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Résumé 

La diversité  génétique  des  microorganismes  ph@pahogènes  est  le  résultat  d’une 
longue  coévolution  enfre les plantes  et  leurs  parasites. la capacifé à surmonter  les  résis- 
tances sélectionnées chez les  plantes  cultivées/ la rapidité  d’adaptation aux contraintes 
nafurelles  (variations  climatiques) ou induites  dans  l’cgmsystème (la résistance aux Fongi- 
cides par exemple) sont, parmi d’autres, des  indices de cette importante  diversité  génétique. 
II est clair que la connaissance de la structure  des  populations  d’agents  pathogènes condi- 
tionne  foute  strafégie de prévision  et de contrcile  des  maladies. 

A partir de quelques  exemples, nous essayerons de définir la structure  des populations 
de champignons parasites en Fonction de leur m d e  de repduction. Cette  analyse s’ap- 
puiera  principalement sur la caracférisation des variations  génétiques  existant  enfre  les indi- 
vidus  d’une  même  population  et  /‘évolution de ces variations  dans  l’espace  et  le  temps. 
Parmi les nombreux  marqueurs  permeftant  dévaluer la diversité  génétique, nous évaque- 
rons de bçon succincte,  les  caractères  morphologiques,  les krcteurs de virulence, les 
marqueurs  isoqmiques et moléculaires,  et la compatibilité  végétative. 

L’&de  des populations de champignons  phytopathogènes à partir de la compati- 
bilité végétative  comme  mesure de la diversité est relativement  récente.  Elle a été 
surtout  développée  chez  Fusariurn, Verticilliurn et  Colletotrichurn par l’utilisation des 
mutants Nit (mutations  affectant  le  métabolisme  des  nitrates)  comme  jndicateurs de 
l’hétérocaryose. Nous analySerons  successivement  les  méfhodes  mises  en  oeuvre pour 
la caractérisation des groupes de compatibilité, la validité  et les  limites de ce 
marqueur  dans  l’étude de la structure  des  populations. 
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Inkodvetion 

Les méthodes les plus  couramment  employbes  pour  lutter  contre  les  champignons 
parasites des cultures  consistent 6 sélectionner  des  plantes  résistantes ou à appliquer 
des produits  fongicides.  Malheuriusement, les  exemples de résistances  gbnbtiques 
contournées par les  parasites ou dapparition de souches  rbsistantes aux  fongicides 
sont  innombrables. CeHe faculté  &adaptation des  microorganismes aux  contraintes 
imposees par l'homme  et par le milieu  traduit  leur  importante  flexibilitb  génbtique. ILI 

rapiditb de réaction des champignons aux pressions de sblection  est le reflet dun 
important  polymorphisme des populations. De fuit, la structure  des  populations  et  leur 
dynamique  peuvent  avoir  une  grande  influence sur le développement  des  maladies. 

Dans une  perspective  plus large  de  d6velsppement  d'une  agriculture  durable  et 
respectueuse  des  équilibres  naturels,  de  nouvelles  stratbgies  doivent  Btre blaborks  de 
fa~on 6 limiter,  autant  que  possible, la pression  de  sélection  sur les parasites, et déve- 
lopper  de nouvelles  formes de rhsistance  gbnbtique  chez les plantes.  Pour  que  celles-ci 
soient  efficaces, il est indispensable de $&terminer dans quelle  mesure les populations 
parasites  rr+ondent aux contraintes  agronomiques  et  quels sont les mecanismes qui 
sont  génerateurs de  polymorphisme. Cest pourquoi, la connaissance de la structure 
des populations de parasites  s'impose  aussi bien  pour la recherche de nouveaux 
facteurs de résistance  que  pour la mise en place  de strat6gies  d'utilisation  de  ces  rksis- 
tances. 

Cet  exposé se propose  d'analyser  successivement les mécanismes qui sont  source 
de variabilitb gbnétique  chez les champignons  puis  de faire un inventaire des princi- 
paux outils  expérimentaux  permettant  d'6valuer le plymorphisms et de caractériser 
les populations. 

Structure des ppvlafions d'agenk hoglnes : les m6eanisrnes giin6ratevrs de 
variabiiit6 

La variabilité existant  au  sein des populations de champignons  parasites  peut  gtre 
génQree, maintenue  0u modifibe par différents mbcanismes. I I  s'agit dune part de 
mecanismes  biologiques  propres 6 ces microorganismes,  tels  que la reproduction 
sexube, la parasexualité et la mutation, qui  sontà l'origine de recombinaisons ghb-  
tiques. I I  s'agit, d'autre  part, de pressions de seleetion  extérieures,  induites par la 
plante-hôte, par le milieu,  ou  rbsultant de flux de ghnes entre  populations  parasites, 
qui modifient la structure des populations en selectionnant les caracthres  selon  leurs 
aptitudes 6 se maintenir dans des conditions  dhterminées. 

