sous ce scénario, le transfert de génes impliqués dans la pathogénicité
est effectué entre deux especes reproductivement isolées (Friesen et al., 2006). Ainsi, un
organisme non pathogeéne sur une espeéce hote peut le devenir suite & un transfert de géne.
Ainsi, I’émergence de Pyrenophora tritici-repentis sur blé serait dii a un transfert horizontal
d’un géne codant une toxine, la Toxa (toxine essentielle a la virulence) provenant de
Phaeosphaeria nodorum (Friesen et al., 2006). Moran et Jarvik (2010) exposent un cas
¢tonnant de transfert entre un puceron vert et un champignon. Le transfert horizontal de génes
de la voie de la biosynthéese des caroténoides du champignon vers le puceron vert, permet a ce
dernier de synthétiser du toruléne. Les pucerons rouges ayant subi ce transfert de genes
¢chapperaient mieux a la prédation que les pucerons verts.

Le deuxiéme modéle d’émergence est le saut d’hdte ou le pathogeéne colonise une
nouvelle gamme d’héte jusqu’alors non infectée. Ce scénario évolutif est favorisé par les
activités humaines qui dispersent et propagent les agents pathogénes hors de leur zone
d’origine. Une étude de Zaffarano (2008) décrit le passage de Rhynchosporium secalis, de
graminées sauvages au riz et a I’orge. Magnaporthe oryzae aurait « sauté » du millet Setaria
vers le riz a partir duquel il aurait infecté les adventices communément associées a la
riziculture : Leersia hexandra et Panicum repens (Couch et al, 2005). Dans une revue
récente, Giraud et al. (2010) présente ce modele comme étant le plus courant des cas
d'émergence de nouvelles maladies fongiques.

Selon le troisieme modele d’émergence, la co-différenciation (ou host-tracking)
consiste en I’évolution d’un agent pathogene lors du processus de domestication de son hote
(Stukenbrock & McDonald, 2008). La forte sélection des traits agronomiques favorables chez
les hotes « sélectionnerait » parallélement les pathogénes les mieux adaptés a ces génotypes

d’hotes. Dans ce modele, 1’agent pathogene et 1’hote partageraient le méme centre d’origine et

23



Introduction bibliographique

subiraient des pressions d’évolution réciproques (Janzen, 1980). La littérature décrit plusieurs
exemples de pathogénes qui auraient suivi ce scénario : Usilago maydis sur le mais (Munkacsi
et al., 2008), Phytophthora infestans sur pomme de terre (Gomez-Alpizar et al,. 2007),
Mycosphaerella graminicola sur blé¢ (Stukenbrock et al, 2007 ; Torriani et al,. 2011) et
Venturia inaequalis sur le pommier (Gladieux ef al., 2010 ; Lé Van et al. 2012).

Le dernier modéle majeur d’émergence est I’hybridation interspécifique pouvant
parfois étre a 1’origine de I’émergence d’hybrides capables d’infecter un nouvel hdte ou bien
de combiner des gammes d’hotes des parents (Ioos et al., 2006 ; Brasier 1995). Ainsi, le
croisement entre Ophiostoma ulmi et Ophiostoma novo-ulmi a permis 1’émergence d’un
hybride capable lui aussi d’infecter les ormes (Bates ef al., 1993). Récemment, ce mod¢le a
été invoqué pour décrire I'émergence de Mycosphaerella graminicola a partir de I'hybridation
de deux especes sauvages Zymoseptoria ardabilia et Z. pseudotritici (Stukenbrock et al.,
2012a, b).

Ces différents modeles sont avant tout basés sur l'adaptation a 1'hote, et supposent
donc que la divergence entre populations vivant sur des hotes différents soit principalement
d'origine écologique. Pourtant d'autres hypothéses moins liées a 1'origine de 1'hote peuvent
expliquer I'émergence de l'isolement reproductif dans les populations de pathogénes de

plantes.

1.2.3. Hypothéses non écologiques : les incompatibilités Dobzhansky-

Muller

Alors que les modeles de divergence écologique cités précédemment ont pour
principale conséquence l'isolement pré-zygotique, d'autres hypotheses impliquent davantage
l'isolement post-zygotique li¢ a une baisse de la valeur adaptative des hybrides entre
populations divergentes. Un tel modéle suppose une divergence préalable a l'hybridation,
suivie d'une remise en contact entre ces populations divergentes. La premiére phase de
divergence permet l'accumulation d'adaptation différentielles dans chacune des deux
populations, mais aussi d'incompatibilités génétiques de type Dobzhansky-Muller
(Dobzhansky, 1937 ; Muller, 1942) aussi appelées DMI. Ce mod¢le permet d’appréhender la
mise en place d’un isolement post-zygotique intrinseque sans nécessité de franchir les vallées
adaptatives ou que les mutations soient délétéres (Orr, 1995). Ce modele implique la fixation

de plusieurs loci neutres ou avantageux dans leur fond génétique habituel mais déléteres
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lorsqu’ils sont mélangés a d’autres alleles dérivés provenant d’un autre fond génétique. Dans
sa forme la plus simple, la dépression hybride est alors due a des interactions épistatiques

négatives entre deux locus bi-alléliques (A et B) comme expliqué dans la Figure 5.

N Ao AgBB, A Bo

ancestral

Mutation de By versB,
puis fixation B,

Mutation de B, versB,
puis fixation B,

Mutation de B, vers B,

, puis fixation By

Mutation de B, vers B,
; puis fixation By

|Mutation de A, vers A, Mutation de A, vers A,

B puis fixation A, puis fixation A, P
GEI‘I?‘.’I\[FI‘E Mutation de A; vers A, - - Mutation de A, vers A,
dérivés h Y2 puis fixation A, A ,puisfixatiunA)
A,A,B,B, X A,A,B,B, A, B, X A;B,
Contact secondaire l Contact secondaire
Hybrides | F1 A.A,B.B = F2*
1A 05:8; 2 A,B, A,B, A;B, A,B;

Figure 5 : Evolution de I’isolement reproductif sous le modéle de Dobzhansky-Muller
pour un organisme diploide (A) ou haploide (B).

A partir d’un génotype ancestral, de nouveaux alléles sont créés par mutation et se fixent par dérive
génétique ou par sélection naturelle. Les alleles fixés peuvent alors étre incompatibles entre les deux
fonds génétiques. Ces incompatibilités, ici représentées par les lignes pointillées, sont alors révélées en
cas de contact secondaire entre les deux populations. Les all¢les d’incompatibilités sont ici considérés
dominants et présentent des effets non-additifs. Les figures C et D représentent les valeurs sélectives
associées aux génotypes de la F2 chez le diploide et la F1 chez un haploide et sl et s2 représentent
I’intensité de la sélection contre les hybrides. Notons que la distorsion de ségrégation chez un haploide
n’est observable que si s1 # s2. L’astérisque indique que la F2 n’est possible que si la génération F1
est viable, la production d’une F2 est donc rare si les all¢les dérivés sont dominants.
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L'existence de telles incompatibilités chez les organismes eucaryotes reste encore limitée aux
organismes modeles tels que Drosophila (Sawamura & Yamamoto, 1997 ; Presgraves et al.,
2003; Brideau et al., 2006 ; Ferree & Barbash, 2009 ; Phadnis & Orr, 2009; Tang &
Presgraves, 2009), Arabidopsis thaliana (Bomblies et al., 2007), Saccharomyces (Lee et al.,
2008 ; Chou et al., 2010), Mus musculus (Mihola et al., 2009). Si les DMI semblent a priori
impliquer des mutations non-synonymes quelques études ont pu montrer que ils pouvaient
aussi impliquer des régions non-codantes (Barbash et al., 2003 ; Brideau et al., 2006 ;
Maheshwari & Barbash, 2011). A I'heure actuelle il n'existe pas d'étude permettant d'indiquer
quelles classes de génes seraient préférentiellement impliquées dans les DMI, ni méme s'il y
en aurait.

La présence des barri¢res post-zygotiques non-écologiques est donc particulierement liée a
l'existence d'une histoire évolutive particuliere : celle des contacts secondaires. Pour autant la
vraisemblance d'une telle situation chez les champignons phytopathogénes reste encore a

démontrer.

1.2.4. Les contacts secondaires chez les agents phytopathogenes

L'hybridation entre taxons de pathogenes fongiques est considérée comme cause
d'émergence de nouvelles maladies (Stukenbrock & McDonald, 2008). Cependant, les
différents exemples impliquent des especes différentes pouvant co-infecter les mémes hotes
ou se retrouver ensemble a I'état saprophytique (Morris et al., 2009). Qu'en est-il de
I'hybridation intraspécifique de populations divergentes mais vivant sur des gammes d'hotes
similaires ? Cette hypothése du contact secondaire entre populations divergentes, bien que
courante chez d'autres organismes eucaryotes (Bierne et al., 2011) est souvent négligée dans
la littérature sur les pathogenes, privilégiant de loin les théories écologiques. Néanmoins, chez
les organismes pathogenes de plantes, les probabilités d’observer une remise en contact entre
deux populations divergentes sont loin d'étre négligeables étant donné les opportunités
qu'offrent les activités humaines. En effet, les pathogénes fongiques, en particulier les
ascomycetes, possedent généralement des spores peu favorables a des trajets a longues
distances (McDonald et Linde, 2002), ce qui autorise l'isolement génétique de populations
géographiquement distantes. Les remises en contacts sont surtout assurées par les activités

humaines telles que le commerce mondial, 1'importation de nouvelles cultures ou encore
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l'exploitation de ressources génétiques d'origine sauvage. En effet, la redistribution des
plantes d’origine anthropique peut autoriser la remise en contact secondaire des populations
de pathogeénes vivant sur ces hotes, de maniere beaucoup plus fréquente que le manque
d’étude sur le sujet laisse a croire. C'est lors de ces événements que les différentes barriéres
¢cologiques et non-écologiques sont évaluées respectivement dans différents habitats et
différents fonds génomiques (Kruuk et al., 1999 ; Bierne et al., 2011). C’est donc dans ces
zones de remise en contact ou zones d’hybridation que I’on peut étudier la proportion de
I’implication de I’ensemble des barrieres, endogenes et exogenes, a 1’isolement reproducteur.
On comprend mieux pourquoi ces zones d’hybridation sont communément qualifiées de
"laboratoires naturels de la spéciation" (Hewitt, 1988). L'étude de l'histoire évolutive des
populations présentant des phénotypes contrastés, tels que nous pouvons les attendre dans le
cas de la transition entre milieu sauvage et anthropisé, semble donc indispensable a
l'interprétation des barrieres d'isolement reproductif. Ainsi il n'est pas étonnant que les

hypothéses a priori adaptatives n'interprétent les barrieres que sous le seul angle écologique.

1.3. Diversification post-domestication : conséquences évolutives vis a

vis de I’agent phytopathogéne

Le passage de I'environnement sauvage aux agroécosystemes impacte donc potentiellement
I’évolution des plantes hotes sur un certain nombre de caractéristiques de leurs traits d'histoire
de vie (cf § 1.1.2). Nous pouvons énumérer les potentielles conséquences de la domestication
et de I’intensification de 1’agriculture sur 1’évolution des pathogenes présents sur les hotes,
animaux et végétaux. De manicre synthétique, 1'évolution de l'agriculture chez I’hote a pour
conséquence ’augmentation des populations génétiquement identiques. Les agroécosystemes
représentent un environnement plus favorable aux populations de pathogene adaptées a ces
hétes (Stukenbrock & McDonald, 2008). Hormis les études portant sur les especes fongiques
déja domestiquées, peu d'études traitent de I’impact de la domestication chez les organismes
fongiques (Saccharomyces cerevisiae: Gu et al., 2005 ; Aspergillus oryzae: Rokas, 2009).
Cependant, ces espeéces ne sont pas pathogénes mais utilisées pour leur capacité de
fermentation. A notre connaissance, I'impact de la domestication de 1'h6te sur leur pathogéne

associ¢ a été étudiée chez deux espece : Mycosphaerella graminicola pathogéne du blé
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(Stukenbrock et al., 2011) et Magnaporthe oryzae (Saleh et al., 2014). Dans ces deux études,
une conséquence observée chez les pathogénes lors de la domestication de leur hote est la
diminution de la diversité génétique chez le pathogéne. Cette tendance est aussi observable
chez le nématode Trichinella spiralis pathogéne du porc domestiqué. On observe, en effet,
une forte différenciation génétique entre les isolats provenant de la zone ancestrale de
domestication du porc en Asie et les isolats provenant des ¢élevages (Rosenthal, 2008). Les
populations de nématode présentes sur porc domestique présentent une forte diminution de
diversité par rapport aux populations sauvages.

A ce processus de domestication s’est ajoutée plus récemment I’intensification de
I’agriculture et des échanges commerciaux qui influencent considérablement la structure et la
dynamique des populations de pathogenes (Couch et al., 2005 ; Stukenbrock et al., 2007).
L’intensification de ’agriculture a augmenté¢ la taille des mémes populations de pathogenes,
comme chez le champignon pathogene du blé M. graminicola (Stukenbrock et al., 2007). Or
cette augmentation de la taille a des effets sur la diversité génétique abordée précédemment.
Elle permet de limiter la dérive génétique et par conséquence d’augmenter la diversité chez
I’espéce pathogeéne a I’échelle mondiale (Gladieux ef al., 2010). Les échanges commerciaux
permettent quant a eux de maintenir la variabilité chez les populations de pathogénes, tout
comme chez les hétes (Salvaudon et al., 2008).

De plus, l’intensification de [D’agriculture peut aussi modifier les cycles de
reproduction chez les especes présentant des cycles sexués et asexués. En effet, dans un
milieu favorable au développement de 1’agent pathogéne comme les agroécosysteémes, la
dissémination asexuée est favorisée par le processus de domestication contrairement a la
reproduction sexuée qui est généralement plus longue. (Stukenbrock & McDonald, 2008). 11
en découle alors une augmentation de la taille de la population de pathogénes sur plantes
cultivées.

Enfin, dans les agrosystémes, les pathogenes profitent de la réduction de diversité des
hotes et de la disponibilité en éléments nutritifs pour augmenter leur dissémination. La
transmission de maladies s'effectue plus facilement du fait de la configuration des
agrosystémes (Stukenbrock & McDonald, 2008). En effet, la plus forte densit¢ d'hotes
génétiquement plus homogenes favorise la dissémination des souches adaptées. On peut alors
observer de fortes expansions démographiques de souches virulentes dans la population du
pathogene (Thrall & Burdon, 1999).

Il apparait donc que la transition vers les agrosysttmes des champignons

phytopathogenes s'est donc traduite par une évolution des traits d'histoire de vie. Comme nous
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I'avons vu, ces évolutions peuvent concerner les modes de reproduction et le succes de
transmission a un hdéte voisin. Toutefois, n'existe-t-il pas d'autres traits d'histoire de vie
comme la dispersion ? En effet, on peut supposer que la configuration particuliere des
agroécosystemes en terme de densité et d'homogénéité d'hote a pu affecter le potentiel de
dispersion des pathogenes. Ne peut-on pas imaginer que les parametres du succés de
dispersion en milieu sauvage, ou la densit¢ d'hote serait plus faible et I'hétérogénéité
génétique plus importante, aient pu évoluer vers un autre optimum adaptatif en milieu
agricole ?

L'é¢tude de l'impact des changements environnementaux liés a 1'évolution de
l'agriculture chez les pathogenes nous offre une formidable opportunité d'étudier un processus
évolutif sur un temps court. L'apparition de I'agriculture date de 12 000 ans sur le continent
eurasien, ce qui peut étre considéré comme une époque récente dun point de vue évolutif.
Toutefois, la domestication n'est pas le seul processus ou des souches sauvages de pathogenes
sont confrontées aux agroécosystemes. En effet, I'utilisation de ressources génétiques
sauvages chez les plantes en vue de l'introgression de génes d'intérét agronomique dont la
résistance a certaines souches de pathogenes, constitue une excellente opportunité pour des
souches sauvages a infecter de nouveaux hotes domestiques (Leroy et al., 2013). Travailler
sur des temps évolutifs courts présente plusieurs avantages. La divergence récente entre les
populations de pathogénes sauvages et de cultures doit faciliter la distinction entre dérive et
sélection. En effet, les changements environnementaux comparables a ceux rencontrés lors
des transitions entre milieu sauvage et anthropisé sont censés privilégier les événements de
sélection diversifiante (Stukenbrock & McDonald, 2008). Ce régime favorise la fixation
alternative d'alléles favorables dans chaque milieu. Cependant, les études de recherche de
locus sous sélection sont souvent complexes a cause des fixations d'alléles dues a la dérive
plus qu'a la sélection. Toutefois le processus de fixation alternative d'alléles neutres est un
processus long, de 1'ordre de 4 fois la taille efficace de la population, supérieur au temps de
fixation d'une mutation avantageuse. Ainsi sur des temps courts, la proportion de locus
différentiellement fixés a cause de la sélection est-elle plus importante que pour des temps
plus longs ? De plus, comme la fixation d'une mutation avantageuse est rapide, celle-ci n'a pas
le temps de recombiner avec les polymorphismes voisins qui ségrégent dans la population. On
observe alors une forte réduction du polymorphisme au site méme de la mutation favorable
mais aussi a son voisinage, dont la longueur dépend de l'intensité du coefficient de sélection.
Ce processus est appelé balayage sélectif (Maynard-Smith & Haigh, 1974 ; Encadré 1) et

s'estompe avec le temps, la recombinaison favorisant une augmentation du polymorphisme au
b
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Encadré I : Le balayage sélectif

Le balayage sélectif (selective sweep) considere I’effet d’une mutation avantageuse a un locus
donné, sur le polymorphisme des locus neutres qui sont liés (Maynard-Smith et Haigh, 1974).
Lorsqu’une mutation avantageuse apparait dans un génome et se fixe au cours du temps, la
région ou se localise cette mutation se retrouve dépourvue de mutations neutres qui
s’accumulent généralement aux sites silencieux. A plus longue distance de cette mutation,
I’effet du balayage s’estompe progressivement, jusqu’a ne plus étre repérable (Figure 6). Le
polymorphisme neutre peut étre juste réduit (et non perdu) si la mutation avantageuse se
localise dans une région ou il y a de la recombinaison. Ce modele prédit (i) une corrélation
positive entre le taux de recombinaison local et le polymorphisme neutre (si les mutations se
fixent souvent dans tous les génomes et si le taux de mutation n’est pas trop fort) (Payseur &
Nachman, 2000) (ii) mais également la fixation de mutations délétéres liées aux mutations

avantageuses.

Diversité nucléotidique
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T —— ]
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>

Distance (kb)

Figure 6. Diversité nucléotidique lors d’un balayage sélectif

La diversité nucléotidique décroit la ou la sélection a amené la fixation d’un nouvel alléle avantageux
(étoile bleu). Cette décroissance de la variabilité permet d'identifier les régions touchées par la
sélection naturelle
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voisinage de la mutation favorable. Encore une fois, il est plus simple de travailler sur des
événements évolutifs récents afin de détecter plus facilement les processus sélectifs.

A contrario, l'identification précise des zones sous sélections sera rendue plus difficile. En
effet, les zones impliquées dans le balayage sélectif étant plus larges, la variance des
fréquences alléliques entre populations telle que mesurée par le Fst, couvrira une zone
génomique plus importante. En d'autres termes, la mutation avantageuse sera génétiquement
liée a une zone neutre plus large. L'utilisation de scans génomiques basés sur les Fst
(Lewontin & Krakaeur, 1973 ; Beaumont & Nichols, 1996 ; Vitalis et al., 2001 ; Beaumont &
Balding, 2004 ; Foll & Gaggiotti, 2008) identifiera non seulement les polymorphismes sous
sélection mais aussi les polymorphismes neutres qui leur sont liés.

L'interprétation des polymorphismes détectés par les méthodes de scans génomiques nécessite
pour autant une bonne connaissance de 1'histoire évolutive des populations étudiées. En effet,
comme le montrent Bierne ef al. (2011), la méconnaissance de I'histoire évolutive, et donc de
I'histoire démographique des populations est une importante source de biais dans
l'interprétation des loci détectés par ces tests de neutralité. Bierne ef al. (2011) insistent en
particulier sur les cas de contacts secondaires rarement testés dans les scenarios évolutifs et
qui pourtant pourraient étre plus fréquents que supposés chez les pathogenes. L'inférence
démographique est donc un préalable indispensable a la détection de polymorphismes
adaptatifs.

Les derni¢res années ont connu une innovation importante des méthodes d'inférence
démographique. Nous détaillerons principalement deux de ces méthodes : la méthode ABC
(Approximate Bayesian Computation, Beaumont ef al., 2002) et la méthode de diffusion
implémentée dans le logiciel dadi (Gutenkurst et al, 2009). L’utilisation de marqueurs
génétiques (séquences, SNP) et des méthodes d’inférence de scénarios démographiques
permettent de retracer [’histoire démographique de populations ayant divergées.
Actuellement, les programmes les plus utilisés sont basés sur des inférences bayésiennes et
des simulations des chaines de Markov Monte Carlo (MCMC). Or, les paramétres essentiels
pour étudier le processus de divergence avec flux de geénes ne sont pas inférés avec ces
méthodes (taux de migration, temps de divergence). Ces mod¢les basés sur la théorie de la
coalescence ne permettent pas d’estimer ces parametres simultanément (Nielsen & Wakeley,
2001). D’autres logiciels comme IMa2 permettent d’inférer les parametres démographiques
associés a la divergence. Cependant, I’utilisation de ces logiciels reste sommaires face au
calcul de la vraisemblance de scénarios évolutifs trop complexes (Csilléry et al., 2010). Ainsi

une nouvelle technique, I’ABC, permet de comparer des scénarios évolutifs beaucoup plus
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complexes et réalistes (Encadré II). Grace a cette approche, la comparaison de modéeles avec
ou sans flux de geénes est possible afin de mieux aborder le processus de diversification.
L’approche ABC se résume en 3 étapes : (i) une étape de simulation de jeux de données et de
calcul de statistiques résumés, (ii) une étape de sélection des simulations, (iii) une étape
d’estimation des distributions a posteriori des parametres par régression linéaire (Encadré I et

Figure 7).