Quelques aspects de ces differents  mecanismes,  de  leur  contribution 6 la structure 
et 6 I'bvolution des populations  pathoghnes  seront successivement  examinbs. 
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La sexuahé 
Chez  les  champignons  pathogènes, la sexualité,  lorsqu'elle  existe, peut  présenter 

des caractéristiques  extrêmement  variées,  c'est-à-dire  être  sous la dépendance de 
systèmes géniques  plus  ou  moins  complexes,  selon  qu'il  s'agit  de  champignons  homo 
ou  hétérothalliques.  Elle  n'est  donc  pas  toujours  effective,  et ses  conséquences  sur la 
structure  des populations sont  difficiles à évaluer,  en particulier chez  les  champignons 
qui possèdent  également  une  reproduction  asexuée. 

Les exemples  suivants  vont  montrer  qu'il  n'est  pas  aisé  de  séparer  les  contributions 
respectives  des deux types  de  reproduction à la structure  des  populations. 

L'didium  des  céréales frysiphe graminis présente  une  reproduction  sexuée  active 
dans la nature,  mais  également  une  phase  conidienne  importante  durant  I'épidémie. 
En prélevant  des  conidies  et  des  ascospores  sur  orge  de  printemps, WEIZ et KRANZ 

(1 987) ont  montré  que la recombinaison  sexuelle  est  responsable  pour  une part des 
changements  intervenus  dans la population  de  spores qui  a  initié  I'épidémie  d'automne. 
Ceci se traduit par une  plus  grande  diversité des  races  et  une  plus faible proportion 
des  races  les  plus  communes  dans  les  descendances  sexuelles (figure 1). La prédomi- 
nance du cycle  asexuel  pendant  I'épidémie  associé à la recombinaison  sexuelle  donne 
à I'oÏdium de l'orge sa grande  aptitude à s'adapter  aux  changements  génétiques de 
l'hôte. 

- 
?! races races 

23 23 
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Figure 1 
Fréquence des races de Erisyphe graminis f. sp. hordei dans un champ  d'orge  expérimental 

en Allemagne sur le cultivar Golden  Promise :- à partir des conidies (Conid. 84 et Conid. 85); 
- à partir des ascospores  (Asc. 84 et Asc. 85). (d'après WELZ & KRANZ, 1987). 



Chez les rouilles  hbtérocycliques où le cycle  sexuel  et le cycle  v6gétatif se déroulent 
sur  des  hstes  diffhrents,  donc au sein de populations  différentes, il est  plus  ais6 de 
skparer les effets de chacun des types de reproduction. 

lation sexuelle était  plus  polymorphe qu'une population exclusivement  maintenue par 
ur&dospores. La premi&-e se caract&ise par 23,5 %de diversitb pour les facteurs devitu- 
lence alors que la seconde ne prbsente  que 6'67 % de diversit6  pour les memes facteurs. 

Les rksultats  sont ù I'spposé dans le cas du Braemia lachcae, agent du mildiou de 
la laitue.  Bien que les deux types de compatibilité sexuelle  coexistent en Californie,  le 1' 

nombre de races  identifibes dans les cultures de cette region est beaucoup  plus  lirnitb 
qu'en  Europe. La très faible  diversith des facteurs de virulence  sugg6t-e  que la reps- 
duction  sexuelle ne joue pas de r6le significatif  dans  I'kvolution des épidernies de cette 
rkgion (Ilon et al., 9987). 

La reproduction sexube peut  donc  intervenir de Façon extr&mement  variable selon 
les microorganismes et les conditions  dans  lesquelles se dkveloppe la maladie. 
6a porglsexu0/if6 

Si le mecanisme de la parasexualite est bien  connu,  et  depuis  longtemps  chez des 
champignons  comme Aspergillus, Penicillium ou Podospora (PONTECORVO, 1 956)' son 
rde effectif  dans la recombinaison  gknktique des  caractères de pathogbnie a kté  plus 
dieficile d mettre en bvidence  chez les champignons  parasites. 

DBS 1969, TINUNE et MCNEIU évoquent  l'existence de I'hbtérocaryose  et de recom- 
binaisons  mitotiques  pour les facteurs de virulence  chez Cochliobolus sativust 
Glomerella cingulatq Leptssphaerk macukms, etc.  Cependant,  tous les recombinants i* 
obtenus  r6sultent de  manipulations  de  laboratoire  passant par la fabrication de 
mutants  auxotrophes  et la formation  d'hktérocasyons  forcks. En conditions  naturelles, v 

il est  beaucoup  plus difficile d'identifier les recombinants  issus de parasexualit6,  faute 
de  marquage  spécifique et il n'existe  pratiquement pas d'exemple où le r6le de celle-ci ~ 

ait hté clairement  dkmontrk. 

Chez Puccinb gramini5 f.sp. trifici, R ~ F S  et GROW (1 986) ont  montr6  qu'une  PU- 

L -  

SHAW (1 991 ) admet cependant  que la parasexdit6 reste  l'hypothèse la plus  satis- 
faisante  pour  expliquer  l'importante  variation des facteurs de virulence observke dans 
les populations  de Phytophthora infesfans du type AI. Elle constitue  tr&s  certainement 
un  mecanisme de recombinaison privilégie chez les champignons  pathogenes 
dbpourvus de reproduction sexuelle  connue. 
6es mutations 

Le taux  de  mutation  chez les champignons  pathogènes, dans les conditions  natu- 
relles,  n'est  pas  connu de façon très prkise car rares sont les études  conduites  sur  ce 
sujet. Les mutations aux  loci de virulence,  6valu6es en laboratoire,  peuvent  varier de 1 O3 
chez fuccinia coronata ù 10-6 chez Melampsora lin; (FLOR, 1958). Dune manière 
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générale,  on  admet  que  le  taux  de  mutation  moyen  chez  les  eucaryotes  est de l'ordre 
de 106. Cette  valeur  est loin d'être  négligeable,  considérée  sur  l'ensemble  des  loci. 
L'accumulation  des  mutations  chez  un  champignon  parasite  est  donc  considérable à 
I'échelle de temps d'un cycle  cultural  de  la  plante-hôte. La mutation  constitue  certaine- 
ment  une  importante  source de variabilité génétique  dans  les  populations  de microor- 
ganismes  parasites.  C'est  d'ailleurs  l'hypothèse  retenue par BURKN et al. (1 983) pour 
expliquer les variations  de  pouvoir  pathogène  chez les rouilles  du  blé  en  Australie. 
La pression  de  sélection  due à l'hôte 

Les  changements induits  dans les populations  parasites par  la plante-hôte  seront 
analysés de façon  détaillée  dans  l'exposé de C. POPE de VAUAV~EIUE qui traitera des 
(( effets  épidémiologiques  de la structure  génétique  des  populations-hôtes D. 
Les flux géniques  liés aux migrations 

Les flux  géniques  sont  extrêmement  importants  chez les champignons  pathogènes, 
soit du fait de la migration des propagules  emportées par  le vent, ou par tout  autre 
véhicule  naturel,  soit  du fait de  migrations  provoquées par l'homme.  Ces flux  condi- 
tionnent la dispersion  de  nouveaux  facteurs de virulence  ou  de  caractères de résistan- 
ce aux fongicides  entre les populations  parasites. I I  est  indispensable  d'en  connaître 
les  mécanismes  et la portée  avant  d'entreprendre  un  programme  de  sélection des 
plantes  pour la résistance. 

Les migrations naturelles  constituent  un  phénomène  courant  chez  les  champignons 
parasites des  parties  aériennes  des  plantes.  Lorsque  des  spores  sont  produites,  leur 
dispersion s'effectue par le  vent,  l'eau, ou les  insectes  dans  les  cas  les  plus  fréquents. 
Les flux  géniques  sont  donc  permanents  et  concernent des populations  plus  ou  moins 
éloignées  selon  le  mode  de  dissémination.-Les  exemples  les  plus  représentatifs  de 
migrations sur  grandes  distances  sont  ceux  des  rouilles  des  céréales  en Amérique  du 
Nord où l'on  assiste à de grands mouvements  épidémiques du sud  vers le nord avec 
la réinstallation de la maladie,  chaque  année au printemps,  sur le  blé  canadien à 
partir d'inoculum  venant  de la  prairie américaine. Des flux  géniques  importants  et 
permanents  s'établissent  ainsi  entre  les  différentes  populations  du  champignon distri- 
bué sur  un  vaste  territoire. 

La graphiose  de l'orme  est  un  exemple  caractéristique de  pandémie  dans  laquelle 
l'homme a joué  un  rôle  de  vecteur. La maladie  a  connu . -  deux phases bien  distinctes : 
la première  entre 1920 et 1940 qui  correspond  au  passage  de  la  maladie  de  l'Europe 
vers  l'Amérique  du  Nord,  caractérisee par des  souches  peu  agressives de 
Ophiostorrta ulmi; la seconde,  récente, correspond'à la diffusion  en  Amérique,  Europe 
et Asie  de  deux nouvelles  races  plus  agressives du parasite  qui  semblent  prendre 
progressivement la place des  anciennes. 
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Les donnies analysbes par BRASIER (1 988) sur la progression  de  I'épidbmie  au 
Portugal  montrent  clairement  le  changement  de  structure  des  populations  entre  deux 
localitbs,  l'une  Tomar  btgnt au front  de  I'epidbmie  tandis  que l'autre, Maka, reprb- 
sente le  front de la vague  6pidbmique  antbrieure  (tableau 1). Les rbsultats  montrent 
I'uniformitb  du  front  de  I'bpidbmie  constitue essentiellement de souches trhs agressives 
qui appartiennent 6 un  super groupe de csrnpatibilitb v&g&tative (SVCG). Ils montrent, 
d'autre  part, la diversification  de la population en arrihre du front (Mafra) caract6ri- 
s b  par l'apparition de nouveaux  groupes de compatibilité  vbgbtative,  associes au 
type A de compatibilité sexuelle. On assiste 6 un  passage  progressif  de  populations 6 
structure  clonale  prédominante au front de I'bpidbmie, 6 des populations hétBroghnes, 
issues de  reproduction sexube,  en arrière des Bpidbmies. 