Encadré II : Approximate bayesian computation (ABC)

Les populations naturelles ont des histoires démographiques complexes. Au cours de ces
dernieres années, les approches se basaient souvent sur la technique de Markov Chain Monte
Carlo (MCMC). Cependant leur portée était limitée a I’utilisation de scénarios évolutifs
simples de par la difficulté a calculer leur vraisemblance. Afin de contourner cette estimation
de la vraisemblance, une nouvelle approche appelée Approximate Bayesian Computation
(ABC) basée sur des statistiques résumées a vu le jour (Beaumont et al., 2002). Cette méthode

permet de simuler des millions de généalogies avec différentes valeurs de parameétres sous

_— différents modéles avec ou sans flux de genes.
] aartiragedansIesdistribu’iionsapriori . . . L. , .
3 Les distributions postérieures sont calculées a
Simulation d'un jeu de données partir des simulations dont les valeurs de
v .. , ,
— Etape 1 statistiques résumées sont les plus proches de
Calcul des statistiques résumées Simulations
sur le jeu de données simulées
¥ celles du jeu de données réelles (Figure 7).
Ecriture des valeurs de parameétres et
des statistiques résumées dans un fichier

. Modéles

Avant de traiter les données, les scénarios

—»| Caloul des statisiques résumees démographiques  sont  proposés  suivant
v différentes hypothéses comprenant la taille des
Calcul des distances euclidiennes entre Etape 2
statistiques observées et simulées Rejet . .
populations, les temps de divergence. Lors de
v
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Figure 7. Principales étapes de PABC
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Encadreé 11 : suite
* Inférence et choix du modele

L’étape suivant I’écriture des différents scénarios est la simulation des données. Sous chaque
modele, la valeur x est échantillonnée plusieurs fois afin de simuler un jeu de données yi
(Figure 8). Il s’agit ensuite de comparer de la valeur statistique résumé associée a S(yi) a la
valeur de la statistique du jeu de données observée S(yo). Si S(yi)-S(yo) < seuil de tolérance
g, alors la valeur de parametre est acceptée (Points jaunes, Figure 8). Ces valeurs sont ensuite
ajustées par régression linéaire (Leuenberger & Wegmann, 2009) (ligne verte, Figure 8), pour
enfin donner la nouvelle valeur de parametre (Point vert, Figure 8). Sous chaque modéle, ces
différentes étapes sont réalisées, puis les modeles sont comparés entre eux par 1’estimation

des probabilités postérieures.

* Fiabilité
La fiabilit¢ de la procédure s’observe via la concordance entre les courbes de rejet et la
distribution postérieure des parametres. Lorsque les deux possedent la méme distribution, les
estimations sont considérées comme fiables. Sinon, ’estimation des paramétres est biaisée,

traduisant un probléme d’ajustement du modele aux données.

Regression correction Posterior distribution

S(yo)

Model parameter

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
Summary statistic
TRENDS in Ecology & Evolution

Figure 8. Ajustement par régression linéaire lors d’une ABC (Csilléry ef al., 2010)

Le paramétre € mesure la taille de la fenétre au sein de laquelle les simulations sont acceptées. Les
paramétres 0i représentent les valeurs des paramétres et les 0i* correspondent aux valeurs des
parameétres apres ajustement.
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L’analyse par la méthode ABC permet d’établir le cadre évolutif le plus probable pour la mise
en place des barriéres aux flux de geénes (Roux, 2010). Cette analyse peut prendre en compte
deux types de barricres : sous un modele homogeéne ou hétérogeéne, qui correspondent aux
différentes barrieres possibles tout le long du génome. L’intégration de ces deux types de
migration est essentielle afin de ne pas passer a c6té du bon modéle démographique.
L’inférence du scénario évolutif peut également s’effectuer en utilisant la méthode de
diffusion implémentée dans dadi qui permet d’obtenir des spectres de fréquences joints
(Guttenkurst et al, 2009) (Figure 9). Les spectres de fréquences joints représentent la
fréquence de ’all¢le dérivé (en référence a un groupe externe) dans chaque population fille.
On peut alors quantifier la part de sites polymorphes en commun entre les 2 populations
divergentes et les sites fixés dans chaque population.

Les différences sont fixées lorsque la fréquence de 1’alleéle dérivé est égale a 1 dans une
espece et est égale a 0 dans 1’autre. Pour les sites polymorphes partagés entre les 2 especes, la
fréquence est supérieure a > 0 dans une espece et inférieure a 1 dans 1’autre. Ainsi pour un

scénario, un spectre de fréquence joint est attribué.
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Figure 9. Exemple de scénarios évolutifs (a gauche) et les spectres de fréquences associés
(a droite)

M1 et M2 : taux de migration  a: population ancestrale 1 et2:populationlet2  Nx: taille
efficace de la population x exprimée en nombre d’individus Tpiit : Temps de divergence avec la
population ancestrale Tsc : Temps de remise en contact secondaire  Tiso : Temps d’isolement

Tam : Temps rupture migration

Chaque case noire représente la case la plus représentée. L’intensité de la coloration des autres cases
dépend de leurs importances relatives a la classe la plus représentée
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2. Le pathosysteme Venturia inaequalis / pommier

2.1. La tavelure du pommier

2.1.1. Importance économique

Venturia inaequalis est un champignon ascomycete haploide et hémibiotrophe,
responsable de la tavelure du pommier. D’autres hotes moins importants économiquement
appartenant aux genres Sorbus, Cotoneaster, Crataegus, Heteromeles, Kageneckia, Pyracantha
et Eriobotrya ont également été décrits (Menon, 1956 ; Raabe & Gardner, 1972 ; Sivanesan,
1977 ; Le Cam et al, 2002). Elle est présente dans toutes les zones de production du
pommier. Cette maladie est particuliérement dommageable au printemps dans les régions
humides et fraiches.

La tavelure est la maladie du pommier la plus préjudiciable économiquement. Méme si elle
ne menace pas la vie de son hdte, les pertes économiques liées a la tavelure résultent
principalement des infections des fruits, détériorant leurs aspects visuels et les rendant
impropres a la commercialisation et a I’exportation. Sachant que plus de 90% de la production
mondiale repose sur des variétés sensibles, 1’enjeu de maitriser le développement de la
tavelure et des autres maladies infectant le pommier est primordial.

La lutte contre de la tavelure nécessite une combinaison entre un apport fongicide et des
pratiques culturales raisonnées (Holb, 2006). Afin de réduire le nombre de traitements
fongicides, des modé¢les de risques d’infection en fonction des conditions climatiques ont été
développés et permettent d’effectuer les traitements fongicides aux meilleurs moments de
I’infection (Mills & Laplante, 1951 ; Carisse et al., 2009). De plus, dans le contexte de
réduction de traitements chimiques, d’autres méthodes de luttes sont employées contre la
tavelure telles que la prophylaxie, la modification des méthodes culturales, la lutte biologique
(Hossain et al., 2009) et la résistance variétale. Les cofits liés aux différents moyens de lutte
contre cette maladie restent conséquents, méme s’ils restent nettement moindres que les cotits

engendrés par la main d’ceuvre nécessaire tout au long de I’année sur une culture de pommier.
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2.1.2. Symptomatologie et cycle de vie

Son cycle de vie comprend deux phases : (i) une phase parasitaire au cours de laquelle
se déroulent plusieurs cycles de reproduction asexuée et (ii) une phase saprophytique, sur la
litiere foliaire, au cours de laquelle a lieu la reproduction sexuée et qui permet la survie

hivernale du champignon sous forme de péritheces (Figure 10).

Apple tree
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Figure 10. Cycle biologique de Venturia inaequalis (Agrios, 2005)

Le cycle de vie de Venturia inaequalis comprend une phase sexuée parasitaire et de multiples phases
de reproduction asexuée.

L’infection débute au printemps lorsque les jeunes feuilles sont les plus sensibles et
que les conditions de température et d’humidité déclenchent la projection d’ascospores a

partir des périthéces. Au niveau de la liticre foliaire, la projection des ascospores lors
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d’événements pluvieux s’effectue sur de trés faibles distances dans un premier temps
(quelques millimeétres). Puis elles sont dispersées sur de plus grandes distances par le vent, de
I’ordre d’une dizaine de métres (Aylor, 1998 ; McHardy et al., 2001 ; Leroy et al., 2013).

La germination des ascospores se fait en présence d’eau libre sur la surface des
feuilles. Le tube germinatif va différencier un appressorium qui constitue 1’organe de
pénétration (Smereka et al, 1987 ; Jha et al., 2009). Sous ’appressorium, le mycélium
perfore la cuticule. Aprés pénétration, le champignon développe alors une structure pseudo-
parenchymateuse, nommée stroma, a partir de laquelle un mycélium sous-cuticulaire se
différencie puis des conidiophores sont abondamment produits. Les conidiophores, portant a
leur extrémité les conidiospores, vont déchirer I’épiderme afin de libérer les conidiospores qui
constituent 1’inoculum secondaire. Elles sont alors dispersées par le vent ou la pluie sur de
courtes distances (quelques metres). Les capacités intrinseéques de migration des ascospores et
conidies étant relativement faibles, la migration du champignon a longue distance se fait
principalement par le transport de matériel infecté.

Le développement du champignon au cours de ces deux phases est trés dépendant des
conditions climatiques. En effet dans les régions a hiver peu rigoureux, le pommier ne perd
pas toutes ses feuilles et peut ainsi assurer une partie de sa survie hivernale selon le mode

clonal.

Les symptdmes causés par Venturia inaequalis sont visibles sur différents organes de
la plantes : feuilles, fruits, pétioles, sépales, fleurs et bourgeons. Sur les feuilles, la tavelure
produit des lésions pouvant étre soit isolées, dispersées sur tout le limbe ou bien recouvrir la
surface entic¢re (Figure 11 - A). Généralement, les 1ésions se développent plus rapidement sur
les jeunes feuilles a cause de I’existence de résistances ontogéniques présentes chez les
feuilles plus agées. L’infection se produit sur la face supérieure des feuilles en début et milieu
de saison et sur la face inférieure en fin de saison. Les Iésions sont d’abord de petites tailles,
circulaires et translucides. Elles vont s’agrandir pour devenir de couleur brun foncé, et
prendre un aspect velouté de par la production en masse de conidies. Durant le vieillissement
des Iésions, les feuilles vont se dessécher, se déformer, ce qui provoque une déchirure du
limbe entrainant une défoliation plus ou moins importante en fonction de la gravité¢ de la
maladie.

Les pommes jeunes sont plus sensibles a I’infection de Venturia inaequalis que les fruits
mirs. L’infection provoque des déformations, des taches et peut entrainer la chute des fruits

lorsque le pédicelle est touché (Figure 11 - B). Quand I’infection est plus tardive, les 1ésions
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se développent beaucoup plus lentement. Les 1ésions ne sont alors visibles a I’ceil nu que lors

de la sortie des fruits des salles de conservation apres plusieurs mois de stockage.

Figure 11. Symptomes de tavelure sur feuilles (A) et sur fruits (B)

2.2. Processus de domestication et histoire évolutive

2.2.1. Origine et domestication du pommier cultivé

L’hote le plus étudi¢ de Venturia inaequalis est le pommier domestique (Malus x
domestica). Le genre Malus serait apparu en Chine vers la fin de la période du Tertiaire, a
I’époque Eocene, il y a environ 30 millions d’années (Phipss ef al., 1991). On décompte entre
8 et 79 espéces reconnues selon les auteurs (Juniper & Mabberley, 2006). Cette large
variabilité est causée par la difficulté a différencier les espéces selon leurs caractéristiques
morphologiques. De plus, cette différence du nombre d’espéces décrites résulte aussi de
I’importance de I’hybridation et de la présence de polyploidie chez le genre Malus (Potter et
al., 2007; Campbell et al., 1991). L’utilisation de marqueurs moléculaires associée a des
¢tudes phylogénétiques ont permis de préciser la taxonomie de certaines especes de Malus
(Robinson et al. 2001; Velasco et al., 2010 ; Cornille et al., 2012 ; Dunemann et al., 2012).
Cependant la plupart des études se sont focalisées sur la contribution de deux espéces
sauvages M. sylvestris et M. sieversii, endémique de I’Europe et de 1’Asie Centrale et
respectivement.

Le pommier cultivé porte le nom de Malus x domestica, le « x » faisant référence au

caractere hybride du pommier domestique (Korban & Skirvin, 1984). La ressemblance entre
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les fruits des pommiers domestiques et ceux portés par M. sieversii (espeéce endémique
sauvage d’Asie Centrale) a mené rapidement Vavilov (1930) a proposer M. sieversii comme
¢tant 1’ancétre ancestrale du pommier domestique. L’ensemble de la diversité morphologique
observée chez cette espece est présent aujourd’hui chez les pommiers domestiques, laissant
envisager une sélection consciente des pommiers ancestraux (Juniper & Mabberley, 2006 ;
Forsline et al,. 1994 ; Forsline, 1995). L'histoire de la domestication de la pomme est
maintenant assez bien connue et documentée (Cornille ef al, 2014). Le pommier cultivé a
effectivement été domestiqué en Asie centrale a partir de Malus sieversii (Velasco et al., 2010
; Cornille et al, 2012.). M. sieversii est toujours présent sous forme de foréts entre les
montagnes de Tien Shan (frontiere du Kazakhstan, le Kirghizstan et Province du Xinjiang en
Chine) et la mer Caspienne (Morgan & Richards, 1993). C'est au cours de la période
néolithique et surtout pendant le développement de la Route de la soie que les pépins de
pommiers ont été dispersés. Au cours des déplacements, les marchands et les animaux
auraient disséminé les pépins marquant ainsi le début des cultures du pommier (Juniper &
Mabberley, 2006 ; Wood, 2003 ; Harris et al., 2002) . Le pommier domestiqué se serait
ensuite propagé vers 1’Ouest de I'Europe et vers 1'Est jusqu'a la Chine (Juniper & Mabberley,
2006). La migration vers l'ouest a alors impliquée des contacts et hybridations avec les plus
proches parents sauvages qui poussent le long de la Route de la Soie, M. sylvestris en Europe,
M. orientalis dans le Caucase (Cornille ef al., 2013). De récents travaux ont ainsi montré que
le pommier sauvage Européen M. sylvestris a largement contribué au pool domestique
Européen (Cornille et al. 2012). Le pommier sauvage M. sylvestris présente une aire de
répartition s’étendant de 1I’Europe de I’Est a I’Europe de I’Ouest. Le pommier aurait ensuite
été introduit en Europe et en Afrique du Nord par les Grecs et les Romains il y a environ
2 000-2 500 ans (Forsline et al., 2002 ; Juniper et Mabberley, 2006) et I’Europe aurait ensuite
servi de téte de pont pour la dissémination du pommier a travers le monde apres la découverte

des nouveaux continents (Morgan & Richards, 1993)

2.2.2. Histoire évolutive des populations de Venturia inaequalis au sein du

centre de domestication du pommier

Le pathosysteme Malus spp.-Venturia inaequalis est particulierement pertinent pour étudier
les changements des traits d’histoire de vie des agents pathogenes s'adaptant a des hotes
domestiques et des agrosystémes. Sa reproduction se produit par croisement de souches de

types sexuels opposés ayant infecté la méme feuille. Cette reproduction exclusive entre
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souches capables de se développer sur le méme génotype faciliterait le processus d’isolement
prézygotique et par conséquence une divergence écologique (Giraud et al., 2010 ; Gladieux et
al., 2011). La capacité de dispersion des deux types de propagules produits pas V. inaequalis
(ascospores et conidiospores) est faible. La manicre la plus favorable pour l'agent pathogene
d’atteindre une dispersion a longue distance est liée aux activités humaines : le transport de
fruits et de plantes infectées (McHardy, 1996 ; Holb et al., 2004). Ces ¢léments supposent que
la structure de population du pathogeéne est en lien avec I’histoire de la propagation de son

héte (Gladieux et al., 2010).

a) Structure des populations de Venturia inaequalis au Kazakhstan
Les études génétiques antérieures sur V. inaequalis nous donnent beaucoup d'indices sur
l'origine de l'agent pathogene. Une analyse réalisée a I’échelle mondiale de la diversité des
population V. inaequalis a d'abord montré que l'agent pathogéne partageait une origine
commune avec son hote en Asie centrale (Gladieux ef al, 2008). L’impact de la
domestication de la pomme sur la structure génétique de I'agent pathogéne a alors été étudié
(Gladieux et al., 2010). Basé sur le polymorphisme de onze loci microsatellites, 1’utilisation
des méthodes d’assignations a permis d’identifier 3 populations: (1) une population
Européenne regroupant des souches isolées a la fois sur le pommier sauvage endémique
Européen, M. sylvestris et sur les pommiers domestiques en Europe; (2) une population
Asiatique regroupant les souches isolées du pommier endémique M. sieversii présent en
plaine dans les zones anthropisées d’Asie centrale (CAP : Central Asia Plains) ; (3) une
population également isolée de M. sieversii mais restreinte géographiquement aux montagnes
de I’Est du Kazakhstan (CAM : Central Asia Mountains). Cette derniére population est
considérée comme étant une relique de la population ancestrale des populations actuellement

présentes dans les écosystémes agricoles du monde entier (Gladieux et al., 2010).

b) Estimation du temps de divergence
Les probabilités postérieures du temps de divergence entre la population isolée des montagnes
Kazakhes (CAM) et les 2 autres populations suggerent une divergence évaluée entre 2 000 et
4 000 ans (Gladieux et al ., 2010). Cette estimation coincide avec la période de domestication
du pommier : 2 000 a 7 000 ans (Juniper & Mabberley, 2006). D’apres les auteurs, le scénario
le plus probable d’émergence serait donc un scénario de coévolution par host-tracking.
L’agent pathogeéne aurait suivi son hote lors de la domestication du pommier, lors de

I’introduction des pommiers en Europe (Gladieux et al., 2010). L’estimation du temps de
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divergence présente un intervalle de confiance large (700 a 11 500 ans) qui est fortement
dépendant du taux de mutations des locus microsatellites utilisés ainsi que de la variance
dans le nombre de répétitions des microsatellites de la population ancestrale.

Sous ce scénario évolutif, les variants les plus favorables seront sélectionnés dans les
agrosystémes. Selon le modéele du balayage sélectif (Figure 6), on s’attend a observer une
baisse de diversité aux loci impliqués dans I’adaptation aux conditions de culture des milieux

anthropisés.

¢) Evolution des traits d’histoire de vie de la tavelure

Une étude portant sur les caractéristiques de pathogénicité de la population ancestrale (CAM)
a montré que la domestication du pommier avait nettement modifié¢ la pathogénicité de V.
inaequalis (L& Van et al ., 2012). A partir d’inoculations croisées de ces populations sur
différents types d’hotes (M. sieversii, M. sylvestris et M. x domestica), les auteurs ont
démontré¢ que les souches de la population CAM ¢étaient incapables d’infecter les cultivars
sensibles ‘Gala’ et ‘“Top Red Delicious’ trés déployés dans les vergers. Le processus de
domestication se serait donc accompagné d’une acquisition de virulence et d’une
augmentation de l'agressivité globale des populations de V. inaequalis, sous le scénario
d’host-tracking entre le pommier et la tavelure (L& Van et al, 2012). Dans le cadre de ce
projet, nous allons chercher a identifier d’autres traits d’histoire de vie qui auraient été
modifiés lors du passage du compartiment sauvage vers le compartiment domestiqué (cf
Chapitre 1). L’¢étude se base donc sur les populations de V. inaequalis du Kazakhstan
considérées comme étant les descendantes des populations ancestrales. Les populations
domestiques seront représentées par des échantillons prélevés au Kazakhstan et en Chine dans
des zones anthropisées (CAP). Nous étudierons plusieurs comparaisons phénotypiques pour
étudier ces changements de traits d'histoire de vie impliqués dans la dissémination de la
tavelure, associés a la domestication de son hote. L'impact de la domestication des plantes sur
les organismes pathogénes est rarement étudié malgré son importance majeure pour
comprendre les conséquences des activités humaines sur I'émergence des maladies.

Dans ce chapitre, nous discuterons de pestification, notion récemment abordée pour Saleh et
al. (2014) qui définit les changements de traits d'histoire de vie chez les pathogénes suite a la

domestication de leur hote.
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d) La resistance Vf

Le pommier sauvage M. x floribunda a fortement été utilis¢é dans les programmes
d’amélioration car porteurs de génes de résistances majeurs dont Vf. M. x floribunda serait un
hybride interspécifique de deux espéces de pommiers sauvages utilisés pour 1’ornementation.
La découverte de la résistance par Hough (1944) a permis d’obtenir plus de 80 variétés
commercialisées, faisant de la résistance Vf, la plus introgressée dans les cultivars de pommier
(Crosby et al, 1992 ; Gessler & Pertot, 2012). Pendant plus de 40 ans, 1’absence de
contournement a classé cette résistance Vf comme « durable » (Crosby et al., 1992). Les
premicres observations d’infection des cultivars Vf ont été relevés sur des cultivars de M. x
domestica et M. x floribunda en Allemagne en 1988 (Parisi ef al., 1993). C’est en 1995 dans
un verger Normand, que la premicre mise en évidence de souches virulentes a ét¢ détecté en
France (Parisi et al, 2000). A I’heure actuelle, la résistance est largement contournée en
Europe (Guérin & Le Cam, 2004). L’efficacité au champ est cependant préservée par la mise
en place de mélanges variétaux et I’apport raisonné en fongicides. Des analyses génétiques
réalisées dans les vergers cidricoles démontrent que les populations virulents partagent une
origine commune et posséde une diversité réduite comparé aux populations non-Vf
L’existence d’une forte différenciation entre les variétés Vf et non Vf et son maintien au cours
du temps suggéraient un flux de genes restreint entre les deux populations (Guérin ef al.,
2007 ; Gladieux et al., 2011). De plus, I’absence de deux marqueurs (li¢ au locus d’avulence
V'f) dans les populations avirulentes suggérait que cette la population virulente n’a pas émergé
des populations virulentes, mais résulterait d’'une migration de souches a partir d’une source
externe. Ainsi, les hypothéses de 1’émergence de Vf se classent en 2 théories : (1) soit les
populations virulentes sont apparues par mutation dans les agrosystémes, (2) soit les

populations virulentes préexistaient sur un hotes alternatif a I’extérieur des agrosystémes.
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2.3. Questions de recherche

La domestication du pommier a-t-elle provoqué des changements de traits d'histoire de
vie chez V. inaequalis ?