T C ~ ~ I J  '1. Comparaison entre deux  populations de Ophiosforna ulmi coorrespndant è~ des +id& 
mies successives de graphiose de l'orme dans la @ion de Lisbonne (d'après BRASIER, 'I 988) 

Population Tomar 
Epidbmie 1985 Epidkrnie 1986 
Population Mafra 

Origine des 

33 0 5 4 Type sexuel A 
5% 21 9 3 VCG autres 

9 %  37 % 64 % 93 % SVCG 
1 02 57 1 50 59 souches 

Nombre de 
(s~prophyt4 (parasite) (saprophyte) (parasite) isolats (1 ] 
i"orce Rameaux Écorce Rameaux 

(1 ) Tous  les  Bchantillons  ont  ét6  prblevés en octobre 1986. 
Chez le mildiou  de la pomme de terre, on observe,  comme  dans le cas prkédent, 

deux vagues de  migration très  espacees  dans le temps. La plus  récente concerne la 
propagation, 6 travers  le  monde, du type A% de  compatibilitb  sexuelle  du 
Phytophthora infestans qui &tait jusqdalors confin6 6 quelques vallbes isolbes du 
Mexique  central  (tableau 2). L'analyse de la structure des populations  europkennes  de 
Phytophthora par les marqueurs  isozymiques  (tableau 3) ou les  facteurs de virulence 
(tableau 4) montre  que  cette migration s'accompagne  d'une  substitution  progressive 
des populations  anciennes par de  nouvelles. 

II apparait donc  que les flux  de  gènes  jousnt  un rde très important  dans la stnrc- 
ture et  I'évolution des populations,  bien  que les  bchanges de  matériel  génétique  ne 
soient pas une  rhgle  entre  individus des  anciennes  et des nouvelles  populations. 
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Analyse de la diversi6 

Un grand nombre  de  marqueurs  phénotypiques et  génotypiques  permettent de 
caractériser les champignons  pathogènes et dévaluer la diversité  génétique  au  sein 
des populations. Pour la plupart, il s'agit de caractères  descriptifs qui conduisent à 
évaluer  le  polymorphisme. Les méthodes  nouvelles qui  portent sur  I'étude du  génome 
permettent, quant à elles, de procéderà une  analyse  génétique  des  populations, 
k s  marqueurs  morphologiques 

Les caractères  morphologiques  ont été longtemps  utilisés pour  identifier les champi- 
gnons  pathogènes  et  pour  comparer  des  isolats de différentes  origines.  Leur  analyse 
présente  plusieurs  inconvénients  majeurs  dont  le  premier  est  qu'elle  est  limitée  aux 
microorganismes qui peuvent  être  cultivés  sur  milieu  synthétique.  D'autre  part,  ces  carac- 
tères  sont  extrêmement  variables  chez de  nombreux  champignons  (Colleforichum, 
Fusarium,  etc.),  ce qui  limite la portée de  leur  signification  dans la détermination  des strue 
tures de  populations.  Enfin  et  d'une  manière  générale,  ces  caractères  ne  peuvent p a s  faire 
l'objet  d'une  analyse  génétique  précise, les gènes  impliqués  dans  leur  expression  étant 
beaucoup  trop  nombreux.  Quelques  exceptions  toutefois : certains  de  ces  caractères  sont 
sous la  dépendance de systèmes  géniques  simples,  comme  des  mutants  colorés  chez  les 
rouilles  ou  les  didium,  et  peuvent  faire  l'objet  d'une  analyse  génétique. Ils ne  présentent 
cependant  qu'un  intérêt  limité  compte  tenu  de  leur  faible  fréquence  d'apparition. 

Tableau 2. Liste de  pays dans lesquels la présence du b e  sexué A2 de fhythophthora 
inFeStans a été  détecté,  avec la date  de détection (tiré de D R E ~ ~ H  et al., 1 993) 

Pays 

Mexique 
Allemagne  de I'Est 
Suisse 
Angleterre/Pays  de  Galles 
Pays-Bas 
Ecosse 
Israël 
EWPte 
Suède 
URSS 
Japon 
Allemagne de l'Ouest 
Brésil 
USA 
Pologne 
Irlande 
Canada 
Equateur 
Colombie 
Bolivie 
Corée 
Chine 

Année 

1956 
1980 
1981 
1981 
1981 
1983 
1983 
1984 
1985 
1985 
1985 
1985 
1986 
1987 
1988 
1988 
1989 
1989 
1990 
1990 
1991 

? 
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kkhx.~ 3. (( Ancien )) et (( nouveaux )) g6notypes  dePbfiophtbora  intésfans 
en  Europe  Occidentale  (tir6 de SPIELMAN ef al., 1991 ) 

Ancienne  population 

Nouvelle  population 

GDi - 1 
86/1 00 
86/1 00 

1 0O/1 O0 
1 0O/9 O0 
90/ 1 O0 
96/1 00 

1 00/100 
1 00/100 

Pep - 1 

100/100 
92/92 

92/100 

106/160 
83/160 

160/100 

9%/1 00 

83/1 00 I Type  swu8 
Al 
AI 
Al  
AI 

Al ou A% 
AI ou A2 
Al  ou A2 
Al  ou A2 

Les Q anciens )) génotypes  sont  ceux  dbtectables  avant  la  dissemination du type 
sexue A2 hors du Mexique. 
Les <( nouveaux )) génotypes  sont  ceux qui  ont  apparemment  dbplacé les anciens 
gbnofypes  en  Europe. 