Dans cette partie nous testerons I'hypotheése d'un changement de traits d'histoire de vie chez V.
inaequalis en comparant sur des caractéres phénotypiques des souches sauvages et
d'agroécosystémes kazakhes. Comme évoqué plus haut, le passage de I'habitat sauvage aux
vergers pourrait avoir un impact sur les parametres de succes d'infection sur hote compatible,
et par 1a méme, de dispersion efficace. Si d'éventuelles différences existent pour certains traits
phénotypiques, nous testerons pour ces traits 1'hypothése d'une adaptation de novo aux
milieux anthropisés par rapport a celle d'une sélection a partir d'une variation phénotypique
existante dans les populations sauvages et qui pourrait sans doute expliquer la rapidité de

l'adaptation (cf Chapitre 2).

Quelles sont l'importance et les éventuelles conséquences des situations de contacts
secondaires chez V. inaequalis ?

Les conséquences évolutives d'une transition entre milieu sauvage et agroécosystémes ne
peuvent €tre correctement abordées qu'en inférant correctement I'histoire démographique des
populations. Dans ce manuscrit, nous tenterons de retracer les histoires évolutives de deux
types de populations de V. inaequalis. Nous développerons I'hypothése des contacts
secondaires dans les deux situations décrites précédemment : 1) l'histoire évolutive des
populations virulentes sur pommiers résistants Vf (cf Chapitre 1). et, 2) I'histoire évolutive
des populations sauvages et d'agroécosystémes, respectivement CAM et CAP, au Kazakhstan
(cf Chapitre 3).

Concernant l'histoire évolutive des populations virulentes sur pommier résistant Vf, nous
tenterons de proposer plusieurs scénarios alternatifs a I'hypothése de divergence écologique
formulée par Gladieux et al. (2011). Notamment, nous testerons I'hypothése formulée dans
Leroy et al. (2013) d'une origine sauvage des souches virulentes envers V7.

Concernant les populations kazakhes, une premiére comparaison de scénarios d’émergence de
Venturia inaequalis par des méthodes de type Approximate Bayesian Computation (ABC,
Tavaré et al., 1997 ; Beaumont et al., 2002) a été réalisée dans 1’équipe. Cette étude se base

sur 1’analyse de plus de 104 marqueurs AFLP et en incorporant 1’hypothese alternative a
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I'hypothése d'host-tracking de contact secondaire entre les populations CAM et CAP. Le
scénario évolutif le plus probable est le scénario de contact secondaire (P>0.9). Ainsi, il
semblerait que V. inaequalis ait émergé probablement par host-traking lors de la
domestication du pommier puis divergé avec la population sauvage puis enfin serait a
nouveau entré en contact avec cette derni¢re population, il y a une centaine de générations
(c'est-a-dire environ un si¢cle). Ce premier résultat semble donc compléter I'hypothése d'host-
tracking précédemment formulée par Gladieux et al. (2010) en apportant toutefois une

certaine complexité propre aux situations de contacts secondaires.

Quelles sont les signatures génomiques de l'adaptation de V. inaequalis aux
agroécosystémes

Le dernier objectif de ma thése consiste a identifier les zones impliquées dans 1’adaptation du
pathogéne a son hdte domestique et par la méme occasion, les modalités évolutives de son
émergence dans les agrosysteémes (cf Chapitre 3). L’étude se base sur le re-séquencage du
génome de 36 souches. L histoire évolutive de V. inaequalis sera analysée plus en profondeur

grace a I’utilisation de méthodes ABC et basée sur les équations de diffusion dadi.
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Chapitre 1

« Origine de la virulence Vf chez la tavelure du
pommier »

Comprendre les conditions dans lesquelles une nouvelle virulence émerge est crucial
afin de gérer et de prévoir I’évolution des maladies qui infectent les plantes. Bien souvent,
I’émergence de pathogene est étudié selon un point de vue évolutif, ou la nouvelle mutation
résulterait du pool de souches non virulentes infectant les hotes sensibles en réponse au
déploiement de nouveaux hotes résistants.

Dans ce chapitre, nous tentons d’¢lucider 1’origine la plus probable de la virulence Vf.
Nous avons testé des scénarios utilisant des souches (1) collectées sur M. floribunda (2) des
populations Européens de souches virulentes et non virulentes (3) ainsi que des souches

collectées dans les montagnes d’Asie Centrale (CAM).
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Take a walk on the wild side : on the origin of the virulent Vf

strains of the agent of apple scab, Venturia inaequalis.

Lemaire C*., De Gracia M.*, Leroy T., Michalecka M., Lindhard Pedersen H. Gladieux
P., Guerin F. and Le Cam B

*co first authors

Abstract

Understanding the conditions under which a new virulence emerges is crucial to manage and
predict evolution of plant infectious diseases. Theories on emergence of pathogens are often
depicted under an adaptive point of view where a new favorable mutation arises from the pool
of avirulent strains infecting susceptible hosts in agrosystems in response to deployment of
new resistant hosts. In this framework, the role of standing variation from the wild habitat in
the potential for adaptation is therefore neglected. In this study we intended to elucidate the
most likely origin of a new virulence named Vf within the fungus Venturia inaequalis that
develops gene-for-gene interactions with its host plants Malus spp. We tested scenarios using
strains collected on the crab-apple M. floribunda, the wild progenitor of the corresponding Vf
resistance gene, European populations of virulent and avirulent strains sampled in orchards on
Malus x domestica as well as strains collected in Central Asian mountains on M. sieversii the
ancestor of the domestic apple. Using Approximate Bayesian Computation and bayesian
clustering on a microsatellite dataset, we demonstrate that the virulence Vf is present in the
wild within a population that has diverged from population infecting susceptible hosts since
several thousand years. The crab-apple, M. floribunda being both the source of genetic
resistance used by breeders and the source of virulence, we show that use of wild genetic
resources in agrosystems can act as a gateway for virulent population from the wild to invade
cultivated habitats. This study demonstrated that non-agricultural environments do provide
con-specific strains harboring new virulence lacking in agrosystems. Our findings aims to

increase awareness for plant breeders on virulences emergence risks and underline the need to
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sample out of agrosystems to evaluate durability of wild genetic resources introgressed in

Crops.

Author summary

Plant disease resistance relies on a 'gene-for-gene' model where an avirulence effector triggers
immunity in plants carrying the matching resistance gene. In this framework, lost of
avirulence gene functionality leads to disease. In a control strategy aiming to reduce
pesticides in crops using durable resistance varieties, determining origin of virulent stains is a
challenge for epidemiologists. Since high evolutionary potential of pathogens, theories on
emergence of virulence are depicted under an adaptive point of view where mutations occur
in agrosystems and thus neglect the standing variation existing in the wild habitats. Here, we
infered the most likely origin of a new virulence in the fungus Venturia inaequalis responsible
for the most damaging disease in apple orchards. We showed that virulence originated from
the wild and has diverged from strains infecting susceptible varieties in orchards since several
thousand years. The crab-apple Malus floribunda that is the source of resistance in breeding
programs is probably also the source of virulence, the resistant gene would thus act as a
gateway for virulence to invade orchards. This study highlights the need to reconsider
international policy linked to exploitation of genetic resources in order to limit risks of new

virulences emergence associated to human activities.
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INTRODUCTION

Understanding the conditions under which a new virulence emerges is crucial to manage and
predict evolution of plant infectious diseases. Causes of such emergence are often depicted
under an adaptive point of view. In this framework, it is assumed that hosts harboring new
resistance genes induce selective pressures that favor the rise of a new virulence from the pool
of avirulent strains. A parallel may be drawn between the recurrent outbreaks of monogenic
plant resistances that recognize pathogen effectors (Berngruber et al., 2013) and many
infectious diseases challenging animal and human immune systems (Ma et al., 2009; Niibel et
al., 2010). Pathogens are then viewed as quickly evolving organisms, able to rapidly
overcome any new resistance in its host. This classical generic model of host-parasite co-
evolution, known as the co-evolutionary arms race model (Dawkins & Krebs, 1979),
dominates interpretations about virulence emergence from field epidemiological to molecular
level. Although this model hangs for most of viruses (Forterre & Prangishvili, 2013), the

question of its a priori generalization is still pending.

Besides, some evidences of contribution to new virulences from wild reservoirs have
highlighted the role of standing variation in the adaptive potential of pathogens (Burdon &
Thrall, 2008; Leroy et al., 2014; Morris et al., 2009). Adaptations are then supposed to arise
by migration, underweighting the apparent rate of adaptive mutation. Unfortunately, examples
drawn from plant pathogens in agrosystems are still poorly described (Burdon & Thrall, 2008;

Leroy et al., 2014; Morris et al., 2009). Most of epidemiological and evolutionary studies on

plant pathogens are restricted to populations sampled on cultivated crops (Motris et al., 2009)

due to a lack of knowledge about the actual nature of wild hosts as well as about the

characterization of symptoms on non-cultivated hosts.

Agriculture often uses ‘exotic’ plant genotypes (ancient varieties and wild relatives of crop
species) as genetic resources for agronomic traits as well as pollinators. For instance
resistance genes toward diseases are often introgressed from such a plant material. However,
the potential impact of the spatial deployment of these wild plant genetic resources in
agrosytems, putatively infected by exotic populations of pathogens remain largely unknown.
For example, pathogenity tests carried out in breeding programs almost always characterize
resistance against strains infecting domesticated plants (Lé Van et al,, 2012). The potential

pathogenicity on agricultural hosts of any population of pathogens adapted to wild relatives is
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neglected (Burdon & Thrall, 2014; Zhan et al., 2014). Taking into consideration such wild

populations of pathogens in hosts used to introgress resistance in domestic varieties should be

of a great interest when one wants resistances to be durable in agrosystems.

Among well-known outbreak of resistance in plants, the emergence of virulent strains of
Venturia inaequalis against the Vf resistance gene in apple is well documented. V. inaequalis
is the ascomycete responsible for the scab disease on apples (Malus spp). Interaction between
V. inaequalis and Malus spp. follows a 'gene-for-gene' model (Flor 1942, 1955, 1971) where a
pathogen effector triggers immunity in plants carrying the matching resistance gene (Jones &

Dangl, 2006). Seventeen interactions for disease resistance have been described by Bus et al.

(Bus, Rikkerink, Caffier, Durel, & Plummer, 2011). Among them, the resistance gene V'f from
the wild relative Malus floribunda has been the most introgressed in commercial varieties
released by plant breeders. Despite the scarce use of this gene in European orchards, the

resistance has been rapidly overcomeThe first occurrence of virulence on resistant varieties

was reported in Germany in 1988 (Parisi et al, 1993), and thereafter in different other

European countries (Bénaouf & Parisi, 2000; Gessler & Pertot, 2012) More, scabbed infected
Malus floribunda was reported in a private English garden as soon as 1989 even before
plantation of Vf apple varieties in English orchards (Roberts & Crute, 1994). Using
microsatellite variation, first populations genetic studies on French orchards, have shown that
virulent strains infecting V'f apple varieties were differentiated from strains infecting the non-
Vf varieties and that they shared a common origin out of sampled orchards (Guérin ef al.,
2007; Guérin & Le Cam, 2004). More, genetic differentiation between strains sampled on Vf
and non-Vf applevarieties remained strong (Guerin et al., 2007) over several years revealing a
low gene flow between them despite presence of the two populations in the same orchards.
Gladieux et al. (Gladieux et al., 2011) found this reproductive isolation to be congruent with
the occurrence of strong exogenous barriers (i.e fitness dependent of the environment: Moore
and Price, 1993; Kruuk et al., 1999) related to the presence of resistance genes revealed in
non-Vf apple genotypes. As sexual reproduction in V. inaequalis occurs between strains that
infect the same leaf, adaptation to host is likely to have strong pleiotropical effects on
reproductive isolation (Giraud et al. 2006, 2010). In summary, while populations from Vf
varieties are clearly differentiated and reproductively isolated from populations from non Vf
ones, an extensive analysis of evolutionary history of both the pathogen and its hosts Malus

spp 1s needed to understand the scenario of emergence (new adaptive mutation vs. stranding
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variation) of virulence FVf populations and the maintenance of such a level of genetic

differentiation.

Apple Domestication is now well understood (Cornille et al. 2014 Trends in Genetics) and
evolutionary history of its main pathogen V. inaequalis has been shown to be closely related
to it (Gladieux et al., 2008). The cultivated apple was domesticated in Central Asia from
Malus sieversii (Velasco et al., 2010; Cornille et al., 2012). Endemic populations of M.
sieversii are located in the Tien Shan mountains (border of Kazakhstan, Kirghizstan and
Xinjiang Province in China) to the Caspian Sea (Morgan & Richards, 1993) and forms large
forests (Harris et al., 2002). It is during the Neolithic period and especially during the
development of the Silk Roads that the seeds of wild apple trees were scattered, thus marking
the beginning of apple cultures (Juniper & Mabberley, 2006; Wood, 2003, Harris et al., 2002).
Domesticated apple would have then spread westward to Europe and eastward to China
involved contact and hybridization with closest wild relatives growing along the Silk Route,
M. sylvestris, M. baccata, in Europe, M. orientalis in the Caucasus (Janick et al., 1996,
Forsline et al., 2003; Cornille et al., 2013; but see also Juniper & Mabberley 2006 for
criticisms). Venturia inaequalis has followed its host during this history, from mountains of
Central Asia to orchards of domestic apples worldwide, through the domestication process
(Gladieux et al., 2008; Gladieux et al., 2010; Lé Van et al., 2012). Indeed populations of V.
inaequalis sampled in M. sieversii were identified as the progenies of the ancestral
populations of strains infecting domestic apple trees. As for apple trees, pathogen populations
coming from the wild M. sieversii of Kazakhstan exhibit both genetic and phenotypic
differences with the ones sampled in orchards (Gladieux et al., 2010; Lé Van et al., 2012).
Indeed, this wild population has diverged about 1000 to 10000 years ago from lineage of V.
inaequalis found on domestic apple trees, which is congruent with the history of
domestication of apple (Gladieux et al., 2010). Concerning Malus floribunda, the progenitor
of the Vf resistance gene it would be a a putative hybridbetween two wild Malus species: M.
baccata and M. toringo respectively endemic of Siberia and Japan (Juniper and Mabberley,
2006) ; M. baccata being the carrier of the Vf gene (Dunemann et al., 2012; Leroy et al.
2013). 10 others Malus species endemic in Europe and Asia (Dayton and Williams, 1970). To

date, virulence V'fhas not been detected on M. sieversii (L€ Van et al., 2011).

Current knowledge on evolutionary history of both Malus spp. and V. inaequalis permits to
draw four categories of scenarios retracing the putative origin of virulence against Vf. In the

two first, virulence emergence is explained by a new adaptive mutation within the pool of
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avirulent strains, e.g. infecting susceptible apple trees in orchards. Two outcomes are then
possible. If the same virulent strains would have infected both Vf varieties and M. floribunda,
the progenitor of the Vf gene, we then should expect the virulent populations to be poorly
differentiated from both avirulent strains sampled in orchard and those sampled on M.
floribunda (scenario 1). Conversely, if a parallel evolution toward virulence in both M.
floribunda and Vf varieties is assumed, populations from orchards are not expected to be
genetically differentiated while they significantly diverge from this sampled on M. floribunda
(scenario 2). In these two first scenarios, virulence arose from avirulent pool, so both
avirulent and virulent strains should derive from the ancestor of Central Asian population on
M. sieversii. In the third scenario, we hypothesize that Vf virulence originates out of the
orchards, from Malus floribunda. As a result, strains found on M. floribunda should (i) appear
genetically close to the ones found on Vf resistant domestic apple trees and (ii) have diverged
from the avirulent population very long time before the introgression of Vf resistance into M.
x domestica. At last in the fourth scenario, virulence against Vf could find its origin in the
population sampled in Central Asia on Malus sieversii. We could hypothesize the virulence
gene to segregate in this wild population as we do not know whether Vf resistance actually is
present in M. sieversii populations. We should then expect this population to be divergent

from the avirulent domestic one and from the one found on M. floribunda.

To elucidate the virulence Vf origin, we present here a study using European populations of
virulent and avirulent strains sampled in orchards, strains collected in Central Asian
mountains on M. sieversii as well as strains collected on M. floribunda, the wild progenitor of
the Vf resistance. Using Approximate Bayesian Computation (ABC) (Beaumont, 2002) and
bayesian clustering on a microsatellite dataset, we tried to infer the most likely evolutionary
scenario of the origin of virulence Vf infecting orchards. We will attempt to answer the
following question: Do the virulent strains infecting domestic apple in agroecosystems origin
from populations found on the wild host M. floribunda or do they rather come from an
adaptive mutation to virulence within the avirulent population found on susceptible domestic
apple trees? Virulence coming from the wild would favor an emergence by migration rather
than adaptive mutation in opposition to emergence from avirulent populations, which is the

most widely admitted by epidemiologists.
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MATERIALS & METHODS

Sampling and Genotyping

We studied 821 strains of V. inaequalis divided into 14 sites (Table 1). Strains from the Vf
varieties were collected 5 french localities in 2001, 2003 and 2004 (n=177), in Sweden in
2010 (n = 76), in Poland in 2010 (n = 156) and in Danemark in 2003 (n = 66). Strains from
non-Vf trees were collected in 4 french localities in 2000, 2003, 2004 (n=186), in Sweden in
2010 (n = 25), in Poland in 2010 (n = 94) and in Danemark in 2003 (n=26). Strains collected
on Malus floribunda were collected on different European localities from 1989 to 1998. Since
they were only 30, we pooled them into a single sample called FLO. We also added two
sampling sites collected in Kazakhstan on Malus sieversii, the most likely ancestor of the
domestic apple tree Malus x domestica (Cornille et al., 2012). We pooled the 60 strains into
one sample previously called CAM for Central Asia Mountains (see Gladieux et al., 2010).

Genomic DNA was directly extracted from scabbed apple leaf or derived from isolated
conidia according to procedure described in Le Cam et al., (2001) and Guérin et al. (2007).
All samples were genotyped at 8 microsatellite loci (1tcla, 1tclb, ltclg and laac3b from
Tenzer et al. (1999); Vitcl/2, Vitgl1/70, Vicag8/42 from Guérin et al. (2004); M42 from
Guérin et al. (2007) following a method previously described in Guerin et al. (2007). As
sampling occurred during the asexual phase, identical multilocus genotypes were treated as
clones and removed from the analysis. Throughout the study, the terms virVf, avirVf, CAM
and FLO strains are used to make reference to strains sampled on Vf apple trees, non-Vf apple

trees, M. sieversii and M. floribunda, respectively.

Diversities and population structure analyses

Classical population genetics parameters like expected He and non-biased diversities Hnb
(Nei, 1978) as well as pairwise Fist (Weir & Cockerham, 1984) were estimated using Genetix
4.05 (Belkhir et al. 2004). Significant departures from null hypothesis (Fst =0) were tested
using permutation procedure. Allelic richness was estimated using the method implemented in
ADZE (Szpiech et al., 2008). Clustering of strains into populations was performed using the
Bayesian model implemented in STRUCTURE (Pritchard et al., 2000; Falush et al., 2003;
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Hubisz et al., 2009). We used a model of admixture with correlated allele frequencies. We set
the burn-in length to 500,000 followed by 1,500,000 iterations. For each number of
populations K set from 2 to 10, five independent runs were performed to check for
convergence. We used CLUMPP (greedy algorithm) (Jakobsson & Rosenberg, 2007) to
average population membership among the five runs. We used the ad hoc AK statistics
(Evanno et al., 2005) to identify the most relevant number of clusters based on the rate of
change in the likelihood of data between successive K values. Despite this statistical criterium,
other value of K may have a relevant biological signification. We will therefore take into

account all other clustering that could indicate any other biological information.

Table 1 : Description of isolates used in the study.

Localisation Years Numbers | VirVf/ AvrVf
France 2001 —2003 - 2004 177 VirVf
Swenden 2010 76 VirVf
Poland 2010 156 VirVf
Danemark 2003 66 VirVf
France 2000 — 2003 - 2004 186 AvrVf
Swenden 2010 25 AvrVf
Poland 2010 94 AvrVf
Danemark 2003 26 AvrVf
Malus floribunda | Between 1989 to 1998 30
Europe
CAM 2006 60
Kazakhstan
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Inference of evolutionary history

In order to find the best scenario of evolutionary history of origin of virVf strains we used the
Approximate Bayesian Computation method implemented in the software DIYABC (Cornuet
et al., 2008). We simulated microsatellite datasets for eight loci corresponding to those used
in the observed dataset. Six different models of evolutionary histories were simulated (Fig. 1).
We do not use any admixture in models in order to not over parameterize the scenario in face

to low number of loci.

We used a Generalized Stepwise Model with two parameters : u the mean mutation rate
among loci, and P the mean parameter of the geometric distribution of the mutation event in
terms of number of repeats. Mean mutation rates was drawn from a uniform distribution
bounded by extreme value of 10 and 10°. Per locus mutation rates were drawn from a
gamma distribution (mean = u; shape = 2). The parameter P was drawn from a uniform

distribution with extreme values 0.1 to 0.3.

In order to compare observed with simulated data, we used the following summary statistics :
mean number of alleles per locus, mean diversities, mean size variance, genetics of

comparisons between populations (Fs¢) and d (u?) genetic distance.

A polychotomous logistic regression was used to estimate the relative posterior probability of
each model using 0.1% of the simulated data sets closest to the observed data. We used the
limiting distribution of the maximum likelihood estimators to estimate confidence intervals
for the posterior probabilities. We then used a local linear regression to estimate the posterior
distributions of parameters under the most likely model. The 0.1% simulated data sets closest
to the observed data were used for the regression, after the application of a logit

transformation to parameter values.
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RESULTS

Polymorphism and diversities

Analyses of diversities shown in Table 2 indicate that heterozygosities in non-Vf samples (Hnp
=0.67 + 0.06) were greater than those of Vf'samples (Hy, = 0.38 + 0.11), probably reflecting a
longer evolutionary history of non-Vf populations and/or a larger effective size. Strains
sampled on M. floribunda showed intermediate heterozygosity of 0.42. Note that CAM
sample had a diversity close to non-Vf samples ( Hn, = 0.64). Allelic richness is also greater
for non-Vf samples ( A = 7.68 = 1.89) than for Vf ones (A = 4.46 = 1.92). Samples from M.
floribunda showed similar allelic richness than Vf samples. At last CAM samples exhibited
the greatest polymorphism (A=11, Table 2).