Tableau 4. Cornplexit6 des virulences  d’isolats de Pbytbophthoro infestans 
aux  Pays-Bas  en 1970,  1979, et  en 1989 (tir6 de SPIELMAN et a/., 1991). 

Ann& . Source 

A. Drenth, non  publi ’ 
Mooi, 1971 
hileai, 1971 
Mooi, 1971 

Les earact&res de virulence 

La virulence est le  marqueur  le plus largement  utilisb  pour  caractbriser  les  champi- 
gnons pathogènes, la méthode la plus  simple  Qtant  l’inoculation  sur  une  gamme 
d‘h6tees portant  différents facteurs de résistance. Plus le nombre de genes de rbsistan- 
ce identifiés est important, plus  le  potentiel de caractbrisation des facteurs de virulen- 
ce est grand et plus  l’analyse  de la structure  pathogénique de la population  btudiee 
sera  precise.  Chez la rouille du lin Mdampsora /in;, on  connaît  actuellement 24 loci 
d’avirulence, soit la capacité  potentielle  de  détecter 14 x 1 6 6  gQnotypes differents 
pour les earacthres de virulence. 

Toutefois,  un  des  inconvenients  majeurs  de ce marqueur est qu‘il ne peut  être  utilisé 
que  dans  le cas de  relations  hôte/parasite de iype  g&ne-pour-g&ne,  connues  et  iden- 
tifiées  (tableau 5). Et  mbme  dans ces cas, il n’est pas toujours  possible  de  disposer 
d’hôtes différentiels  permettant  de  caractériser tous les Facteurs  d‘avirulence. Canalyse 
se trouve  donc  être  restreinte 6 quelques  gènes qui ne donneront pus  nkessairement 
une bonne Qvaluation du niveau  de  polymorphisme  au  sein  de la population étudiée. 
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Tableuu 5. Couples  plantes/parasites avec interaction gènes pour gènes. 

Avena 
Avena 
Avena 
coffea 
Gossypium 
Helianthus 
Hordeum 
Hordeum 
Hordeum 
Linum 
Lycopersicon 
Malus 
Qtyza 
Q v a  
Phaseolus 
Phaseolus 
Solanum 
Solanum 
Solanum 
Trificum 
Triticum 
Trificum 
Trificum 
Triticum 
Trificum 
Triticum 
Triticum 

C* 
C 
C 
C 
B' 
C 
C 
N* 
C 
C 
C 
C 
C 
1' 
C 
V' 
N 
C 
C 
C 
I 
C 
C 
C 
C 
C 
C 

Helminthosporium  victoriae 
Puccinia  graminis  avenae 
Ustilago  avenae 
Hemileia  vastatrix 
Xanthomonas  malvacearum 
Puccinia  helianthi 
Erysiphe  graminis  horde; 
Heterodera  avenae 
Ustilago horde; 
Melampsora lini 
Cladosporium fulvum 
Venturia  inzeqvalis 
Pyricularia oryzae 
Qrseolia otyzae 
Colletotrichum  Iindemuthianum 
Common Bean Mosaic  Virus 
Heterodera rostochiensis 
Phfiophthora infestans 
Synchytrium  endobioticum 
Erysiphe  graminis tritici 
Mayetiola destrucfor 
Puccinia  graminis fritici 
Puccinia  recondita 
Puccinia striifonnis 
Tilletia  caries 
Tilletia  controversa 
Ustilago tritici 
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* C : champignon, B : bactérie, N : nématode, I : insecte, V : virus. 

La compatibilifé végétative 
La compatibilité  végétative  représente  l'aptitude  de  deux  thalles  d'origine  différente 

à former  un  hétérocaryon stable,  en  dehors de  toute  compatibilité sexuelle. Chez les 
champignons  dépourvus  de  reproduction sexuée,  c'est la phase initialeà la  réalisation 
de la parasexualité. 

Les  systèmes géniques qui gouvernent la compatibilité  végétative  ont  été  étudiés 
chez  plus  de 20 genres de champignons,  dont  de  nombreux  parasites  de  plantes 
(LESUE, 1993). Les  systèmes  les  plus  simples  sont  ceux  chez  lesquels la compatibilité est 
dite  allélique.  Deux  individus  sont  compatibles s'ils possèdent  les  mêmes  allèles à tous 
les loci de  compatibilité (gènes  vie).  Ceux-ci  peuvent  être  plus  ou  moins  nombreux, 
selon  les  espèces.  Par  exemple, 8 gènes  vie ont  été  identifiés  chez  Aspergillus nidulans 
et 7 chez  Cryphonecfria  parasitica.  Comme ces  gènes  sont  multialléliques, il existe  un 
grand nombre  de  groupes  de  compatibilité  végétative (GCV) dans  les populations 
naturelles de champignons  pathogènes. La compatibilité  végétative est donc  un 
marqueur intéressant pour  déterminer  le  niveau de polymorphisme  des  populations. 
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Dans la pratique, les progr&s rQalis6s dans l'utilisation de la compatibilitb  vegéta- 
tive  pour  I'Qtude des populations de champignons  pathogknes  r6sultent  essentielle- 
ment de l'emploi des mutants (( nit )) comme  marqueurs  de  I'hQtérocaryose,  tech- 
nique rapide et facile 6 mettre en muvre. 