Population structure was also inferred from Fst estimates between sampled clustered
according to their host of origin (4 groups : virVf, avirVf, FLO and CAM). All six pairwise Fs¢
were significant (p<0.001) according to permutation test (1000 permutations). Lowest
differentiation was observed between virlf and FLO group (Fst = 0.05, p<0.001).
Interestingly differentiation estimates were the same for avrVf/virlVf and avrVf/FLO pairwise
comparisons (Fst = 0.10, p<0.001 for both estimates) as well as for CAM/virVf and
CAM/FLO pairwise comparisons (Fst = 0.24, p<00.1 for both estimates).
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Table 2 : Polymorphism and diversity among 8 microsatellite loci at the 14 samples of
Venturia inaequalis.

Samples were collected on resistant }Jf domestic apple trees (named virlf, in bold), on non-Vf
domestic apple trees (named avrVf, in italic), on Malus floribunda (FLO) and on M. sieversii in
mountains of Kazakhstan (CAM). He and Hnb are the expected gene haplotype diversity, and non-
biased haplotype diversity respectively. A is the allelic richness

Samples N He Hnb A
PA_VF 22 0.29 0.2975 2.375
LF_VF 79 0.3907 0.3933 5
SW_VF 76 0.22 0.2215 3.25
PL_VF 156 0.549 0.5509 8
DK_VF 66 0.4241 0.4276 3.6667

PA_avrVF 73 0.7176 0.7227 11.25

LS _avrVF 30 0.7031 0.7157 7

LF_avrVF 57 0.7153 0.7218 9

YV_avrVF 26 0.6703 0.6839 6.25

PL_avrVF 94 0.709 0.7138 10.375

DK_avrVF 26 0.5055 0.5158 4.6667

SW_avrVF 25 0.6319 0.6455 5.25

FLO 30 0.4129 0.4204 3.625
CAM 60 0.6405 0.6462 11
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Population clustering

Bayesian clustering approach using STRUCTURE revealed a partition between strains
coming from M. floribunda and Vf Malus on one side and strains sampled on non-Vfand wild
Central Asia Mountains (CAM) Malus on the other side (Fig. 2). The clustering of strains into
two groups (K=2) was the most likely according to Evanno's test (Evanno et al., 2005).
Although less likely, higher K may reveal relevant genetic structure and may therefore give
interesting biological insights. Thus using K = 3, the virlf strains were divided into two
groups according to their geographical origins : samples coming from Northeastern Europe
(Danemark, Poland, Sweden) differentiated from those sampled in Northwestern Europe (Fig.
2b). The FLO strains clustered with the Northwestern Europe group of virlf strains.
STRUCTURE then differentiated CAM samples from avrVf strains coming from European
domestic apple trees only when using K=4. This result suggests a more recent common

ancestry between these strains.

Evolutionary scenario

Among the six evolutionary scenarios implemented in DIYABC (Cornuet et al., 2008), the
model 6 is the best supported one. Indeed, using a logistic regression approach to estimate the
relative posterior probabilities of each scenario, strongest statistical support was provided for
the model 6 (posterior probability, p = 0.51, 95% confidence interval 0.5031-0.5180) while
other models did not provide posterior probabilities greater than 0.2. This scenario assumes an
ancient divergence between strains sampled on Vf-trees and M. floribunda on one side, and
strains sampled on non-Vf and M. sieversii trees on the other side. Model 2 assuming that
strains from M. floribunda diverged first followed by the divergence of the strains from M.
sieversii in Kazakhstan mountains provided lowest support (posterior probability, p = 0.02, 95%
confidence interval 0.0185,0.0221). Changing the order of divergence between CAM and M.
floribunda strains (model 3) provided a greater support (posterior probability, p = 0.17, 95%
confidence interval 0.1672,0.1782) but remains far lower than scenario 6. Then all parameters
were estimated from the scenario 6. Posterior densities of parameter estimates of divergence
times as well as effective sizes are large (Table 3). The nature and the low number of markers
did not permit us to get more precise parameters estimates. Although rough estimate, 95%

posterior distribution divergence time ¢/ between virl/f and FLO strains ranged from ca. 70 to
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Chapitre 1 — Origine de la virulence '/ chez la tavelure du pommier

between CAM and avrVf strains (i.e. European avirulent strains on M. x domestica) ranged
from ca. 1900 to 4000 years BP, that matches posterior estimates proposed by Gladieux et al.
(2010) under an isolation with migration (IM) model. The most ancient divergence occurred
between the clade containing avirVf and FLO strains on one side, and the one containing
avrVf'and CAM strains on the other side and was estimated to ca. 24000 years. Effective sizes

of each population has a mode of the order of 10°.

past past past
12 12 12
L 13 t t3
1l 1tl 1l
present present present
avrvf Vf  CAM Flo avrvf Vf  CAM Flo avrVf Vf  Flo CAM
past past past
12 12 12
1l 1l  tl
present present present
CAM Vf avrvf Flo avrvf Vf  CAM Flo Flo Vi avrvf CAM

Figure 1 : Evolutionary scenarios compared by Approximate Bayesian Computation:
Model assumes that both virVf and avirVf directly derived from a common ancestor (Nb), CAM and
FLO populations have independent lineages. Model b assumes that CAM and the ancestor of VirVf
and avirVf populations (Nb) have the same ancestor (Nc) and FLO is a separate lineage. The model ¢
is similar to model b but CAM and FLO lineages were permuted. In scenario d, CAM and vir Vf
population derived from Nb, avirVf and FLO derived from Nd, and both Nb and Nd derived from Na.
Model e assumes that avirVf and virVf derived from the ancestor Nb, and CAM and Flo derived from
the ancestor Nd. At last model f assumes that Flo and virVf share the same ancestor Nb and avirVf and
CAM share Nd as ancestor. Nx denote the effective sizes of population x. Divergence times are noted
tx.

62



Chapitre 1 — Origine de la virulence Vfchez la tavelure du pommier

Table 3 : Posterior distributions of demographic and mutation parameters estimated by
Approximate Bayesian Computation for model 6.

For each parameter mode and 95% boundaries (CI2.5-CI97.5) of the posterior distribution are given. N_vir/y,
N _avrVf, N CAM and N_FLO are effective sizes of virV'f, avir/’f, CAM and FLO respectively. Parameters t1, t2,
and t3 are divergence times between virVf and FLO, CAM and avrVf and (vir/f~FLO) and (avir/f~CAM)
respectively

Parameter mode Cl2.5 Cl97.5
N_Vf 3.63e+04 9.19e+03 6.32e+04
N_non-Vf 6.85e+04 2.49e+04 1.21e+05
N_CAM 8.60e+04 2.72e+04 1.70e+05
N_FLO 2.53e+04 1.10e+04 6.74e+04
t1 Vf-FLO 6.70e+01 1.57e+01 2.47e+02
Na 2.52e+04 4.39e+03 1.90e+05
t2 non-Vf{-CAM 8.99e+03 1.94e+03 3.99e+04
Nb 7.56e+05 2.02e+05 1.46e+06
t3 (Vf-FLO)-(non-Vf-CAM) 2.37e+04 8.58e+03 5.01e+04
Nc 2.45e+04 3.09e+03 1.45e+05
pmic_1 4.84e-05 2.10e-05 1.65e-04
pmic_1 4.00e-01 2.12e-01 5.80e-01
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DISCUSSION

Emergences of new virulences are often depicted as a full adaptive process where a new
favorable mutation arises from the pool of avirulent strains in agrosystems in response to the
occurrence of new resistant hosts. The role of standing variation in the potential for adaptation
was therefore neglected. However most of pathogens have a large distribution and may
colonize a larger range of hosts than cultivated ones. One interesting property of adaptation
from standing variation is that it involves migration/recombination which is more likely than
adaptive mutation (Karasov et al., 2010). Migration from non-agricultural hosts toward a
domestic one, is particularly likely as wild relatives are often used for introgression of new
resistances and pollination of auto-incompatible species. Our study showed that the virulence
against the Vf resistance did not arise from the pool of avirulent strains infecting non-Vf apple
trees in orchards, but rather originated from the wild. The crab apple Malus floribunda that is
the source of Vf resistance in breeding programs, is probably also the source of the virulence.
Our results have three major consequences. First the use of wild genetic resources of
resistance in agrosystems can act as a gateway for virulent population from the wild. How
should breeders then impede migration of preexistent virulent pathogens on wild hosts toward
new domestic resistant ones? Second consequence addresses the question of secondary
contacts in pathogens which diverged since several ten thousands of years. As such event can
boost genetic diversity of crop pathogens, it maypromote the evolution of more aggressive
hybrids and therefore may have epidemiological consequences (Leroy et al. 2014). Third, this
finding makes us to address the question of the nature of genomic signatures of new

virulences proceeding from standing variation rather than new favorable mutation.

The Vfvirulent strains emerged from a crab-apple tree

The ornamental crab-apple tree, Malus floribunda carrying the Vf resistance gene was first
used in 1914 as a source parent for the complete resistance to control scab in orchards.
Approximate Bayesian Computation and Bayesian clustering permitted to find that virlf
strains more likely occurred from M. floribunda than from common non-Vf varieties. Indeed,
virulent populations sampled on Vf varieties showed almost the same values of genetic
parameters than strains coming from M. floribunda. In addition, the retained model permitted
to exclude any possibility for any divergence of virulent strains from avirulent populations

followed by secondary migration of virulent strains toward M. floridunda. In fact divergence
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and differentiation between virV/f//FLO and avrVf/CAM lineages is too high (divergence time t
= 24000 years, 95% CI 8600-50,000) for this event to be compatible with the contemporary
history of introduction of the resistant V'f varieties in orchards. Indeed, first observations of
virulent Vf strains occurred in 1988 in a collection of scab resistant Malus species in Germany
(Parisi et al., 1993) and in 1989 in the United Kingdom in a private garden on Malus
floribunda trees (Roberts and Crute, 1994). More, identification of the two mating types
infecting within this tree even prior the use of Vf varieties in English orchards strongly
suggest preexistence of this cryptic population out of agrosystems. In our ABC approach, we
did not test models with admixture between groups since the low number of loci would not
permit us to estimate clearly overparameterized models. Nevertheless, no migration or
admixture was detected between virlVf and avirVf strains in several french orchards that were

monitored over years (Gladieux et al., 2011).

Epidemiological studies mostly described diseases on the cultivated hosts and in the rare
cases where wild relative hosts are studied, they are often infected by a relative species of
pathogen (Morris et al., 2009). Our study demonstrates that non-agricultural environments do
provide conspecific strains harboring different virulences, and so showed the necessity to

sample out of agrosystems to elucidate the origin of new virulence emergences.

Use of wild genetic resources as a cause of new virulences emergence in agrosystem?

Emergence of diseases related to introduction of exotic pathogens in new area due to
international trade is well known and documented (Fisher et al., 2012). In this study, we
describe a new process of emergence ie introduction in cultivated habitat of a new virulence
from the wild facilated by the introgression of a resistance gene. The introgression into
varieties of the resistance gene Vf carried by the crab-apple M. floribunda would have then
acted as a gateway for virulent strains present on wild species to infect orchards. In summary
V'f resistance gene in apple trees could be so considered as a compatibility gene for a wild
population to invade agrosystem. This finding puts the question of the potential risk for wild
genetic resources to provide new virulences, and consequently to strongly weaken the
durability of newly introgressed resistance traits. Indeed, once introduced in agrosystem,
theoretical studies suggest that this generalist population may become invasive (Sapoukhina
et al., 2009) provided that mating with endogenous population is possible. More generally,

extensive studies of pathogens infecting wild hosts should permit to identify eventual other
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populations of conspecific pathogens characterized by new virulence that would threaten
crops. As the key factor to control new emergence is limiting the occurrence of gene flow
between strains infecting a wild genetic resource and a new host carrying resistance
introgressed from this wild relative, it should be relevant to create conditions favouring
isolation of these new resistant hosts (Leroy et al, 2014). For instance, prohibiting the
implantation of resistant hosts close to geographic areas of wild host should be a prerequisite.
Overall in a context of an intensive international trading and an increasing deforestation, this
study raises the question of gene flow consequences between the wild and cultivated habitats

in the emergence of new pathogens.

Evolutionary consequences of secondary contacts?

Wild origin of virulent strains of V. inaequalis has a major consequence in terms of potential
for reproductive isolation with agrosystems populations. Previously, Gladieux et al. (2011)
did not find any evidence of gene flow between sympatric populations of virulent and
avirulent strains of V. inaequalis. This was depicted as an evidence of strong effect of
adaptation to host causing pleiotropically reproductive isolation reinforced by the occurrence
of exogenous barriers also existing in non/f varieties. Here we show that virulent strains
come from a wild host and have probably diverged in allopatry from lineage of avirulent
strains for several thousands of years (ca. 24000 years). Our finding renews the discussion by
giving more emphasis to migration at expense of adaptive mutation. More, migration of
virulent strains from their wild host to orchards on resistant varieties mixed with susceptible
ones is comparable to a secondary contact between divergent populations. According to these
results could we conclude to a complete reproductive isolation? If so, are barriers to
reproductive isolation exclusively ecological? In the case of a wild origin of new virulences,
reproductive isolation may arise from the action of several barriers linked or not to ecology
(Barton & Hewitt, 1985; Kruuk ef al., 1999; Bierne et al., 2011). Answers to this question
depend on the length of allopatric divergence before secondary contact. In fact, during this
period, mutations accumulate in each lineage. When secondary contact occurs, some
mutations at different loci in different lineages may negatively interact in hybrids and give
intrinsic incompatibilities described by Dobzhansky and Muller (DMI). Incompatibilities are
not necessarily related to ecological factor but are involved in hybrid non-viability or sterility.

Given that virVf and avrVf populations are now in secondary contact in apple orchards, such
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incompatibilities may be associated with ecological factors and contribute together to the

reproductive isolation observed in Gladieux ef al. (2011).

At last, secondary contacts may lead to partial rehomogeneization and hybrid zones (Barton &
Hewitt, 1985). The fate of a secondary contact is driven by the equilibrium between gene flow
and selection against alleles coming from the other population. At this time we cannot predict
how this secondary contact will evolve. During the coming years, monitoring and researching
hybridation events consecutive to these secondary contacts will be investigated in these
different orchards. Evaluating pathogenicity traits of life of the hybrids progenies will be
critical to gain further insights into the evolution of this unprecedented process of virulence

emergence.

Finding virulences in genomes : hard or soft sweeps?

New virulent emerging strains are supposed to experience strong demographic expansions as
they can invade empty habitats. Classically mutation responsible of virulence is assumed to
fix in populations infecting resistant hosts. In the “mutation-toward-virulence” model
described in Leroy et al. (2014), virulence appears after the use of resistant hosts. We then
expect a strong decrease of genetic diversity in the flanking region involved in the virulence, a
process called hard sweep (Maynard-Smith & Haigh, 1974; Hermison & Pennings, 2005;
Penning & Hermison, 2006). This zone of strong differentiation between virulent and
avirulent strains is then called genomic island of differentiation (Turner et al., 2005) or
genetic barrier of reproductive isolation (Barton & Gale, 1993; Bierne et al., 2011). In our
model of “virulence from standing variation”, the mutation responsible of virulence preexists
to the apparition of resistant hosts. In this case, favorable mutation segregates in the
population and freely recombines with surrounding polymorphisms. At the time of selection
frequency of the favorable mutation will increase. However, polymorphism in the flanking
regions will not decrease as much as for de novo mutations, due to previous recombination.
This process is known as soft sweep (Hermison & Pennings, 2005; Penning & Hermison,
2006, Messer & Petrov 2013). According to Messer and Petrov (2013) soft sweeps are more
likely to occur than hard sweeps and should be pervasive in genomes. Thus genomic region of
V. inaequalis involved in the Vf virulence is supposed to be associated with a soft sweep
rather than a hard sweep. Indeed, flanking polymorphism may have segregated around the Vf

mutation. Figure 2 shows the individual probabilities of assignment to a cluster using K= 3.
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Virulent strains are assigned to different populations according to their geographical localities.
Indeed Northeastern European populations are different from Southwestern european ones.
This result could suggest different origins of virulent strains from other M. floribunda or even
other putative wild Malus carrying the Vf gene. To date the corresponding avirulence locus
AvrVf'is not yet cloned in V. inaequalis. Once identified it should permit to access to allelic
variation at this locus within populations of V. inaequalis in cultivated and wild habitat and to

test hypothesis of a soft sweep around the gene of interest.

CONCLUSION

Genetic resources of valuable traits for plant breeders become rare and their introgression in
varieties is time consuming especially for perennial crops. Leroy et al (2014) underlined
necessity to protect new introgressed resistance from virulences emerging from the wild by
taking severe sanitary measures in worldwide trades, importation of wild resources from their
center of diversity and development of optimal strategies for spatial resistance deployment.
During our European surveys we did not observe over years any new virulence emergence
from avirulent populations infecting orchards In the same line, V'f breakdown in commercial
orchard has never been reported in countries out of Europe (Gessler & Pertot, 2012) ; a scab
infection was just noted in 2003 and 2005 on a M. floribunda tree in an arboretum in USA
(Ohio state) but this tree has never been unequivocally identified as being the accession 821
(Beckerman et al., 2009). This strongly suggests that the gene involved in Vf avirulence trait
may have an essential role in the life cycle of the pathogen and that its alteration would
strongly affect its fitness preventing it to emerge within the pool of avirulent strains. We
might then hypothesize that life expectancy of the V'fresistance gene will be much higher than
supposed especially in apple cultivated areas with no wild endemic Malus trees harboring the
V'f resistance that could host virulence. Indeed as all breeding programs view the selection for
scab disease resistance as a priority, optimal use of this resistance gene should greatly help to
reduce fungicide use in very important apple producers countries in Oceania, South Africa

and South America.

Overall in a context of an intensive international trading and an increasing deforestation, this
study raises the question of gene flow consequences between the wild and cultivated habitats

in the emergence of new pathogens.
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Chapitre 2

« Evolution des traits d’histoire de vie de Venturia
inaequalis en lien avec la domestication du
pommier »

Dans le chapitre précédent, nous montrons que le pommier M. floribunda est a la fois
la source de la résistance génétique utilisée par les éleveurs et la source de virulence. Cette
¢tude a montré une conséquence éventuelle des situations de contact secondaire et 1’impact
que peut avoir le développement de 1’agriculture et les pratiques culturales.

La disponibilité des ressources génétiques et des connaissances précieuses sur le
pathosystéme fournit un excellent cadre pour étudier 1'impact de la domestication de I'hdte sur
1'évolution des traits d'histoire de vie des agents pathogenes. Il a récemment été démontré que
la coévolution, ou host-tracking, entre le pommier et la tavelure a conduit a des changements
dans la virulence et a une augmentation de 1’agressivité des souches (L& Van et al., 2012).

Dans ce chapitre, d’autres caractéristiques phénotypiques ont été analysées afin de
démontrer la divergence des deux populations CAM et CAP. Les traits qui ont été choisis sont
impliqués dans la dispersion et la colonisation: la croissance mycélienne, le taux de
germination, la taille et le nombre des spores asexuées. Nous cherchons ainsi a définir les
implications d’un éventuel changement phénotypique sur I’histoire des traits d’histoire de vie

de V.inaequalis dans les agrosystémes.
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Abstract

Understanding evolutionary dynamics of the pathogens during the domestication of their
hosts and the rise of agroecosystems is essential to bring disease-causing agents under durable
human control. Here, we investigate the changes in life-history traits of the fungal pathogen
Venturia inaequalis during the domestication of apple. Life traits linked to the fungus
dispersion were compared between 60 strains sampled in domestic and wild habitats in
Kazakhstan, the center of origin of both host and pathogen. Our two main findings are that the
transition from wild to agroecosystems was associated with an increase of the average of both
spore sizes and sporulation capacity and that distribution of each quantitative trait of the
domestic population mostly overlapped with those of the wild population. Our results suggest
that apple domestication had considerable impact on fungal characters linked to its potential
for dispersal by selection from standing phenotypic diversity. We show that pestification of V.
inaequalis in orchards led to an enhanced allocation in colonization ability for which potential
capacity did already exist in the wild area. This study emphasizes the potential threat of

pathogens populations living in wild environment for durability of resistance in crops.

Keywords : life-history traits, domestication, fungus, pathogen, Venturia inaequalis, dispersal
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INTRODUCTION

While the impact of domestication is now well described on many organisms (Tenaillon et al.,
2004; Liu et al., 2006; Haudry et al., 2007; Glémin & Bataillon, 2009) little attention has
been paid to the evolutionary dynamics of the pathogens during the domestication of their
respective hosts and the rise of agroecosystems (Buckler, 2001; Stukenbrock & McDonald,
2008). Yet understanding how life history traits of pathogens were affected through the crucial
process of domestication of their host is particularly relevant to figure out which traits were
selected for pathogens to adapt to their new environment. The domestication of plants and
animals is one of the most important advances of the past 13,000 years in agriculture. It can
be defined as an evolutionary process triggered by the anthropogenic selection of individuals
from wild populations based on agronomic criteria (Clement, 1999). Continuous selection of
wild species to new anthropic environments like agroecosystems has governed our current
diet, the rise of civilizations and the world population demography; mixing a large community
of disciplines interested in the subject. So anthropic selection based on some phenotypic traits
resulted in a strong accumulation of fixation of alleles, some of them being adaptive, in the
genomes of domesticated plants (Buckler, 2001; Hyten et al., 2006; Glémin & Bataillon,
2009) animals (Rubin et al., 2010) but also microorganisms (Liti et al., 2009). The set of
morphological and/or genetic differences between domesticated species and their wild
progenitors defines the domestication syndrome (Hammer, 1984; Li et al., 2006). Among
pathogens attacking our basic food resources, fungi cause more than a third of emerging
diseases (Anderson et al., 2004; Giraud et al., 2010). Deciphering the way by which
pathogens living on wild hosts adapt to agricultural constraints would allow us to manage

emergences of diseases and improve the sustainability of genetic resistances of hosts.

As domestication of crops is viewed as a long and continuous process that probably
spans over thousands years, the subsequent phenotypic evolution of the associated pathogen is
then expected to be continuous as well. This model of parallel divergence of host and its
pathogen is known as host-tracking (Stukenbrock & McDonald, 2008) and assumes a close
dependence of the pathogen to the phenotypic value of its host. Indeed, pathogens can emerge
on domesticated hosts by following its host along the process of domestication (Gladieux et
al., 2010; Gifford, 2012). In this way, a disruptive selection occurs between wild and
cultivated forms, both in the host and in the pathogen. A dichotomy has been observed on
certain quantitative traits: certain traits are favored in the wild, some in the domestic

environment (Abbo, 2014). In fact, the efficiency of selection toward evolution of pathogen
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depends on its phenotypic diversity. The question here is how much does host domestication
change the adaptive landscape for the pathogen. Although domestication creates new
phenotypes of hosts, it does not necessarily change what matters for the pathogen-resistance
genes, for instance. During the domestication of plants, some genotypes of crops have been
selected on the basis of phenotypic characters of agronomic interest. For example, when the
first sedentary human populations arose, the seed harvest has been conditioned by certain
traits of agronomic interest, like seed size, germination rate, quality seed or even traits related
to flowering time (Buckler, 2001). Selection for resistance to diseases may not have been the
target of the first farmers. Phenotypic changes of pathogens, if any, should have been

triggered "unconsciously”.

Beside the proper phenotypic evolution of the plant during domestication, the
influence of transition "natural environment / domestic environment" in the case of host-
pathogen co-evolution is not negligible. Agroecosystems designed by human, are special
structures with characteristics favoring emergence of pathogens. The development of
agriculture favored the ability for plants to grow in new habitats with higher densities, but less
genetic diversity, increased and uniform nutrient availability and less interspecific
competition. In contrast, natural environments are characterized by a random distribution of
host plants, low plant density, high genetic diversity and uneven distribution of nutrients
(Stukenbrock & McDonald, 2008). We should then expect phenotypic values of plants living
in agroecosystems to be quite different from those measured in the wild. The ability of a
pathogen to adapt to this new environment controlled by human therefore depends on its life
history and potential for evolution of traits (McDonald & Linde, 2002; Giraud et al., 2010). In
a recent study, the term pestification was even introduced for the first time by Saleh ef al.
(2014) to describe the influence of rice domestication on its associated fungal pathogen
Magnaporthe oryzae. In their study they revealed modifications of population genetic
structure during the evolutionary history of the pathogen without any investigation on life
history traits. Here we will define the term pestification as the process by which a pathogen
originally living in the wild will become adapted to biotic and abiotic crop conditions. So
what are the consequences of the transition of a wilderness characterized by a great
heterogeneity of hosts to more homogeneous and dense agroecosystems? What are the

impacts of domestication hosts on the evolution of history view associated pathogenic traits?
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Figure 1: Evolutionary consequences of (a) host domestication on phenotypic evolution

on its pathogen (b) for two quantitative trait.

The horizontal axes represent the biological parameters (component of phenotype) and the vertical
axis represents fitness. The peak of distribution is the maximum fitness for the combination of two
quantitative traits (adaptive peak). During domestication, a combination of traits is preferred and
selected (a). The domestication of host has led to a new distinct peak, that defines the so-called
"domestication syndrome" traits (green arrow). Two hypotheses can be made on the impact of
domestication on the life history traits of the pathogen (b). In the first hypothesis, it is assumed that
during the domestication process, the pathogen and host have co-evolved together. A new distinct
peak appears (black star). The phenotypic value in this case is closely related to the fitness landscape
of the host. In the second hypothesis, the white star symbolizes a new adaptive peak, which
corresponding to a portion of phenotypic diversity present before domestication.

Considering wild and agricultural environments, several hypotheses on the impact of
domestication on the life history traits of the pathogen are possible. Let consider that
domestication of host has led to a new distinct peak, that defines the so-called "domestication
syndrome" traits (Fig. la). On the one hand, we assume a low phenotypic plasticity in

pathogen with a fitness landscape closely linked to the host's one. Assuming that pathogen
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and host have co-evolved together, wild and domestic populations of the pathogen then have
two separate fitness distributions (Fig. 1b — Hypothesis n°1). On the other hand, the change of
adaptive peak in host does not necessarily lead to a parallel change in pathogen. Phenotypic
changes in the hosts may have selected a part of the standing phenotypic diversity in the
pathogen, leading to a new adaptive peak within the fitness distribution of wild phenotypes

(Fig. 1b — Hypothesis n°2).

While life history traits selected during plant domestication are well known (for
instance seed characteristics, flowering time, dormancy reduction), we still have no idea about
the nature of the life history traits concomitantly selected in fungal pathogens. Among all, two
categories are particularly relevant in epidemiology : growth and dispersal (Pringle & Taylor,
2002). First, intrinsic mycelial growth is a classical measurement of fitness (Brasier, 1999;
Pringle & Taylor, 2002). Secondly, fungal pathogens are often characterized by a dispersive
phase mediated by asexual (mitotic) spores also called conidia. Criteria like the number of
conidia produced, their size, and their germination rate are good predictor of fitness (Pringle
& Taylor, 2002) and should be relevant to determine the ability for dispersal. Deciphering
how growth and dispersal of fungal pathogens have evolved during the domestication of their

host would help us to better understand their adaptive dynamics.

The pathosystem Malus spp.-Venturia inaequalis is particularly relevant to investigate
the changes in life history traits of pathogens adapting to domesticated hosts and agro-
ecosystems. First, the life history of V. inaequalis confers to this ascomycete a significant
potential for evolution (McDonald & Linde, 2002). As its reproduction occurs between strains
of opposite mating types that infected the same leaf, this trait may facilitate prezygotic
isolation process and therefore ecological divergence (Giraud et al, 2010. Gladieux et al.,
2011). V. inaequalis produce both ascospores, spores as the outcome of meiosis, and conidia.
Intrinsic dispersal ability of these two kinds of propagules is low, the most favorable way for
the pathogen to achieve long distance dispersal is linked to human activities: the transport of
fruits and infected plants (McHardy, 1996; Holb et al, 2004). Actually, population structure of
the pathogen is assumed to be linked with the history of the spread of its host (Wirth et al.,
2005; Gladieux et al., 2008). The cultivated apple was domesticated in Central Asia from
Malus sieversii (Velasco et al., 2010, Cornille et al., 2012 ; 2014). This species is located in
the Tien Shan mountains (border of Kazakhstan, Kirghizstan and Xinjiang Province in China)
to the Caspian Sea (Morgan & Richards, 1993) and forms large forests (Harris et al., 2002).

The migration westwards have involved contact and hybridization with closest wild relatives
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growing along the Silk Road, M. sylvestris in Europe, M. orientalis in the Caucasus (Cornille
et al., 2013). These wild apples have then also contributed to the genetic mixing domesticated
apple. Third, previous genetic studies on V. inaequalis give us many clues about pathogen
origin. A global analysis of the diversity of V. inaequalis first showed that the pathogen shared
a common origin with its host in Central Asia (Gladieux et al., 2008). Impact of apple
domestication on genetic structure of the pathogen has then been investigated (Gladieux et al.,
2010). Focusing their study in Central Asia they identified a population sampled on M.
sieversii in natural forests of Kazakhstan that they considered to be a relic of the ancestral
population from which have been derived populations currently present in agroecosystems
worldwide. More recently, a study focusing on pathogenicity traits of this ancestral population
have shown that apple domestication had markedly modified pathogenicity of V. inaequalis
(Lé Van et al., 2012). Indeed, domestication process was associated with the acquisition of
virulence and increase of aggressiveness in V. inaequalis. Thus availability of valuable genetic
resources and knowledge on the pathosystem provide an excellent framework to investigate

impact of host domestication on evolution of pathogen life history traits.

Here, we compared several life history traits of the pathogen sampled on wild apple
trees Malus sieversii within the ancestral population and within the domestic one in
Kazakhstan. Previous studies have shown that Venturia inaequalis strains found in the Central
Asia plains share the same characteristics whatever they are sampled in Malus x domestica or
M. sieversii (Gladieux et al., 2010; Lé Van et al., 2012). We choose traits known in pathogens
to be involved in dispersal and colonization success: mycelium growth, asexual spore
germination rate, number of asexual spores and size of asexual spores. We address the
following questions: (i) Are strains sampled in domestic habitat phenotypically different from
those coming from wild habitats? If so, which traits are involved in these differences? (i7) Did
domestication of apple trees drive evolution of V. inaequalis to a new adaptive peak rather
than to a standing phenotypic combination selected for life into agroecosystems? (iii) At last,
what are implications of an eventual phenotypic change for the life history of V. inaequalis in

agroecosystems?
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MATERIALS & METHODS

We state that no permit was necessary to sample apple tree leaves containing the fungus
Venturia inaequalis in the two locations CAM and CAP in Kazakhstan. The field study did

not involve endangered nor protected species.

Fungal isolates

This study was based on a total of 60 isolates of Venturia inaequalis sampled on the wild
apple M. sieversii in Kazakhstan, 30 were collected in the wild forests area (43.23°N,
77.28°E) and 30 in the suburbs or agricultural area around Almaty (43.25°N, 76.91°E), the
former capital of Kazakhstan. All these isolates were collected in 2006. Throughout the study,
the terms wild population and domestic population are used to make reference to a collection
of individuals sampled in non-anthropic area and in anthropic area respectively as defined in

Gladieux et al. (2010)

Phenotypic traits measurements

Mycelial Growth

Estimation of the mycelium growth capacity of isolates was performed on mal agar Petri
dishes. For each isolate, eight plugs of mycelium from a 2-week-old culture were placed on a
malt Petri dish. Cultures were then kept at 18 °C. Considering that V. inaequalis growth is
circular, we measure mycelium growth diameter using a ruler 14 days after plugs deposit.
Two measurements were performed for each agar plug, which represents 16 measurements

per isolate.

Spore traits measurements

Spore traits analysis included the measures of the spore germination rate, sporulation capacity
and spore sizes. Initial inocula used were obtained by growing monoconidial isolates of the

fungus on cellophane sheets deposited onto malt agar medium (Bus et al. 2005).

Germination rates were assessed for each monoconidial suspension on malt agar plates. Petri
dishes of malt agar covered with a cellophane sheet were kept in the darkness at 18 °C to
allow conidia germination. After 24 hours, the number of spores germinated and non-

germinated were counted using a microscope. Germination rate in vitro was then defined as
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the percentage of germinated spores after 24 hours. For each isolate, one germination rate was

calculated.

Concerning sporulation capacity and spores size measurements, 10 pl of the initial inoculum
concentrated at 10° conidia ml"' were deposited on 4 four Petri dishes of malt agar covered by

cellophane sheets calibrated to 3 cm?. Petri dishes were then stored for 7 days at 18 °C under
the light. After this period, cellophanes were water rinsed for measurements of spore sizes and
spores concentration using a spore counter (Counter Multisizer, Beckman). Sixteen
measurements were made for each isolate. The counter was calibrated to count only particles
whose diameter was in the range from 6.542 to 12.57 um (range size of Venturia inaequalis

conidia).

Statistical analyses of the phenotypic data

All statistical analyses were performed using R Version 3.0.0 (R-Development-Core-Team,
2013). In order to test for independence between life history traits, we performed a Principal
Component Analysis (PCA) using the “FactoMineR” package (Husson et al., 2014) on all the
dataset. We also used pairwise Pearson's correlation tests between traits within the two
populations in order to test any trade-off change within each population. Pearson's correlation

coefficients were estimated using the “corrgram” package (Wright, 2013).

For each life history trait, distributions were checked for normality using Kolmogorov-
Smirnov test. To test for differences between populations in each phenotypic variable we used
different procedure according to the availability of replicates. For differences between
populations in sporulation capacity and spore size, an analysis of variance (ANOVA) was
carried with a linear mixed-effect model (LME) implemented in the “nlme” package (Pinheiro
et al., 2014). The «individual » factor was treated as random effect and nested in
« population ». Germination rate for each isolate were analyzed using student test.
Percentages have been transformed by a logit transformation. Population effect on variation in
mycelial growth was analyzed using an ANOVA. In all ANOVA, normality of residuals was
checked.
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RESULTS

Quantitative distributions of life history trait variables

Analyses of the mycelial growth were based on diameter measurements 24 days after the agar
deposits. Overall mycelial growth was between 1.29 et 3.53 cm : data ranging from 1.28 to
2.94 cm (mean+SD: 2,22 + 0.41) in the wild population and from 1.39 to 3.53 cm (mean+SD:
2.14+ 0.50) in the domestic population. Spores analysis included comparison of the spore

germination rates, sporulation capacities and spore sizes.

For the overall sample, germination rate varied between 45 and 96% : the rate ranged from 54
to 96% (mean+SD: 81 + 10.82) in the wild population, and from 45 to 96% (mean+SD: 79.6
+ 14.08) in the domestic one. Sporulation capacity fluctuated much more than the other
characters. The lowest rate of sporulation (3 250 spores ml™") was observed in a strain of the

wild population and the highest in a strain originating from the domestic population 534 400.

Distributions for each population were from 3 250 to 298 350 spores ml-1 (mean+SD: 122
400.8 + 80 008.83) and from 39 600 to 534 400 spores ml™' (mean+SD: 199 955 + 108 084.1 )
for wild and domestic populations, respectively. Concerning the spores size, isolates from the
wild population had sizes ranging from 8.12 to 10.15 cm (mean+SD: 9.26 + 0.44), while those

from domestic isolates were between 8.45 to 10.45 cm (mean+SD: 9.55 + 0.36).

Correlation between life history traits

Pearson's correlations were tested between life history traits and correlation analysis were
performed pairwise. Spore sizes were significantly correlated with the sporulation capacity in
each population (Table 1). No other correlation with mycelial growth and germination rate
was detected. Germination rates of conidia were not correlated with any other trait, which
means that the ability to germinate does not determine the size of the spores, nor the

sporulation capacity.

The spore sizes evaluated were significantly correlated with sporulation capacity, with
Pearson's correlation coefficients of R = 0.64 in the wild population (P<0.0001) and R = 0.48
in the domestic pone (P<0.0076) (Table 1).
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Table 1 : Pearson's correlation coefficients between life history traits for the wild

population (a) and domestic population (b)

Pearson's correlation coefficients between life history traits (lower part) and significant value (upper
part) for wild population (a) and domestic population (b). Pearson’s correlation coefficients were
calculated from averaged data from each strain for the sporulation capacity, spore size and mycelial
growth. Statistically significant correlation coefficients (P < 0.05) are in bold.

*P <0.05
**p <0.001

(a) Mycelial growth Sporulation capacity Spore size Germination rate
Myecelial growth 0.8391 0.7994 0.7785
Sporulation capacity -0.0400 0.0001** 0.8598
Spore size -0.0500 0.6400 0.9536
Germination rate -0.0600 0.0300 0.0100

(b) Mycelial growth Sporulation capacity Spore size Germination rate
Myecelial growth 0.2716 0.8641 0.6634
Sporulation capacity 0.2100 0.0076* 0.1287
Spore size -0.0300 0.4800 0.2147
Germination rate -0.0800 0.2800 0.2300

To further characterize correlations, a PCA (Principal Component Analysis) was performed on
all life history traits (Fig. 2). Our results clearly show that spore production and spore size
were orthogonal with mycelial growth. The growth was independent of ability to produce
asexual spores. This result confirms that sporulation capacity and spore size were not
correlated to mycelial growth and germination rate. In fact variances in both spore size and

sporulation were supported by the first axis, which 46.35% of the overall variance.
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Figure 2 : Principal coordinate analysis among 60 samples of Venturia inaequalis.

The first and second principal coordinates components explain 40.39% and 35.48 % of the overall
variation, respectively. This representation a) shows the plot of individuals on the two first principal
components. Strains from domestic and wild habitats are separated according to their sampling site.
The correlation circle b) shows the correlations between variables. It indicates the orthogonality
between mycelial growth and germination rate on the one hand and sporulation capacity and spore size
on the other hand. Variation explained by the first axis is mainly due to spore size and sporulation (b).
These two variables should then explain the differences between wild and domestic strains as shown
in (a).
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Life traits differences between the wild and domestic populations

Germination rate of the wild population was not significantly different from the rate of

the domestic one, it was 81 % and 79.6%, respectively (Student test ; t=0.29 ; P=0.77).

Mycelial growth of the wild population was not significantly different from the growth
of domestic population. 24 days after deposition, average mycelial growth was 2.21 and 2.13

for the wild and domestic populations respectively (ANOVA, F=0.40 ; P=0.52).

A significant difference of sporulation capacity between the two populations
populations was detected (ANOVA ; F=188 ; P<0.0001). The domestic population had a
sporulation rate higher than that of wild population. The average rate in the domestic
population was 199 955 spores ml™', while 122 400 spores ml" in the wild population (Fig. 3).
More, spore size of isolates from the wild population was significantly smaller than size spore
of isolates from the domestic population (ANOVA ; F=19085 ; P<0.0001). Average size of
the domestic population was 9,5 um, whereas this of the wild one was 9,2 um (Fig. 3). For
these two phenotypic analyses, we noted that the distributions of the values of the two
populations had a large area of overlapping. Almost all of the distribution of values of
wildisolates was encompassed by the distribution of the values of domestic isolates. This
result suggests that isolates sampled in the anthropic area were a sampling of the largest and

most sporulating isolates of the wild population (Fig. 3).

Our results demonstrated that apple domestication promoted modifications in traits
related to dispersal in the agent of the apple scab, Venturia inaequalis. Among the four life
history traits analyzed, both spore production and size showed significant difference between
the two sampling sites tested. Our results show that diversity for spore size and production is

significantly higher in wild habitats than in agricultural ones.
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Figure 3 : Average spore sizes and sporulation capacity between wild population (blue
boxplot) and domestic population (green boxplot).

The horizontal line in the boxplots represents the median. Sporulation average in wild population: 122
400 spores ml"' and in domestic population= 199 955 spores ml"'. Spore size average in wild
population = 9.2 um and in domestic population = 9.5 pm.
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DISCUSSION

Impact of plant domestication on pathogen organisms has rarely been investigated although it
is of major importance to understand consequences of modern human activities on disease
emergence. Previous identification of fungal genetic resources that did not experience
agriculture among all other human activities allow us to address this issue of great interest in
evolutionary ecology. We used several phenotypic comparisons to investigate the changes of
different life history traits involved in dispersal of the apple scab fungus, associated with the
domestication of its host. We choose strains sampled on M. sieversii, the main wild asian
ancestor of the domestic apple tree on an wild forest and on suburbs of Almaty. As previously
mentioned, these last strains, although sampled on M. sieversii, have been shown to belong to
the same populations as those living on domestic apple trees (Gladieux et al., 2010; Lé Van et
al., 2012). Those strains were probably imported with domestic apple in Kazakhstan in the
late XIX™ century. Indeed as Kazakhstan was primarily inhabited by nomads, agriculture was
not developed in this area, before the annexation by the Russian Empire and the colonization
by Russian settlers. At last, choosing strains living on the same host species prevents from
confounding effects due to adaptation to the genotype of hosts. Our two main findings are that
(1) the transition from wild to agroecosystem was associated with an increase of the average
of both spore sizes and sporulation capacity and (2) that distribution of each quantitative trait
of the domestic population mostly overlapped with those of the wild population. Our results
then suggest that transition from wild to orchard had considerable impact on fungal characters
linked to its potential for dispersal by selection from standing phenotypic diversity. In the
present study, we show that pestification of V. inaequalis in orchards led to an enhanced
allocation in colonization ability for which potential capacity did already exist in the wild

arca.

Correlation between fitness traits

The analysis of traits related to fitness is rendered complex as fitness is a synthetic function of
both survival and reproductive success. Disentangling between these two components of
fitness implies the measurement of several traits and the analysis of their pairwise

correlations. It is worth considering what component of fitness is predicted by any given trait.
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Our results clearly showed that spore production and spore size on the one hand were
orthogonal with mycelial growth on the other hand (Fig. 2b). A likely explanation would be
that, in Venturia inaequalis, growth is independent of ability to produce asexual spores. In
other word the quantity of mycelium produced per time unit does not impact the net
production of conidia. This result is at odds with observations made on Aspergillus niger
where mycelial surface area was significantly correlated with spore number (de Visser et al.,
1997). Mycelium of Venturia inaequalis grows under the cuticle of the leaf and is therefore
not visible. Aggressiveness is usually determined by the surface of symptom that is just the
size of a lesion harboring conidiospores on the surface of the leaf. Our results would then
suggest that this measurement of aggressiveness would not reflect intrinsic growth dynamics
of Venturia inaequalis within the leaf. Nevertheless our results were obtained in vitro and then
need to be validated in sifu, for instance using thermography or fluorescence-based methods
(Belin et al., 2013) In addition, in our study, mycelial growth was analyzed from
measurements of the diameter of mycelium surface area of each isolate. However, further
analysis would be useful since the structure of the mycelium is formed of a succession of
hyphae having similar branching pattern at different scales that fits a fractal geometry
(Papagianni, 2006; Obert et al., 1990). A description and modeling of fractal geometry
mycelium would be more appropriate to evaluate mycelium growth. Spore size is known to be
a trait in filamentous fungi related to dispersal abilities. Indeed, smaller fungal spores are
currently considered as fitter than large spores as they are more effectively dispersed (Pringle
& Taylor, 2002). Modeling of dynamics of airborne propagules clearly shows that spore size
is negatively correlated with dispersability (Whitehead, 1969; Dix & Webster, 1995).
However, in their recent theoretical study, looking at particles size ranging from 1 to 10pm
(the actual size of conidia in our study), Norros ef al. (2014) claim that "the dispersiveness of
especially the smallest spores is so high that landing may in fact be a bigger challenge for
them than flying". Conversely, larger spores are most likely to be deposited on hosts (Norros
et al., 2014; Meerts et al., 1999; Dix & Webster, 1995). Thus, even if smaller spores disperse
further that larger ones, the efficiency of dispersal in terms of probability of landing on a host

favors larger spores.

Interestingly both spore production and size are strongly positively correlated in wild
and agricultural habitats. Unlike plants and animals, here, the more propagules produced the
bigger. This strong correlation probably reflects a strong linkage, even pleiotropy, between

genes controlling spore production and spore size. Taking into account that larger spores
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maximize their ability to be deposited on canopy (Norros et al., 2014; Ingold, 1971), our
results suggest that strains that produce the more asexual spores have the best efficiency of
dispersal. Why did selection not favor strains with higher spore production and larger spores?
The variability for both spore size and production in our dataset probably account for some
sort of trade-off as previously mentioned by Meerts (1999) on basidiomycetes. Optimal spore
sizes across species may vary according to life history. Thus as Venturia inaequalis disperses
asexual spores on leaves and fruits mostly during splash events at short distance (Aylor 1998;
McHardy et al., 2001; Leroy et al., 2013), we could then expect that larger spores will be
favored in this species. We will develop this point further, at the comparison between strains

from the wild and agricultural habitats.