Les bases m6thodologiques pour la caract6risatior1 des groupes de csmpafibilit6 
v6gbtative 
Le principe de la mQthode de caractbrisatisn des hét6rocaryons  est  simple : il 
consiste 6 confronter,  sur milieu  minimum,  deux  mutants  ddicients  nutritionnels 
affectbs 6 des loci diffbrents.  L'h&térocaryose, quand elle se rbalise, permet la 
compl6mentation des $&ciences; le mycQlium  h6t6rocaryotique  présente donc 
un phknotype  sauvage  sur le milieu  minimum. 
L'utilisation des mutants  déficients dans la chaine  metabolique de l'azote  nitrique, 
ou mutants  nit,  est la méthode  qui a permis de passer 6 une  bchelle d'analyse 
beaucoup  plus  importante. 
A partir de culture  sur  milieu 6 base de chlorate, il est  aise  d'obtenir des mutants ' 

chlorate-rksistants  dont  au  moins  trois  sont  parfaitement  identifiables. II s'agit des 
mutants nitl, nit3 et nitM. Les premiers  sont  affectes  au gène de  structure de la 
nitraie rkductase;  les  mutants nit3 portent  une  mutation  qui  affecte  un  gène de 
rhgulation; les mutants nit M sont  affectés  (plusieurs  loci  sont en ieu)  au  niveau de 
la biosynthhse  d'un  cofacteur 6 molybdkne qui active la nitrate  réductase. 
Trois  sources  d'azote  différentes, le nitrate,  I'hypoxanthine et le nitrite sont nbces- 
saires pour  caractbriser les mutants. II sufFit  ensuite de les csnkonter sur milieu 
minimum  pour  mettre en  évidenee  I'hbt6rocaryon.  Toutefois, les confrontations 
doivent  toujours  mettre en prbsence  un  mutant nit M, consid&é comme testeur, 
pour assurer le succ6s de la complbmentation  en cas de compatibilité  (tableau 6). 
Tous les isolats  capables de former un  hbt6rocaryon en confrontation  appartien- 
nent B un seul  et  m&ne groupe de compatibilitb (GCV). Cette  caractbristique  mise 
en évidence par Leslie chez F U S C I F ~ U ~  donne bidemment toute sa valeur 6 la 
compatibilitb  vbgbtative  comme  marqueur  de la diversitb  génbtique. 

Tableau 6. Réactions de cornpl6rnentatisn entre mutants (( nit )) 

chez Fusarium oxyspmrn (d'aprks COREU et al., 1 987) 

I nit 1 nit M nit 3 

nit 1 

(+) ou (-1 (+) (+) n i tM 
(+l . ( -1 (-) ou (+/-) nit 3 
(+l (-) ou (+/-) (-) ou (+/-) * 

* Réaction  interrnbdiaire, la complbmentation  n'est pas nettement  caracterisbe. 
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0 Les GCV marqueurs de polymorphisme 
Parmi  les principaux genres de  champignons  phytopathogènes  chez  lesquels  les 
GCV ont été  recherchés, on  peut  signaler  Colletotrichum,  Cryphonectria, 
Fusari& Ophiostoma et  Verficillium.  Chez  Fusarium  oxysporum par exemple, 
certaines  populations  peuvent  être  très  polymorphes  pour la compatibilité  végé- 
tative.  Dans  une  étude  réalisée  sur la fusariose  du palmierà huile, ~ S S A  (1 993) 
identifie plus  de 20 GCV  dans un échantillon de 61 souches  isolées de  palmiers 
fusariés ou de sols de  plantations  provenant  de  différentes  régions  d'Afrique  et 
d'Amérique du Sud.  Chez  le F. oxysporum  f.sp.  vasinfëctum du  cotonnier, 
ASSIGBRSE (1 993) détermine 14 GCV parmi 55 souches originaires de diffé- 
rentes régions du monde. II montre par ailleurs  que tous  les  isolats  des  races B et 
C  du  parasite se regroupent,  respectivement, au sein  d'un  même groupe  de 
compatibilité  végétative. La relation  entre GCV et pouvoir  pathogène  peut  être 
extrêmement  étroite  comme  chez F. oxysporum fsp. albedinis où toutes  les 
souches  pathogènes du dattier isolées au Maroc appartiennent au même groupe 
de compatibilité (TANTAOUI & BOISSON, 1991). II s'agit,  comme  le montre  cet 
exemple,  d'un  marqueur  également  utilisable  comme  outil  de  diagnostic ou de 
caractérisation  de  certains  pathotypes. 

les  marqueurs  moléculaires 
Depuis  plusieurs  années,  un  certain  nombre de techniques  ont  été  développées 

pour  effectuer  l'étude  génétique  des  populations à partir de  marqueurs  moléculaires, 
plus  performants  que  les  marqueurs  conventionnels.  L'étude du polymorphisme  enzy- 
matique  a  constitué  une  première  étape  dans  l'analyse des variations  affectant  le 
génome.  De  nouvelles  techniques de  biologie  moléculaire  permettent  d'étudier  de 
façon  plus  précise  les  variations  existant  au  niveau  des  séquences de l'ADN 
("DONALD & MCDERMOTT, 1 993; MICHELMORE & HUBERT, 1987). 

0 Le polymorphisme  enzymatique 
L'étude du *polymorphisme  enzymatique par électrophorèse  a  été  très  largement 
employée  pour  un grand nombre  d'organismes  vivants,  mais  ce  n'est  que  depuis 
les  années 70 qu'elle a été  généralisée aux champignons  phytopathogènes. 
La molécule  protéique  présente  une  charge  globale  qui lui permet  de  migrer  dans 
un  champ  électrique. C'est  cette propriété  qui constitue  le principe  de  base  de la 
séparation par électrophorèse.  Après  extraction,  les  protéines  sont  déposées  sur 
un  support  solide,  tel  que  l'amidon  ou  le  polyacrylamide, ef  placées  dans  un 
champ  électrique. La migration  conduit à séparer les  molécules  en fonction  de 
leur  charge  et  de  leur  taille. Toute modification  dans la séquence  des  acides 
aminés qui altère  l'une  de ces deux  caractéristiques  doit  donc  être  identifiable 
par électrophorèse.  L'analyse du polymorphisme  des  protéines  s'est  surtout orien- 
tée  vers  les  enzymes  plus  faciles à identifier du fait  de  leur  activité  spécifique. 
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L‘étape  suivante  consiste à interprbter les zymqrammes obtenus apris rbvblation 
c’est-à-dire à identifier le  support  génetique  des  phbns~ypes observés (MAY, 
1992). Pour  une  activiti? enqmatique donnbe, il est  possible  de  d6terminer le 
nombre  d”all8les  prbsents  au  lbcus  consid6r6, donc d’identifier  dans une popula- 
tion,  les  différents  individus  selon les alliles qu’ils  posskdent.  De facon courante, 
une quinzaine  d’activitbs  enzymatiques sont  btvdi6es the? les  champignons 
pathogines,  parce qu‘elles  sont  aisees & revbler et  qu‘elles  prbsentent  un bon 
niveau de polymorphisme. 
C‘est ainsi que  l‘analyse  du  polymorphisme  enzymatique a 6th tris largement 
utilisee,  aussi bien dans des  &tudes de  taxonomie (identification des espices chez 
Phytophthora, Pyhium, Fusarium,  etc.), que  pour identifier des pathotypes  ou 
analyser la structure  génétique des populations. Les études  d&velspp8es par 
FRY et al. (1 992) sur le mildiou de la pomme de  terre  constituent  un  excellent 
exemple de l‘utilisation  du  polymorphisme  enzymatique dans l’analyse des 
populations.  Parmi les quinze  activites  enzymatiques  btudiees  chez Phyt0phthora 
infafastans, cinq  ont  montré un  niveau  de  polymorphisme  et de résolution  suffisant 
pour  une  analyse  génetique  dbtaillée. La plus  btudiée est certainement la Glucose 
6 Phosphate  lsomérase (Gpi) au Iocus.de laquelle sept all&les ont  bt6  caractérises. 
~a  nature et la frbquence  des alliiles prbsents à ce  locus  fournissent  de  précieuses 
indications sur la composition des populations et leur  bvolution  (tableau 7). 

T C I ~ ~ I J  7. Frtquence des aII&Ies l e s  plus communs de la Glucose 6 Phosphate lsodrass (Gpi) 
selon le lieu et Pannée de collecte des swches de Phfiophlfiom infesbns (el’aprb FRY et al., 1992) 

I Origine 

Mexique central 1983-89 
Pays-Bas avant 1980 

apsn 1 987-1 990 
Pérou 1984-1 986 

All&les de la Gpi 
83 130  122 1 00 90 86 
0,Ol O,23 

O,59 O,4l O O 
O O 085 O O,5 O 
O,O1 O,17 O,55 0,O2 

O O O,6 O O,4 O 
O O O95 O 0,5 O 
O O 6,83 6 O,17 O 
O O O95 O 0,s O 
O O 

* Rbaction  intermediaire, la complementation  n‘est pas nettement  caractbrisee. 
Malgré une  incontestable  avancQ  dans l’analyse gbnétique  des  populations, 
l’utilisation des  marqueurs  enzymatiques présente un  certain  nombre  de  limites 
libes, en  particulier, au Fait que  moins de 30 % du gbnome est implique dans la 
synth$se des protéines inqmatiques. Une part  importante  du  polymorphisme 
génomique est ainsi ignorée. C‘est  pourquoi, de nouvelles  mbthodes  de biologie 
molkulaire ont été  elaborées afin d‘explorer la totalité  du  gbnome. 
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O Le polymorphisme  génomique 
Les RFLP (Restriction  Fragment  Length  Polymorphism = Polymorphisme de 
longueur des  Fragments  de  restriction) . 