At last, surprisingly, germination rates of conidia were not correlated with any other
trait. Larger spores were expected to have greater germination rates (Pringle & Taylor, 2002)
but to our knowledge there is no clear demonstration for fungi. Our results show that spore
size does not determine the ability for germination. However, there is no data on survival rate
of germinated spores. Indeed, observations shows that mortality can occur several hours to
days after germinations. Such a correlation study between spore size and survival would

deserve attention in the future.

Pathogen traits relative to efficiency of dispersal were impacted during wild to crop transition

Our results demonstrated that apple domestication promoted modifications in traits related to
dispersal in the agent of the apple scab, Venturia inaequalis. Among the four life history traits
analyzed, both spore production and size showed significant difference between the two
sampling sites tested. Indeed, we observed an increase in the size and production of spores in
population found within agroecosystems. This means that agroecosystems would have
selected for a more efficient of short-distance dispersal. To understand this let compare wild
habitats in Tien-Shan mountains of Kazakhstan with those found in suburbs of Almaty, the
former capital of Kazakhstan. Wild apple trees, M. sieversii, from Tien-Shan moutains form
dense and large forests extending along valleys but also fragmented habitats in meadows at
the peripheral of forests. As expected for wild organisms, they exhibit high genetic diversity
and then represent highly heterogeneous habitats for Venturia inaequalis. Conversely, M.
sieversii found around Almaty grows in a landscape dominated by agriculture and especially

apple orchards. As previously mentioned, orchards are characterized by a high homogeneity
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of genotypes and density. First, our results show that diversity for spore size and production is
significantly higher in wild habitats than in agricultural ones. This finding could reflect the
greater heterogeneity of habitat. In fact, a strain adapted to its host would not be as fit in the
neighboring host. Nevertheless, considering the potential for dispersal producing relatively
smaller spores may ensure the ability to reach canopy or distant compatible habitats (Meerts,
1999; Norros et al., 2014). In contrast, in habitats such as orchards, trees have the same or
close genotypes and are nearby to each other. For a given V. inaequalis strain to invade, the
best strategy would be to produce large conidia that would have better chances to be deposited
on neighbor apple trees. Since the strain producing spores is already adapted to the genotype
of its host, its asexual spores have a high likelihood to be also adapted to the hosts all around.
Thus selecting for high sporulation would also select for high spores and potentially give an

advantage in competition in an homogeneous habitat.

Pestification by selection from standing phenotypic variation in the wild

Plant and animals domestication process have often been associated to a strong disruptive
selection favoring certain traits in each environment. In plants, transition between wild and
cultivated forms was generally associated with different selection-targeted traits related to

harvesting conditions, seed production or seedling competition (Harlan et al., 1973).

Here we did not observe any disruptive selection in the different traits that we
analyzed in Venturia inaequalis. Indeed, no actual de novo adaptation was observed in strains
sampled in agricultural environment. Instead we observed that range size of each trait of the
anthropized population mostly overlapped with those of the wild population. Indeed we
showed that phenotypic diversity within the domestic population preexisted in the wild
population at least on the traits we analyzed (Fig. 2a). This finding contrasts with description
on many plants where domestication process creates a new adaptation niche, thus generating a
strong disruptive selection of characters that is then associated to the ‘“domestication
syndrome”. There are some plausible explanations. The most trivial reason is that pathogen
has not been selected by human for any agricultural or biotechnical trait of interest compared
to plants or even domesticated fungi such as Penicillium (Ropars et al., 2014) or
Saccharomyces (Hittinger 2013). Second, as host tracking is a continuous process, we might
thus hypothesis that plant modifications was progressive and so did not exert a strong

selection contrary to host shift process. In the same line, it is to note that that Malus x
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domestica remains genetically very close to its wild relative species M. sieversii, M. sylvestris
and M. orientalis (Cornille et al., 2012). Third, transition from wild to apple based-ecosystem
may be too recent (ca. 4000-7000 years BC (Gladieux et al., 2010) to expect a disruptive
displacement of character by apparition of favorable mutations (but see Karasov et al., 2010;
Barton, 2010). Fourth, habitat of wild and cultivated apples did not really differ whatever its
geographical distribution in the world, they clearly remain plants adapted to temperate
climate. We might assume that this host trait has not imposed new dramatic abiotic conditions
to the fungus. Similarly, a previous study on origin of V. inaequalis confirms that moving this
fungus outside its native range had not induced shifts in its reproductive mode that is

temperature dependent (Gladieux et al., 2008).

We presented here one of the first study of evolution of fitness-related traits in a
pathogenic fungus triggered by the domestication of its host. As previously introduced by
Saleh et al. (2014) we called this process pestification. We found that this process led to a
higher sporulation associated to a higher spore size. As these traits are highly correlated even
in the wild we do not know which trait was selected for. However, selecting for those traits
should increase the ability for efficient colonization in an homogeneous environment. In
Venturia inaequalis pestification mostly proceeded by selection from standing phenotypic
variation in the wild, rather than by progressive adaptation de novo as currently invoked in the
literature on pathogen organisms. However, we do not know how much we can extend our
conclusions to other pathogens as the evolution of fitness-related traits is highly dependent of
the different life histories like the predominance of sexual over asexual reproduction (Pringle
& Taylor, 2002). Nevertheless we found a high phenotypic diversity in the wild strains for the
four traits we analyzed. We cannot exclude such a diversity for other traits like virulence or
aggressiveness as suggested by L& Van et al., (2012). This study emphasizes the potential
threat of populations of pathogens living in wild environment for durability of resistance in

crops (Lé Van et al., 2012; Monteil et al., 2013; Leroy et al., 2014).
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Chapitre 3

« Signatures génomiques de D'impact de la
domestication du pommier sur son pathogene
Venturia inaequalis »

Dans le chapitre précédent, nous montrons que la domestication a provoqué des
changements de traits d’histoire de vie chez V. inaequalis.

Le dernier objectif de cette thése est d’identifier les signatures génomiques de
I’adaptation de V. inaequalis aux agrosystémes.

Cette étude se base sur le ré-séquencage du génome de 36 souches provenant de la
zone de domestication du pommier. L approche de génomique évolutive implique dans un
premier temps de déterminer le scénario évolutif le plus probable (via une approche basée sur
le spectre bidimensionnel de fréquence et par ABC). L’identification des régions génomiques
touchées par la domestication du pommier s’effectuera selon [’histoire démographique

inférée.
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Genomic signatures of the impact of domestication of apple trees

on it fungal pathogen Venturia inaequalis.

De Gracia M, Roux C, Fraisse C, Bierne N, Sannier M, Le Cam B, Lemaire C.

INTRODUCTION

The ascomycete fungus Venturia inaequalis is the major pathogen of apple tree with a
global distribution (Gladieux ef al., 2008). This pathogen originated in Central Asia and its
historic worldwide spreading is assumed to be closely linked to that of its host (Gladieux et al.,
2008). The ancestral progenitor of the cultivated apple in Central Asia was M. sieversii, it
still grows in the Tien Shan mountains (border of Kazakhstan, Kirghizstan and Xinjiang
Province in China) to the Caspian Sea (Morgan & Richards, 1993) and forms large forests
(Velasco et al.,, 2010; Cornille et al., 2012, Harris et al., 2002). It is during the Neolithic
period and especially during the development of the Silk Road that the seeds of wild apple
trees were scattered, thus marking the beginning of apple cultures (Juniper & Mabberley,
2006; Wood, 2003; Harris et al., 2002). Domesticated apple would then spread westward to
Europe and eastward to China along the silk roads. Our previous studies showed that V.
inaequalis spreading worldwide was associated to an host tracking process where pathogen
had followed its host from Central Asia to orchards worldwide through the domestication
process. When investigating V. inaequalis origin, we identified one genetically divergent
population sampled on M. sieversii in natural forests of Kazakhstan that were named CAM
population for Central Asia Mountains (Gladieux et al., 2010). Collected in non anthropized
areas this population characterized by the presence of rare alleles and high genetic diversity
were then considered to be a relic of the ancestral population from which would have derived
populations currently present in agroecosystems worldwide. More recently, a study focusing
on history life traits of this ancestral population have shown that apple domestication had
markedly modified its pathogenicity and its dispersion capacity (L& Van et al., 2012; De

Gracia et al., submitted to Plos One).
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Examination of domesticated plants and their wild relatives indicates that human
activities have strongly impacted their history life traits leading ultimately to larger fruits or
naked grains. Although the genetic and phenotypic modifications of crops related to
domestication have been extensively studied, evidences of phenotypic and genetic changes in
their associated pathogens remain poorly understood. Except for domesticated fungal species
as Saccharomyces cerevisiae (Gu et al. 2005) and Aspergillus oryzae (Rokas 2009), the sole
study on impact of the plant domestication on pathogens changes is the wheat pathogen,
Mycosphaerella graminicola. Using a genomic approach based on an NGS dataset and
coalescent methods, Stukenbrock et al. (2011) showed that the process of domestication of
wheat has exerted strong selection pressures on the fungus M. graminicola and then provided

numerous candidate genes putatively involved in plant adaptation.

Recently, Leroy et al (2013) underlined the importance to identify the more realistic
evolutionary scenario of divergence between two populations to avoid misinterpretations of
data generated by genome scans. According to Bierne ef al. (2011), many genome scans
studies aiming at identifying adaptive loci consecutive to a divergent process provide many
false candidate genes because of inadequate knowledge of the demographic scenario. For
instance loci displaying high genetic differentiation (estimated for instance by Fst) are too
often interpreted as loci involved in local adaptation to the habitat while confounding effects
like genetic barriers involved in hybrid depression in secondary contacts (Bierne et al., 2011),
hierarchical population structure (Excoffier, 2009) or fractal landscape geometry (Fourcade et
al., 2013) may strongly bias interpretations about the actual nature of such loci. Until recently,
the lack of suitable statistical methods for distinguishing between different demographic
scenarios and estimating demographic and population parameters (Richards et al, 2007)
hindered the accurate and precise inference of complex scenarios. Approximate Bayesian
computation (ABC) provides a robust framework, allowing more powerful inferences of a
species’ past demography (Beaumont et al, 2002; Bertorelle et al., 2010; Csilléry et al.,
2010). These methods have been quite widely applied in population genetics and have
improved our vision of the different forces shaping genome diversification during speciation
(Beaumont et al., 2012; Marjoram & Tavaré, 2006; Hey & Pinho, 2012). According
evolutionary model, simulations of a large number of datasets are performed to produce
posterior distributions of the parameters that produced the observed dataset. The reliability of

the procedure is then calculated using the Euclidean distance the summary statistics computed
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from the simulated datasets and those captured from real data (Beaumont et al., 2002;
Excoffier et al., 2005). These methods allowed to compare different scenarios, to integrate
different modes of introgression or to estimate divergence times, migration rates and effective
populations sizes changes over time (Ross-Ibarra et al., 2009; Gattepaille et al., 2013) both in
animals, plants or pathogens (Duvaux et al., 2011; Roux et al., 2010; Dutech et al., 2012).

In the case of Kazakh populations of V. inaequalis, the host-traking model was
invoked to explain both genetic (Gladieux et al., 2010) and phenotypic divergence (L& Van et
al., 2012) between wild and agricultural strains. Such a model would leave peculiar genomic
signatures. Host-tracking model would assume a recent divergence matching with the
begining of domestication of apples in Central Asia followed by gene flow between wild
strains and those infecting new agricultural ancestors of Malus x domestica. This period of
ancient gene flow would have stopped probably rather quickly, when apple cultures extended
out of the range of the wild apple trees, M. sieversii. Wild and agricultural populations would
have remained isolated until now. This scenario is adaptive as it assumes that the pathogen
followed its host's changes by progressively accumulating small beneficial mutations. This
model is also qualified as host-pathogen co-differentiation, as populations of pathogens
differentiate from their wild relatives in response to differentiation of under domestication
apple trees from the wild M. sieversii. Under this model we would expect a quick fixation of
alleles by positive selection in the agricultural populations of V. inaequalis, leading to strong
selective sweeps in the neighborhood of advantageous mutations. As divergence time between
wild and agricultural populations is expected to be recent (<10,000 years that is less than
10,000 sexual generations) we then expect a high amount of shared polymorphisms between
the two populations and incomplete lineage sorting. We also expect a low proportion of
fixations within each populations, probably corresponding to loci involved in the adaptive
process of host-tracking.

However, several alternative scenarios could be drawn. As previously proposed by Roux et al.
(2011; 2012; 2014). In the first one, we considered that ancestral population has first split into
two populations that have thereafter evolved in complete reproductive isolation without any
gene flow (SI scenario named "Strict Isolation"). Under this scenario, the 2D-SFS should
show high content of private derived alleles in each lineage. Under the second scenario, the
gene flow is assumed throughout the divergence (scenario CM for "Constant Migration")
giving a 2D-SFS a high amount of shared alleles between the two populations. AM scenario

describes two currently isolated populations (AM for "Ancient Migration"), but having
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experienced a period of flux gene in the early stages that followed their split. This scenario
matches with the one of host-tracking, described above. The last demographic scenario
describes a secondary contact (SC) followed by gene flow after a long period scalable without
gene exchange. Under this last scenario, the 2D-SFS contains both shared and private alleles,
depicting the complex situation where divergence would have promoted the occurrence of
incompatibilities (endogenous selection) and local adaptation (exogenous selection) as
reviewed in Bierne ef al. (2011). Under the most likely scenario, we then characterized gene
flow between the two populations and identified genes that have a strong genetic

differentiation in order to address the question of the nature of reproductive barriers.

In a previous study we estimated divergence times among populations collected in
anthropic and non anthropic zones using the the isolation-with-migration model implemented
in the program IMa (Nielsen & Wakeley 2001; Hey & Nielsen 2004, 2007) from a small
microsatellite dataset. We then sequenced 36 genomes of V. inaequalis chosen among
previously characterized CAM and CAP populations using NGS. Based on historic data of
both apple and the agent of apple scab, we tested four evolutionary scenarios using
polymorphism at 10435 coding sequences. The evolutionary genomic approach we apply here
Approximate Bayesian Computation methods (ABC) (Beaumont, 2002) and an approach
based on the two-dimensional site-frequency spectrum (2D-SFS) to (1) infer the most likely

evolutionary scenario of the divergence between wild and domestic population, and (2)

thereafter identify genomic regions of V. inaequalis impacted by apple trees domestication.
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Nancestor

Tsplit

Tam
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Figure 1. Alternative scenario of divergence for CAM and CAP

Fours classes of scenarios according to the pattern of migration : Strict Isolation (SI), Constant
Migration (CM), Ancient Migration (AM) and Secondary Contact (SC).

For the last three types of scenarios (CM, AM and SC), three alternative models within each class of
scenarios: homogeneous introgression (SI-Homo, AM-Homo, SC-Homo) and heterogeneous
introgression (SI- Hetero, AM-Hetero, SC-Hetero).
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MATERIALS & METHODS

Samples

We sampled 36 isolates of Venturia inaequalis on Malus sieversii trees in Kazakhstan in 2006.
17 isolates were collected in the wild forests in mountains and then defined as the CAM
population (Central Asia Mountains). The others were collected in agricultural areas and
defined as the CAP population (Central Asia Plain) (Gladieux et al, 2011). Genomes

sequence of V. pirina and V. asperata were used as outgroup (data unpublished)

DNA extraction and sequencing

Genomic DNA of the 36 isolates was extracted from fresh mycelium according to Moller et
al. (1992). For the library preparation, 15ug of DNA was sheared using the ultrasonicator
Covaris E210. The sequencing library was prepared using the SPRIworks - Fragment Library
System I (Beckman Coulter). Library selection was performed using a 2% agarose gel to
recover fragments comprised between 250 and 350 bp. Several kits were used for sequencing:
TruSeq Multiplex Sequencing Primer (Illumina), TruSeq PE (2x50bp). Each strain was
independently sequenced. Considering the size of V. inaequalis genome that is around 73 Mb,

sequencing was performed in order to obtain a coverage of 50X.

Sequences Assembling — aligning genomes and identification of SNPs

Two algorithms were used to assemble genomes : SOAPdenovo2 (Zerbino et al., 2008) and
Velvet (Luo et al., 2012) adapted for de novo genome assembly using next-generation
sequencing (NGS) short reads. Genomes were aligned using the software Mugsy (Angiuoli &
Salzberg, 2011). We only used the first part of the pipeline Mugsy, that is to say genome
comparison two by two. Annotation of genomes and alignments performed with the software
Mugsy. SNP prediction was performed using a software developed by the LIPM team at

Toulouse : lipm_maf2vcf.pl.
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Clustering methods and diversities analyses

Alignments of genes were analysed if the following criteria were gathered: possibility to
align genes in at least of 10 isolates for each population and existence of an outgroup for each
gene. Duplicates were removed. Classical population genetics indices like Fst, Tajima's D,
Fay & Wu'S H and Zeng's E statistics were estimated using Egglib python package (De Mita
& Siol, 2012).

We used different methods to estimate the most likely number of clusters within the sampled
populatoin. We performed a principal coordinate analysis (PCA), using ADEGENET (2013, R
package version 1.4-2), generated with the R program Version 3.0.0 (R-Development-Core-
Team, 2013). Identification of genetic structures in populations was based on the 1 794 853

SNP detected within the 36 isolates.

Inferring ancestral demography

We used two different methods to retrace historic divergence of CAM and CAP populations

a) Using the approximation diffusion implemented in dadi

Two-dimensional site-frequency spectrum was estimated from the wild population and
domestic population using a diffusion-based approach implemented in the program oadi.
Singletons were masked because their identification is prone to false positives. The joint
frequency spectrum data were polarized using the Venturia pirina genome sequence (available
in the laboratory). We used the models developed by C. Fraisse et al. (comm. pers). These
models are related to the models SI, CM, AM and SC described above. As the SI model did
not involve any gene flow, no other versions exists for this model. We also used IM, AM and
SC models in their simple versions. For IM, AM and SC models we also designed more
complex models including two migration rates (2M) corresponding to the migration rates of
neutral loci and loci in genomic island respectively. We then call these models IM2M, AM2M
and SC2M to take into account genome heterogeneity of introgression rates due to genetic

barriers. To these models, we also can add parameters P1 and P2 giving the proportion of loci
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evolving neutrally respectively in population 1 and 2. This parameter takes into account the
occurrence of neutral loci linked to mutations involved in genomic islands. We called these
models IM2M2P, AM2M2P and SC2M2P. For models AM and SC, we also assumed a new
category of models assuming two periods of ancient migration for model AM or two periods
of secondary contacts for SC model. Combining this to previously described model we then
draw PAM and PSC models as well as PAM2M2P and PSC2M2P models. Another parameter
noted O, permit to estimate the proportion of loci mis-oriented, that is loci for which the
derived allele was not accurately defined from outgroup. We then compared these 14 models
using likelihood ratio tests (LRT) between nested models. However, as the use of LRT
assumes independence of SNP, we conducted these analyses using SNP distant of at least Skb

from each other, that is 2743 SNPs. Parameters were estimated from the best inferred model.

b) Using Approximate Bayesian Computation (ABC)

Coalescent simulations

We compared four scenarios describing the divergence of two sister lineages: three scenarios
allowing inter-specific effective migration (Isolation with Migration, IM; Ancient Migration,
AM; and Secondary Contact, SC) and one without gene flow since the speciation event (Strict
Isolation, SI). They all describe a sudden split at the time 7,1 of an ancestral population (of
effective size N,) into two daughter populations of constant sizes (Ncam and Ncap). The
different scenarios differ by their temporal pattern of migration. In the AM scenario gene flow
is restricted to the early stages of speciation, whereas in the SC scenario the two daughter
populations begin to evolve in strict isolation forward in time, and then experience secondary
contact. Finally, the IM model assumes continuous gene flow between populations. We used
the scaled migration rates M=4Nm (with M, the migration rate from CAP to CAM and M, the
migration rate into the CAP gene pool), where m is the fraction of the population made up of
new migrants each generation. For the AM, SC and IM scenarios allowing gene flow, we
simulated two alternative models with an introgression rate shared by all loci ("homogeneous"
model) or varying throughout genome ("heterogeneous" model), making a total of seven
compared models. Following Roux ef al. (2014) the "heterogeneous" models consist of two

groups of loci associated to different migration rates, with a proportion p of loci having a

110



Chapitre 3 — Signatures génomiques de I’impact de la domestication du pommier sur son pathogene Venturia inaequalis

reduced gene flow when compared to the other group of proportion (1-p). For each model,
five million of multilocus simulations were performed using large uniform prior distributions
f or all parameters, and identical for parameters shared among models. Prior distributions for
Ocam!Orer,Ocap!Orer and 04/0,rwere uniform on the interval 0-40 with 0,.=4.Nier. 1. Nier 1s the
effective number of individuals of a reference population used in coalescent simulations,
arbitrarily fixed at 100,000, and p the mutation rate of 5x10°/bp/generation. We sampled
Tspiit/4.Nrer from the interval 0-10, 0-4x10° generations in demographic units. The parameters
Tiso and Tsc were drawn from a uniform distribution on the interval 0-7g,;. In the
“homogeneous” models, values of the two migration rate parameters M; and M, were
randomly sampled from the uniform prior interval 0-40 for all loci. Prior distributions were
computed using a modified version of the Priorgen software, and coalescent simulations were
run using Msnsam (Ross-Ibarra et al., 2008), a modified version of the ms program (Hudson,
2002) that allows for different sample sizes at each locus under an infinite site mutation

model.

Model testing

We compared summary statistics of the observed datasets to five million of random
simulations under each scenario. Posterior probabilities for each candidate model were
approximated using a feed-forward neural network implementing a non-linear multivariate
regression by considering the model itself as an additional parameter to be inferred under the
ABC framework using the R package “abc” (Csillery et al., 2012). The 7,000 replicated
simulations nearest to the observed values for the summary statistics were selected, and these
were weighted by an Epanechnikov kernel that reaches a maximum when Sops=Ssim.
Computations were performed using 50 trained neural networks and 15 hidden networks in

the regression.

Parameter estimation

We first estimated parameters of the best support SC_Homo scenario using the same ABC

framework. Parameters were first log-tangent transformed (Hamilton et al., 2005), which
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allows minimising heteroscedasticity problems during regressions. Transformed and adjusted
parameter values were then back-transformed to obtain the posteriors. Only the 1,000
replicate simulations with the smallest associated Euclidean distance 0=||Sobs-Ssim|| Were
considered. The joint posterior distribution of parameters describing the best model was then
obtained by weighted non-linear multivariate regressions of the parameters on the summary-
statistics (Blum & Francois, 2009). For each regression, 50 feed-forward neural networks and

15 hidden networks were trained using the R package “abc” (Csillery et al., 2012).

Functional annotation

From results obtained with Egglib, an alignment of a genes set whose Fst between the two
populations was greater than 0.7 was performed using Blast2GO. Blast2GO (Conesa et al.,
2005) is a tool for functional annotation of sequences and the analysis of annotation data. The
method uses local sequence alignments (BLAST) to find similar sequences (potential
homologs) for one or several input sequences. The program extracts all GO terms associated

to each of the obtained hits and returns an evaluated GO annotation for the query sequence.
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Informations about the genome assembled using Velvet and SOAPdenovo2 software are

shown in the table 1. The average genome size assembled in the CAM population (mean+SD
[standard deviation] : 40 948 610 pb £4 691 682) is not significantly different from that of the
CAP population (mean+SD : 38 844 256 pb + 2 339 511) (Wilcoxon signed-rank test, W =

227, Pvalue= 0.03833). However, we can see that the sequenced genomes in the area of apple

domestication have an average size of 2 times smaller than the reference strain genome

EUB04 (73 Mb).
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Annotation of the reference strain EUB04
detected 15,319 genes. In this study 14 078
genes alignments were performed that
means that 1,241 genes were not detected in
Kazakh strains. Distribution of gene sizes
ranged from 5,619 to 12,675 genes
(mean+SD: 11,423.18 + 2,205.432) and
from 5,307 to 12,717 genes (mean%SD:
11,567.74 + 1,905.984) for CAM and CAP
respectively (Figure 2). Numbers of genes
of the

CAM population were not

significantly different from the CAP
population (Wilcoxon signed-rank test, W =

150, Pvalue= 0.7306).

Figure 2 . Average number of genes per population

CAM (Central Asia Mountains) : wild population
CAP (Central Asia Plains ): domestic population

The 14,078 alignments were filtered. Finally, the diversity analysis was based on 10,994

alignments. Among the 10,994 alignments, 4,205 included an outgroup (V. pirina). 1,794,853

SNPs were detected.
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Polymorphism and clustering method

Signatures génomiques de I’impact de la domestication du pommier sur son pathogéne Venturia inaequalis

To evaluate the demography and historical context of V. inaequalis divergence in its center of

diversity, we estimated levels of the nucleo
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Figure 3 . Genetic differentiation between
CAM and CAP

We estimated the number of polymorphisms
sites. A significant difference was observed
between the number of polymorphic sites in
the CAM population population (mean+SD :
9.0714 =+ 15.7537) and CAP population
(mean+SD : 22.5845 + 25.9916) (Wilcoxon
signed- rank test, V =2 890 529, pvalue <2.2
10*-16). (Figure 4). CAP population was
more polymorphic than the CAM population.

tide diversity in the genomes of 36 isolates

originating from wild and domestic
populations.

We analyzed genetic differentiation between
the two populations on 10,994 gene alignments
(Figure 3). The calculation of Fst was realized
with the Egglib software. Differenciation
indices revealed a considerable heterogeneity.
Fst ranged from 0.4430 to 1. The average
value was 0.2409 (SD : 0.2494). A Fst of 1
indicates a total differentiation at this locus.
Based on this analysis, we obtained more than
602 genes whose alignments Fst were higher
than 0.7, that represents 18.26 % of the

dataset.
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Figure 4 . Number of polymophic sites in
the CAM and CAP populations
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Tajima’s D multilocus analysis showed no difference within the CAM population (mean+SD :
0.0467 + 1.3990) and within the CAP population (mean+SD : 0.0129+ 1.2685) (Wilcoxon
signed-rank test, W = 43 326 877, Pvalue=0.4153).

Figure 5 represents the density map D Tajima. Each point corresponds to the intersection of
Tajima's D between CAM and CAP for one gene. The more red area the higher the density of
this area is strong and representative. This density map showed that Tajima's D varies around
-1 in CAM and between -2 and 1 in CAP. Negative values reflect an excess of rare alleles that
may be due to a demographic expansion while positive values indicate the action population
decline. Hypotheses invoking selection can be made for individual loci but not for general
behavior of thousands of loci.
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Figure 4 . Density map of tajima D between CAM and CAP
More the density is high and the color tends to red
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Fay and Wu's H (Fay and Wu, 2000) allows to detect mutations with high frequency and to
detect positive selection, provided you have an estimator of the ancestral haplotype. Indeed,
an outgroup is used to find ancestral alleles. Zeng's E (Zeng et al., 2006) is used to detect
recent selective sweeps that begin to restore their polymorphism. Plots of estimates of
Tajima’s D against Fay & Wu’s H and Zeng’s E for each population are represented in Figure
5. For each population, there is a purifying selection when by H <0 (Figure 5, A & B).

Finally, the D graphics can detect a recent selective sweep, stronger for the domestic

population
R CAM (wild) B CAP (agricultural)
b T
ip -
CAPD
c .| D
2 1 1] 1 2 3 2 1 0 1 2 3
CAM D CAPD

Figure 5 : Tajima’s D against Fay & Wu’s H (A & B) and Zeng’s E (C & D) for CAM
and CAP population
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Principal component analysis (PCA) was performed to infer affiliation of strains to each
population. In a principal component analysis, the first two principal components accounted
for 42 % and 34 % of the variance, respectively (Figure 2). PCA was based on 1 794 853
SNP detected within the 36 genomes. The principal component revealed two distinct clusters
of samples: a cluster gathering wild samples (CAM), and a cluster gathering domestic

samples (CAP).

-100 =

-200 =

Second Principal Coordinate

-300 =

-400 —

-200 -100 0 100 200

First Principal Coordinate

Figure 2 : Principal coordinate analysis among 36 samples of Venturia inaequalis.

The first and second principal coordinates components for 42 % et 34 % of the variation,
respectively. A group of individuals is observed according to their affiliation to a population.
CAM population (pink) / CAP population (blue)
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Demographic history

We used two different methods to infer the most likely demographic model.

First, we used a model-selection approach to identify a relevant demographic model in an
ABC framework. We performed coalescent simulations under various models to compute the
expected distributions of summary statistics related to polymorphism and divergence patterns
(Figure 1). Then, we compared the simulated statistics with the observed ones calculated from
the data. We considered four models : Strict Isolation (SI), Constant Migration (CM), Ancient
Migration (AM) and Secondary Contact (SC). For 3 models involving migration (CM-AM-
SC), GWH (Genome Wide Heterogeneity) was tested by the comparison of two alternative
introgression versions assuming either a single introgression rate shared by all loci (Si-Homo,
AM-Homo, SC-Homo), or independently sampled introgression rates across loci (SI-Hetero,
AM-Hetero , SC-Hetero).

Table I lists the various posterior probabilities of each model (7 scenarios). Using model
choice procedures under an ABC framework, we clearly rejected scenario with stric isolation
(P<0.0003). Models allowing ancient and constant migration had very low posterior
probabilities (AM-Homo: P=0.0005 and AM-Hétéro P=0.0417; CM-Homo : P=0.1299 and
CM-Hétéro P=0.0.07). In contrast, secondary contact model with homogeneous gene flow had

high posterior probabilities (P= 0.8258).

Table 1. Classification of models

Values represent the posterior probabilities of each model, with or without introgression. For
CM, AM and SC models (models with introgression) it gives posterior probabilities for
models with interlocus variation in effective migration rates (Hetero) or not (Homo).

Models without introgression Models with introgression
Homo Hetero
IS 0.0003
CM 0.1299 0.007
AM 0.0005 0.0417
SC 0.8258 0.0011
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We examined parameter estimates under the best-fitting SC model of CAM/CAP divergence.
In this analysis, the mutation rate was assumed to be constant over time and across loci, and
equal to 5x10 bp/year. Estimates of the effective population sizes suggest an approximately
15.86 fold larger population in CAP population (102.000, 95% confidence interval [CI]:
12700 — 314000) than in CAM population (6430, 95% CI : 1630 - 80100). Our estimations
indicate that the split in the ancestral population probably occurred to 207 000 years. After
this divergence, the species would have evolved separately over a long period until a recent

SC occurred 3220 years ago (95% CI: 673 —227000).

Table 2: Demographic parameters estimated using ABC under the SC-homo (Secondary
Contact model with homogeneous migration)

*Effective population size (expressed as 102 individuals) for wild population (CAM), domestic
population (CAP), and their ancestor (A).

Tsplit1 : time of the split between CAM and CAP
TSC2 : time of the secondary contact between CAM and CAP
The 95 % highest posterior density intervals are shown into brackets.

Median Mode Intervals
NCAM* 157 64,3 (16,3-801)
NCAP* 1040 1020 (127-3140)
NA* 2210 2890 (646-6140)
T 1 368000 207000 (48000-1270000)
split
T 2 7320 3220 (673-227000)
SC
Mm] 1,6225 0,6325 (0,0292-9,2250)
Mm2 1,4625 0,5850 (0,0640-8,7250)

We used a diffusion-based approach implemented in the software package —a—i to estimate
the likelihood of our dataset in several models going from strict divergence to more complex
models with introgression heterogeneity due to semipermeable barriers to reproduction. As
shown in the heat-maps, there are not an excess of high or low-frequency derived alleles in

our data compared with what is predicted by the model. The joint frequency spectra of
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derived synonymous sites in CAM and CAP population (Fig. 5), in reference to the outgroup
V. pirina suggests that the models of secondary contact gave the best fit to be observed two
dimensional site frequency spectrum (Log Likelihood = -450.46). The other models gave only
log-likelihood at least ten point under the highest log-likelihood. Likelihood ratio test with the
SC model gives a % of 22 with a df of 2 that has a p-value of 0.

Table 3: Log-likelihood of every model tested using dadi. The best model is indicated in
bold.

Model Log-Likelihood
SI -470,11
IM -461,41
IM2M -462,48
IM2M2P -462,37
AM -473,24
AM2M -463,21
AM2M2P -463,01
PAM -472,13
PAM2MP -470,71
SC -461,46
SC2M -450,46
SC2M2P -470,12
PSC -461,05
PSC2M2P -457,79

Parameters estimated from the best model, SC2M, gave the following values : nucam=0.14,
nucap=1.63,  Mecam-cap=0.11,  Mecar-cam=0.37,  Mcam-car=2.72, Mcap-cam=1.03,
Tspi=1.71, T=0.27, P=0.40, O=0.95, where nuy represents the effective size of population
x relative to the ancestral population size, Myx represents the migration rate from Popx
toward Popy, Mexy represents the migration rate in genomic islands from Popx toward Popy,
Tspiic 1s the splitting time, Ty is the time for secondary contact, P is the proportion of genome
evolving neutrally and O is the percentage of misoriented SNPs. As these estimates are given

in function of a reference ancestral size. Thus assuming a divergence with V. pirina of 1Mya,

121



Chapitre 3 — Signatures génomiques de I’impact de la domestication du pommier sur son pathogene Venturia inaequalis

a mutation rate of 5.10° and a one sexual generation per year, we can infer an ancestral V.
inaequalis of ca. 2500 individuals. As the parameters were scaled with this ancestral
population size, we can then estimate the CAM population size to be 350, the CAP one to be
4075. These two populations should have splitted 4275 generations (years) ago and went into
secondary contact 675 generations or years ago. During this secondary contact, gene flow
occurred at rate 2.10 from CAP to CAM and 8.10™* in the opposite direction for neutral loci.
In genomic islands, this rate is estimated to 4.10” from CAM to CAP and 1.5.10" in the

opposite direction.

model
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Figure 7. Distributions of derived synonymous SNP frequencies in CAM and CAP
calculated using V. pirina as an outgroup (best supported model : SC2M)

To determine whether our model of secondary contact with symmetrical migration is
appropriate for our data, we used metric to compare the joint allele frequency spectrum for the
wild population (CAM) and domestic population (CAP) with that expected under our model:
visual examination of the allele frequency spectra and calculation of the residuals between
model and data. Heatmaps showing the joint allele frequency spectrum for the CAM and CAP
populations compared with that expected under a secondary contact with migration model.
The color of a cell at position [X,Y] in the matrix corresponds to the number of derived alleles
(relative to V. pirina; Materials and Methods) that are at frequency X in the CAP population
and frequency Y in the CAM population. The residuals represent the difference in the number
of alleles predicted by the model compared with that found in the data for each bin in the
spectrum (red, model predicts too many; blue, model predicts too few).

Introgression types different according to the methods
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With the two methods used to retrace divergence of V. inaequalis, the most likely scenario
was a divergence followed by a secondary contact. However depending on the method used,
either the gene flow was homogeneous or either heterogeneous. Using ABC approach,
estimations indicated that homogeneous introgression (P=0.8258) was more likely than an
heterogeneous one (P=0.0011). On the contrary, approximation diffusion model implemented
in dadl ndicated a model of secondary contact with heterogeneous introgression (6adi Log-

likelihood = -450).

Genes involved in the reproductive isolation
We observed more than 602 gene alignments with a differentiation index (Fst) higher than
0.7. We searched orthologous genes using the Blast2GO software. Of the 602 genes, 275

orthologs were identified (2.5% of the total number of V. inaequalis genes).
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DISCUSSION

Genomic comparison of populations of pathogens infecting wild and domestic apple
should make possible to identify the genomic zones involved in the adaptation of the
pathogen to its host, and thus, the evolutionary parameters of its emergence into

agroecosystems.

To identity genomic regions impacted by apples trees domestication, we sequenced the
genomes of 36 strains of apple scab, Venturia inaequalis from domestic and wild area. We
showed here that the wild and agricultural populations of Venturia inaequalis have
experienced a recent divergence probably related to domestication of apple in Central Asia
followed by a recent secondary contact. This complex situation may explain the relatively

high number of genetic barriers to reproduction.

The most likely demographic scenario : The secondary contact

From Approximate Bayesian Computation methods (ABC : Beaumont, 2002) and approach
based on the site-frequency spectrum (0adi : Gutenkunst, 2009), evolutionary scenario of the
divergence between wild and domestic population is a scenario of secondary contact (ABC:
Pvalue = 0.8258 and 0adi Log-likelihood = -450). Initially, the fungus would have followed
the host plant worldwide during the domestication. More recently, gene-flow was re-
established with ancestral population in Kazakhstan. According to estimates from ABC, the
ancestral population splitted into two populations about 207,000 years ago (95% CI: 48,000-
1,270,000). After this period of divergence, the wild and domestic populations have again
been in contact there is 3220 (95% CI: 673-227000) years (Table I and II). Parameters
estimates from 0adi are better in agreement with what was expected under a scenario of
divergence mediated by domestication. In fact, this divergence may have happened 4000
years ago and the secondary contact six centuries ago. At now we did not have any confidence
interval for these estimates. This work is on the go. Migration rates estimated by dadi are
several orders of magnitude lower than those estimated using the ABC method. This suggests
a stronger isolation between both populations, probably reflecting the importance of barriers

of reproductive isolation.
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According to an earlier study, Gladieux (2010) showed that the posterior probabilities

of divergence times between the isolated mountains of Kazakhstan's population and two other
people (under an isolation with migration model: CM scenario type) suggested a divergence
between these two gene pools there from 2000 to 4000 years, which coincided quite well with
the period of domestication of the domestic apple (2000-7000 years, Juniper & Mabberley).
In our study, the divergence time Tsplit seems too big compared in relation to genetic and
historical estimates. This departure does nevertheless not challenge our scenario which has
been detected by both ABC and approximate diffusion methods. The hypothesis of a potential
reintroduction of apple at the foot of mountains of Kazakhstan can not however be totally
validated with those times.

Our results suggest that the domestic population (CAP) is more polymorphic than the
wild population (Figure 4). We can hypothesize that during the evolutionary history of
domestication of apple trees from Kazakh mountains to Europe (Cornille et al., 2012) and
their way back to Asia, CAP strains have presumably acquired new alleles thanks to
recombination. Indeed, the modern domestic apple tree arose from multiple introgressions of
different species or populations of Malus from different regions (Cornille et al., 2012). This
complex evolutionary history was probably a great opportunity also for V. inaequalis to
admix with different populations and then acquire alleles different from the original and
geographically isolated populations of Kazakh mountains.

New gene flow between CAM and CAP, characterizing this secondary contact,
occurred in recent period. Indeed, the period recontacting represents only 1-2% of the
evolutionary history as shown by the ratio Tsplit/Tsc in ABC analyses. Secondary contact
scenarios are not obvious to determine. The recent migration is more difficult to detect
especially when that contact time is short (Roux et al., 2014). It is rare indeed to distinguish
between SC and IM scenario and many from errors can be committed. With a period of very
recent secondary contact, the validation of the scenario SC by two independent methods,

allows us to approve its robustness.

What type of introgression can be validated?

Depending on the method used, we distinguish two types of scenarios that differ from
the type of introgession. The "ABC" method identified a scenario of secondary contact with
homogeneity of gene flow while the method "0adi" distinguishes a scenario with

heterogeneous gene flow. This difference can be explained by the difference of amount of
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used information between the two methods. In fact ABC used between 30 and 40 summary
statistics while the diffusion-based method used 15x15 statistics of the 2D-SFS, minus the
two statistics corresponding to monomorphic sites for ancestral and derived alleles
respectively, that is 223 statistics. The use of such site frequency spectra is a great

improvement for demographic inference (Excoffier et al., 2013).

In perspective, a new analysis of ABC techniques could allow us to confirm and to refine our
evolutionary scenarios. (Pudlo et al., 2014). This method predicts a model and not a posterior
probability. Indeed, both theoretical and algorithmic output indicate that posterior
probabilities are poorly estimated by ABC. The selection of the most likely model occurs via

a random forest procedure.

Introgression appears asymmetrical in the region of hybridization with a
preponderance to gene flow in the direction of the domestic population CAP to the wild
population CAM (Table I). If introgression seems asymmetrical, the genetic background of
the wild population receives a larger amount of the domestic population allele, than the
reciprocal. This hypothesis is congruent with results obtained from the PCA. Principal
component analysis helped us to distinguish the relationships between the two populations.
Some strains of the CAM populations are not grouped with the others, but is shifted slightly
to the CAP population (Figure 2). The largest flow of population from the domestic toward
the wild population is characterized by these intermediate points. Domestic population is

probably be invading the wild population.

Potential consequences of secondary contact for pathogen populations

The effects of secondary contacts are largely ignored in pathogens. Yet through to our results
and previous studies of Venturia inaequalis (Leroy et al., 2014, Lemaire, de Gracia et al,
submitted), our model suggests that these situations are not occasional. As previously
mentioned by Hewitt (1988), hybridization zones are real laboratories for the studies of
speciations. Indeed these peculiar situations reveal genetic barriers and/or adaptive
introgressions of mutations that occurred in each population (Bierne 2010; Bierne et al.,
2011). Conversely, hybridization between divergent populations can be an engine of diversity
due to recombination generates new gene combinations in these areas, leading to hybrid

swarms (Cokayne & Allan, 1926). The fertility rate and strong mutation in pathogens, allow
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exploration of much faster adaptive landscape in areas of hybridization and fast access to the

best fitness values than the parental populations.

Genetic recombination between divergent populations allow the transfer of genes
involved in virulence, aggressiveness, dispersal potential, and consequently change the long-
term epidemiological characteristics of the disease. For example, Leroy et al. (2014) suggest
that the practice change cultures and globalization has created an enabling environment for
see a secondary contact between pathogen populations have diverged in allopatry. For
instance, European orchards were infected by migrations of virulent strains from the wild
compartment (Lemaire, de Gracia et al., submitted). Monteil et al. (2013) described a similar
situation of migration of virulent strains of the bacteria Pseudomonas synrigae pv. tomato
from non-agricultural reservoirs into crops. Thus, secondary contacts leading to
hybridizations zones seems to be a real alternative to the classical origine of virulence from de
novo mutations. This also imply that mutation toward virulences pre-existed to the

introduction of resistant varieties into crops.

The nature of barriers and genes involved in the reproductive isolation

The existence of a secondary contact may imply the presence of barriers other than those
related to adaptation to the host (Bierne ef al., 2011). A further study will test the hypothesis
of the presence of incompatibilities also known as Dobzhansky-Muller incompatibilities
(DMI, Dobzhansky, 1937; Muller, 1942; Orr, 1995) in this contact zone. This situation of
secondary contact allows both to detect genes involved in adaptation to habitat but also in

endogenous reproductive isolation.

Our global analysis based on all alignments of genes, allowed to detect a set of 602 genes that
have a strong genetic differentiation (Fst>0.7). These 602 genes represent a set of candidate
genes to study regions affected by the domestication of the apple. The identification of genes
responsible for the strong differentiation, including the use of approaches based on the
heterogeneity of Fst according to regions of the genome, allow to understand the nature of
reproductive isolation barriers. However, exogenous barriers, related to the environment, are
not the only ones to impede the flow of genes and to provide strong fixation indices. The so-

called endogenous barriers, accumulating during the time of divergence, are also expected.
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The analysis of these candidate genes will identify loci involved in genetic barriers
between partially reproductively isolated populations. Identifying the evolutionary forces that
characterize these barriers will be possible. Moreover, both populations CAM and CAP have
also been phenotypic analysis which shows the apple domestication has profoundly changed
the life history traits of Venturia inaequalis (de Gracia et al., 2014 submitted paper in PloS
One). We can also identify candidate loci potentially involved in changes in life history traits.

Human activities have produced strong changes in ecosystems on a global scale. The
emergence examples of diseases on plants are particularly numerous in particular because of
the profound change in the structure of the landscape that followed the domestication of
plants (Stuckenbrock and McDonald, 2008). The identification of factors favouring the
emergence of new fungal diseases becomes absolutely necessary to prevent the adverse

effects of human activities on the environment (Anderson et al. 2004).
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Cette theése avait pour objectif de mieux comprendre les conséquences des activités
humaines sur 1'émergence des maladies. La réflexion a été alimentée par deux exemples
d’émergence du champignon Venturia inaequalis, responsable de la tavelure du pommier ;
I’un li¢ aux travaux de sélection variétale qui ont facilité I’introduction dans les vergers d’une
population virulente préalablement présente en dehors des agrosystémes, 1’autre li¢ aux effets
de la domestication du pommier sur les populations du champignon. Nous avons tenté de
décrire l'histoire évolutive de ces populations puis de mesurer les modifications
phénotypiques et de détecter les signatures génomiques liées a la transition de V. inaequalis

d'un habitat sauvage vers les agroécosystémes.

1. L’émergence de la population virulente Vf

L’événement initiateur de ce projet a été 1'étude de 1'émergence de la virulence Vf en
Europe (Chapitre 1). La connaissance du modele d'émergence des virulences était
fondamentale avant de formuler des hypothéses quant aux mécanismes pouvant étre
responsables de la diversification des populations de pathogenes (écologiques ou non
¢cologiques). Nous avons ainsi tenté¢ de décrire I'histoire évolutive de la population porteuse
de la virulence V'f en répondant a plusieurs questions : (1) quel est le scénario d'émergence le
plus probable ? (2) de quand date(nt) ce(s) événement(s) d'émergence ? Ce travail a été réalisé
en utilisant plusieurs méthodes d'assignation et un jeu de données microsatellites. Nous avons
test¢ des scénarios en utilisant (1) plusieurs accessions collectées sur le pommier
M. floribunda, géniteur porteur du geéne Vf utilis¢ dans les croisements pour apporter le
caractere résistant, (2) des populations Européennes de souches virulentes et non virulentes
¢chantillonnées dans des vergers de M. domestica et enfin (3) des souches collectées sur
l'ancétre du pommier domestique M. sieversii dans les montagnes Kazakhes (population
CAM). Nos résultats suggerent que la virulence Vf était présente, a 1'état sauvage, dans une
population qui aurait divergé de la population présente sur hotes sensibles depuis plusieurs
milliers d'années (environ 24000 ans). Les vergers Européens auraient donc été infectés par
des migrations de souches virulentes du compartiment sauvage vers les agrosystémes.

Ce résultat majeur pose question sur les modalités d’utilisation des sources de résistance
introgressées dans les programmes de sélection. Les programmes d'amélioration végétale pour
la résistance aux pathogenes utilisent en effet régulierement des génes de résistance provenant

du compartiment sauvage pour l'amélioration de la résistance des especes cultivées. Notre
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¢tude montre que le caractére durable d’une résistance peut étre éphémere si la virulence
préexiste sur les especes hotes portant le geéne introgressé. Echantillonner de maniére
exhaustive les populations hotes potentiellement porteuses de virulence n’est bien silir pas
envisageable, en revanche étre conscient que ce risque potentiel pourrait modifier certaines
pratiques. Par exemple, le pommier M. floribunda est utilis¢ comme arbuste d'ornementation
et comme pollinisateur dans les vergers. Etant a la fois source de la résistance génétique et
source de la virulence, cette cohabitation a évidemment fortement favorisé 1’installation de la

population virulente dans les vergers.

L'utilisation du géne de résistance Vf dans les agrosystémes aurait donc agi comme
une passerelle pour l'invasion des habitats cultivés par la population virulente, jusqu’alors
absente. Ce cas de figure est, a notre connaissance, peu décrit. Notre modele propose donc
une alternative au scénario classiquement proposé pour décrire I'émergence d'une virulence
qui se fait a partir des hotes sensibles a la suite d'une mutation favorable au locus d’avirulence
du pathogene. Cette thése montre que la virulence pourrait également émerger a partir du
compartiment sauvage comme décrit par Leroy et al., (2014).

Pour conclure, cette étude démontre I'importance de prendre en compte les populations de
pathogenes présents sur les hotes sauvages pour €lucider 1'origine de nouvelles émergences de

virulence et prévoir I'évolution des maladies a long terme.

2. Impact de la domestication

Cette premiere étude, décrivant un contact secondaire possible au sein de notre
pathosystéme combinée aux données historiques, nous a incit¢ a étudier l'impact des
modifications de I’agriculture au sein de la zone de domestication du pommier. L'impact de la
domestication sur les organismes pathogenes a rarement été étudié malgré 1'importance
capitale de comprendre ce processus pour envisager les conséquences a long terme. Répondre
a cette problématique nous paraissait tout a fait envisageable puisque nous possédions au sein
de I’équipe une collection de souches de V. inaequalis échantillonnées aussi bien en milieux
cultivés (population CAP) qu’en milieux sauvages (population CAM). En d’autres termes
nous disposions d’une population qui a subi la domestication du pommier et une autre nous
servant de témoin « pré-domestication. » (Gladieux et al., 2010)

A partir de ce matériel précieux, une comparaison phénotypique associée a une

approche de génomique comparative nous a permis d'évaluer les changements liés a la
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domestication a partir de souches isolées sur pommiers domestiques (CAP) et sur pommiers

sauvages (CAM).

2.1. Evolution des traits d'histoire de vie: mis en évidence d'un processus de « pestification »

Dans un premier temps, nous avons procédé a plusieurs comparaisons phénotypiques
pour étudier les changements des différents traits d'histoire de vie impliqués dans la
dissémination du champignon de la tavelure, associées a la domestication de son hote. Nos
résultats suggerent que le passage de I'habitat sauvage aux vergers aurait eu un impact sur les
paramétres de succes d'infection sur hote compatible et de dispersion efficace. En effet, la
transition entre les deux milieux est associée a une augmentation de la taille des spores et de
la capacité de sporulation. De plus, les distributions de ces deux caracteres de la population
domestique chevauchent avec ceux de la population sauvage. En d'autres termes, les
agroécosystémes permettraient la sélection de souches ayant une dispersion plus efficace a
courte distance. Au risque de paraitre finaliste, nos résultats suggerent que la capacité d’une
souche de verger a produire des spores de grande taille lui augmenterait sa probabilité a se
déposer sur un hote voisin génétiquement identique. Sachant que les souches sont déja
adaptées aux hotes présents dans le verger (milieu caractérisé par une grande homogénéité et
une densité de génotypes), ces spores ont donc une forte probabilité d'étre également adaptées
a ces hotes. Dans un habitat homogene, les souches sporulant le plus et possédant les spores
les plus grosses auraient donc un avantage sélectif.

La domestication des plantes est généralement associée a une forte sélection disruptive
en faveur des caractéristiques de chaque environnement (Harlan ez al., 1973). Les résultats de
notre étude contrastent avec les résultats attendus théoriques ou la domestication crée une
nouvelle niche d'adaptation provoquant une forte sélection des caractéres qui sont ensuite
associés au « syndrome de domestication ». Nous n’avons pas observé de telles adaptations de
novo parmi les souches prélevées dans l'environnement anthropisé. En effet, la diversité
phénotypique de cette population, semble bien préexister dans la population sauvage. Deux
raisons pourraient expliquer 1'absence de diversification phénotypique apres la domestication.
Contrairement a d'autres champignons tels que Penicillium (Ropars et al., 2014) ou
Saccharomyces (Hittinger, 2013), V. inaequalis n'a pas été sélectionné par I'homme pour ces
caracteres favorables. De plus, le passage d'un environnement a l'autre lors du suivi d'hdte est
peut étre trop récent pour permettre d'observer des modifications de caractéres aussi

importantes.
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2.2. Barriéres semi-perméables aux flux de genes

Afin d’enrichir notre étude sur I’impact de la domestication chez V. inaqualis, une approche
en génomique comparative a été effectuée sur la base d’un reséquencage de 36 souches
provenant du centre d’origine du pathogene. A partir des méthodes ABC et celle basée sur les
équations de diffusions dadi, nous avons pu détecter le scénario le plus probable : un contact
secondaire avec hétérogénéité de flux de genes. Cette hétérogénéité s'expliquerait par la
présence de barriéres semi-perméables au flux de génes (Roux et al,, 2013, 2014). L’existence
d'un contact secondaire peut impliquer la présence de barrieres autres que celles lies a

l'adaptation a I'hote.

3. Les contacts secondaires : quelles perspectives ?

Nos différentes études sur V. inaequalis suggérent de nombreuses fois que les remises
en contact secondaire sont des situations trés probables et qu'elles ne doivent pas étre mises a

1'écart face aux hypothéses écologiques souvent invoquées.

L’existence de flux de geénes entre ces deux populations nous a permis de détecter par une
approche en génomique comparative, les genes impliqués dans l'adaptation de 1'habitat, mais
aussi dans l'isolement reproductif. Cependant, la situation de remise en contact secondaire
nous amenera par la suite a interpréter ces locus selon un cadre de lecture différent : les
descriptions de barriéres chez le pathogéne aprés une remise en contact secondaire laisse de
grandes chances d'identifier des incompatibilités génétiques (barriéres endogeénes relatives a
la dépression hybride) de type de Dobzhansky-Miiller (DMI: Dobzhansky, 1937; Muller,
1942; Orr, 1995) accumulées au cours de la divergence et responsables, au moins en partie de
I’absence de flux de geénes. Nos résultats indiquent que le fond génique de la population
domestique commence a envahir la population sauvage. Apres avoir comparé différents traits
d'histoire de vie, quelles seraient les conséquences a l'avenir si cette introgression persistait ?
La création de « supers souches » ayant un potentiel de dispersion accrue et une agressivité
augmentée ? La recombinaison génétique de population divergente permet une introgression
d'alleles entre les fonds génétiques. Cette situation pourrait étre favorable au transfert de
geénes impliqués dans la virulence, 1'agressivité, le potentiel de dispersion, et par conséquent a

la modification des caractéristiques épidémiologiques a long terme de la maladie.
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Les exemples d’émergence de maladies sur plantes sont particuliérement nombreux en
raison notamment de la profonde modification de la structure des paysages qui a fait suite a la
domestication des plantes (Stuckenbrock & McDonald, 2008). La menace que font peser les
champignons phytopathogenes sur les écosystémes cultivés comme sauvages ne cesse de
s’accentuer depuis 20 ans (Fisher et al., 2012). L’identification des facteurs favorisant
I’émergence de ces nouvelles maladies fongiques devient donc absolument nécessaire afin de
prévenir les conséquences néfastes des activités humaines sur I’environnement (Anderson et
al. 2004). La durabilité¢ des résistances aux pathogénes réside en grande partie sur une
focalisation plus importance des premicres étapes dans les programmes de sélection. Un effort
plus grand sur la connaissance de l'aire de répartition de I'hdte géniteur de la résistance,
accompagné d'une redéfinition des agrosystémes permettraient dans un premier temps de

limiter de nouvelles émergences.

4. Perspectives

4.1. A court terme
« Dans notre étude, la croissance mycélienne a été analysée en mesurant le diameétre du
mycélium. Il sera envisageable de réaliser une analyse plus poussée de la structure du
mycélium. Une modélisation de cette structure fractale serait plus appropriée pour
évaluer la croissance du mycélium. En effet, le mycélium est formé d'une succession
d'hyphes ayant des motifs de ramifications semblables (Papagianni, 2006). De plus,
nos résultats suggerent que la croissance est indépendante de la capacité a produire des
spores asexuées. Or, on s'attendait plutdt a ce que la taille du mycélium soit
significativement corrélée au nombre de spores produits. Cette observation suggere
que la mesure de 1'agressivité actuelle (pourcentage de la surface de la feuille portant
des I¢ésions) ne reflete pas la réelle dynamique de croissance de V. inaequalis. Sachant
que le mycélium de V. inaequalis pousse sous la cuticule de la feuille, 1'utilisation de
méthodes basées sur la fluorescence de chlorophylle serait mieux appropriées pour
mesurer l'agressivité (Belin et al., 2014). D'apres Pringle et Taylor (2002), les souches
présentant des spores de grande taille ont généralement un taux de germination plus
¢levé. Dans notre étude, nous n'avons observé aucune corrélation entre la taille des
spores et le taux de germination. Une étude de corrélation entre la taille des spores et
la survie des spores germées serait cependant intéressante a étudier. En effet, une

¢tude préliminaire récente au sein du laboratoire a montré qu'une forte mortalité des
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spores peut intervenir plusieurs jours apres la germination (comm pers).

Dans ce contexte de mise en contact secondaire dans la zone d’origine du pathogeéne,
une ¢tude complémentaire permettra de tester I'hypothése de [’existence
d'incompatibilités de type DMI dans cette zone. Une étude en cours dans 1’équipe
nous laisse fortement penser que cette hypothése est fort plausible. De nouveaux
¢chantillonnages réalisés sous la forme de transect (habitat sauvage-habitat cultivé)
ont été réalisés en aotit 2012 dans cette zone. Neuf sites et plus de 300 souches ont été
prélevés entre Almaty et la frontiére chinoise. Au cours de ma thése, j’ai participé au
traitement de ce jeu de données et identifi¢ 181 SNP dans des genes différenciant
fortement les populations sauvages et anthropisées (fort Fst). L’analyse des clines
génomiques (Gompert & Buerkle, 2011) est actuellement en cours, les premiers
résultats indiquent qu'il existe plusieurs cas de couplage de barrieres (comm pers
Lemaire). A court terme, il est prévu d’appliquer cette méthode dans les vergers ou
une mise en contact secondaire entre populations virulentes et populations endémiques

a été mise en évidence.

Lorsque j’ai débuté ce travail de thése, un des premiers objectifs était de rechercher
des traces de sélection sur I’ensemble des sites polymorphes du génome en s’appuyant
sur les 36 génomes séquencés. Aprés de nombreuses tentatives d’alignements, nous
avons constaté que ce travail était gigantesque et que le résultat ne serait probablement
pas a la hauteur de nos attentes. Malgré une couverture de séquencage relativement
élevée (50X) faisant appel a la technologie Illumina, le nombre de scaffolds moyen
¢tait trop important pour envisager de rechercher les traces de sélection par la
réalisation d'une HapMap sur la base d’un alignement de 36 génomes (nombre de
scaffolds moyen chez CAM : 8495 / nombre de scaffolds moyen chez CAP : 6821 ).
Nous nous heurtons a la présence de zones répétées riches en Adénosine — Thymine
représentant un tiers des génomes de V. inaequalis. Cette structure particuliére en
isochore a fortement complexifi¢ I’assemblage et le travail d'alignement multiple. Des
¢tudes ont montré que les DMI pouvaient impliquer des régions non codantes.
L'alignement global via une HapMap permettrait de ne pas se limiter aux régions
codantes étudiées dans cette étude. Une tentative d’assemblage est programmée en

janvier 2015 a partir de lectures de séquences obtenues par la technologie PacBio dont
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la taille moyenne attendue est de 8 Kb. Une meilleure qualité d'assemblage ainsi
qu'une meilleure robustesse des méthodes d’alignement de génomes devraient alors
nous permettre d'avoir le matériel nécessaire a la réalisation d'une Hapmap, au moins
sur une grande partie des génomes et ainsi localiser les signatures de sélection en

relation avec la domestication du pathogéne.

* Au cours de cette étude nous avons détecté 602 geénes présentant un tres fort Fst entre
les deux populations, autant de génes candidats pouvant faire obstacle aux flux de
genes homogenes entre les deux populations. Il serait également intéressant de pouvoir
localiser des genes candidats potentiellement impliqués dans les changements de traits
d'histoire de vie. La maitrise dans I’équipe de la transformation du pathogéne par
recombinaison homologue permettra d'effectuer des séries de transformations et donc
d’interchanger des all¢les entre les deux populations. Des échanges d'alleles aux locus
responsables de barrieres permettraient de décortiquer les bases génétiques de

l'isolement reproducteur de ce pathogene.

4.2. A plus long terme

« V. inaequalis : vers un mod¢le d'étude / de référence ? »
A ce jour, nous présentons 1’'une des premicres études de I’impact de la domestication d’un
hote sur le pathogéne associé, combinant une approche phénotypique et génomique. Introduit
par Saleh et al. (2014), le processus de pestification, qui correspond a 1'évolution des
caracteres liés a la fitness chez un champignon pathogéne provoquée par la domestication de
son hote, a été décrit. Comme I’évolution de ces traits d’histoire de vie est fortement
dépendante de chaque agent pathogeéne, nous ne pouvons pas d’ores et déja étendre nos
conclusions a d’autres patho-systémes. Toutefois, nos résultats mettent 'accent sur la menace
potentielle des populations d'agents pathogenes vivant dans un environnement sauvage pour
la durabilité de la résistance dans les cultures (L€ Van et al., 2012; Monteil et al., 2013; Leroy
et al., 2014). L’identification et la caractérisation des génes candidats détectés au travers de
I’histoire complexe de V. inaequalis liée a la domestication, pourraient permettre a I’équipe

de faire de la tavelure un modele de référence dans cette thématique dans les années a venir.
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Génomique évolutive de I'agent pathogéne de la tavelure du pommier,

Venturia inaequalis, dans le cadre de la domestication de son héte

Evolutionary genomics of the pathogen of apple scab, Venturia inaequalis, as part of the

domestication of its host

Résumé

Les changements phénotypiques et génétiques consécutifs au
processus de domestication et plus largement du passage d'un
environnement sauvage aux agro-écosystémes sont bien décrits chez
les espéces végétales. Cependant, I'impact de ces changements de
traits d'histoire de vie sur les populations de pathogenes infectant les
hétes domestiqués a jusqu’alors été trés peu abordé. En particulier,
quelles sont les conséquences sur les ftraits d’histoire de vie des
pathogénes du passage d’'un milieu sauvage caractérisé par une grande
hétérogénéité d’hotes a des agro-écosystémes bien plus denses et
homogenes génétiquement? Est-ce que le génome des pathogenes
porte des signatures de changements démographiques ou de sélection
en relation avec la domestication de leurs hotes ? Ces questions traitées
dans le cadre de la présente thése ont porté sur le champignon Venturia
inaequalis, agent pathogéne de la tavelure du pommier, qui partage en
Asie Centrale le méme centre d'origine que son hote endémique
sauvage Malus sieversii. Les travaux reposent principalement sur 1)
'étude du passage de souches sauvages virulentes sur pommier
résistant Vf expliquant le contournement rapide de cette résistance et 2)
I'étude de génomique des populations et de variations phénotypiques
comparant une population de V. inaequalis échantillonnée sur M.
sieversii au Kazakhstan, préalablement identifi€¢e comme étant une
religue de la population ancestrale, et d'une population Kazakhe de
milieu anthropisé. Ces deux populations sont génétiquement
différenciées et partiellement isolées reproductivement. L’utilisation des
deux méthodes d'inférence Il'une I'ABC et l'autre dadi basées sur
lalignement de 10994 génes échantillonnés au sein des deux
populations révélent une histoire complexe de contact secondaire, ou le
champignon aurait dans un premier temps « suivi» la plante héte a
travers le monde au cours de la domestication (modéle de [I'host
tracking) puis échangerait & nouveau depuis peu des génes avec la
population ancestrale au Kazakhstan. Cette situation originale de remise
en contact secondaire favorisant la mise en évidence d’'incompatibilités
génétiques, permet a la fois d’envisager de détecter des génes impliqués
dans I'adaptation a I'habitat (pommier cultivé versus Malus sieversii) et
dans l'isolement reproductif post-zygotique. L’analyse des 36 génomes
séquencés a ainsi permis d’identifier plus de 602 génes présentant un
indice de différentiation (Fst) supérieur a 0,7 autant de génes verrous
faisant potentiellement obstacle aux flux de génes homogénes entre ces
deux populations. Enfin, 'analyse phénotypique de ces deux populations
montre que la domestication du pommier a profondément modifié les
traits d’histoire de vie de V. inaequalis liés a sa dispersion. L’'ensemble
de ces analyses a donc permis d'identifier des locus candidats
potentiellement impliqués dans des modifications des traits d’histoire de
vie, et dans des barriéres géniques, en lien avec la domestication du
pommier.

Mots clés
Zone de domestication, Emergence, Traits d’histoire de vie, Introgression, Vf,
barrieres génétiques, Venturia inaequalis, Contact secondaire.

Abstract

Phenotypic and genetic changes occurring during the process of
domestication are well described in plants. However, the impact of
domestication in life history traits of their pathogens has been
poorly studied. In particular, what are the consequences on the life
history traits of pathogens that switch from the wild habitat
characterized by a high host genetic and spatial heterogeneity to a
much more dense and genetically homogeneous agro-
ecosystems? Have pathogen’s genomes particular signatures of
demographic changes or of selection related to the domestication
of their host? Here we focused on the fungus Venturia inaequalis,
causal agent of apple scab, that shares in Central Asia the same
center of origin of its wild endemic host Malus sieversii.
In the first part of this work we retrace evolutionary history of a
population from the wild that was responsible for the rapid
breakdown of the Vf resistance gene in apple orchards. We then
highlight the threat of wild habitat to scab resistance apple cultivars
and thus the necessity to take into account the wild in the
management of resistance genes. In the second part, a
comparative study based on phenotypic and genomic data was
carried out between two populations sampled in Kazakhstan on M.
sieversii, either in anthropized areas or in non anthropized area, the
latter being identified as a relic of the ancestral population of V.
inaequalis. These two populations were genetically differentiated
and partially reproductively isolated. The use of two methods of
inference (ABC and dadi) based on the alignment of 10 994 genes
sampled in the two populations revealed a complex history of a
secondary contact event. The fungus would have first followed its
host worldwide by "Host-tracking" during the domestication process
and then very recently it would re-exchange genes with its
ancestral population in Kazakhstan. Secondary contact context is
particularly favorable to detect genetic incompatibilities, this
particular situation could then allow identification of genes involved
in adaptation to habitat (cultivated apple versus M. sieversii) and in
post-zygotic reproductive isolation. Analysis of 36 sequenced
genomes has identified more than 602 genes with an index of
differentiation (Fst) greater than 0.7, what represents numerous
candidates genes of potential barriers to homogeneous gene flow
between these two populations. Comparative phenotypic analysis
between these two populations such spores size and capacity to
sporulate showed that apple domestication would have also
modified life history traits of V. inaequalis related to its dispersion.
This study has allowed identification of candidate loci potentially
involved in changes in life history traits, and genetic barriers in
pathogen related to the domestication of apple.

Key Words
Domestication zone, Emergence, life history traits, Introgression, Vf,
genetic barriers, Venturia inaequalis, secondary contact.