Cette  méthode  permet de détecter  des  variations de séquence au  niveau des  sites 
de restriction. La technique  consiste à hybrider des  sondes de séquence détermi- 
née  sur  des  fragments d'ADN obtenus par digestion  de  l'ADN  nucléaire  ou  mito- 
chondrial avec  des  enzymes de  restriction.  Celles-ci  sont  des  endonucléases qui 
reconnaissent  spécifiquement  des  sites de séquence  déterminée. Les fragments 
sont  ensuite  séparés par électrophorèse  sur gel d'agarose,  selon  leur  taille. Les 
variations observées portent  donc sur la longueur  des  fragments  reconnus par la 
sonde.  En  effet,  toutes  mutations  (substitutions  de  paires de bases,  délétions ou 
additions)  modifient la position du site de  restriction  et  modifieront  donc la 
longueur du fragment qui résultera  de la digestion. 
Le choix des  endonucléases  (spécifiques de différentes  séquences)  et le  choix des 
sondes  (nature  de la séquence, cible  d'ADN à étudier)  permettent  d'explorer  une 
grande étendue du génome,  qu'il  s'agisse de  régions  codantes ou  non codantes. 
On choisit  cependant  des  sondes qui  correspondentà des  séquences  uniques  dans 
le  génome afin de  pouvoir  identifier à un  locus  déterminé,  les  différents  allèles 
présents  dans la  population.  Chez les  champignons  pathogènes, de nombreuses 
études ont été  réalisées  sur  les RFLP d'ADN mitochondrial  et  nucléaire.  Elles  permet- 
tent de mettre  en  évidence  un  polymorphisme  génomique  entre  des  individus au 
niveau  intraspécifique. 
Des  études  plus  précises  peuvent  être  réalisées  en  utilisant  des  sondes particu- 
lières qui permettent  d'identifier  chaque  individu. On établit ainsi des 
(( empreintes  génétiques )) (ou fingerprint) en utilisant.  comme  sonde  des 
séquences  répétées  en  tandem  (minisatellites) ou dispersées dans  le  génome. Le 
nombre de répétitions  de ces  séquences  et leur  localisation  étant  extrêmement 
variables d'un  génotype à l'autre,  les profils  d'hybridation se caractérisent par 
une  multitude  de  bandes [20 à 40) correspondant à des  fragments  d'ADN  de 
taille différente.  Parmi de  nombreux  travaux,  ceux  de MJLGROOM et al. (1 992) sur 
Cryphonectria  parasitica,  agent  de la maladie  de l'encre du châtaignier,  consti- 
tuent  un bel  exemple  d'analyse  de la structure  génétique  des  populations  de 
champignon  parasite à l'aide de ces  techniques. . 
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La technique de la PCR (P0lymemse Chain Reaetion = r6acti0n en c h a h  de la 
olym6rase) et les marqueun PD ( ~ ~ n ~ ~ ~ ~  A m p I i M  ~0 

DN polymorphe amplifi6 au hasard) 
La  PCR  est  une technique dont le principe est  relativement  simple. ~l le  consiste B 
synthktiser de trks  nombreuses  copies (amplifier) de s6quences d'ADN homo- 
logues B partir d'uns tr&s faible  quantitk d'ADN initiale,  gr&e 6 l'action de 
l'ADN polymbrase. La synthhse  s'effectue B partir de deux amorces oligonuel~o- 
tidiques qui sont  complbmentaires de chacune  des  extrbmitks de la sbquence 6 
amplifier. 
Dans la pratique,  l'amplification est e k t u k  au cours  de cycles successifs de 
synthhse et de  dhnaturation de l'ADN dans un  tampon où l'amorce est  ajout&, 
avec des dbsoxynuclbtides libres, B la Taq plymbrase (polpbrase thermo- 

. stable). Lors du  .premier cycle sont effectuks les  copies de la s6quence  cible,  puis 
les copies des copies  et ainsi.de suite  pendant 30 B 40 cycles en  moyenne. Les 
Fragments  obtenus  peuvent etre variables en longueur  d'un  individu 6 l'autre et 
seront sbparbs par Blectrophor&se. 
La technique WPD utilise le principe de la PCR pour  amplifier au hasard des 
sbquences de l'ADN. L'amplification est rkliske 6 l'aide  d'une  seule  amorce de 
skquence  trhs  courte'  dans des conditions de tempbrature  qui  favorisent  un appa- 
riement non spbcifique. En gknkral,  plusieurs  k0gments d'ADN sont  amplifi&s, 
produisant des profils klectrophorbtiques  polymorphes.  Compte  tenu du nombre 
considérable  d'amorces  pouvant Gfre utilisbes  pour  marquer la sbquence B 
amplifier, et la rbpartition au hasard de celle-ci dans le génome, le nombre de 
marqueurs WPD est pratiquement illimitk. Ces  marqueurs  prbsentent  bgalement 
l'avantage de pouvoir  sonder la totalité  du  gknome. Ils ont kté largement  utilisks 
pour  l'analyse  gbnbtique des populations de parasites, car ils permettent  d'bva- 
luer le polymorphisme  au  niveau  intraspbcifique, comme par exemple pour diffb- 
rencier les races de Fusarium orum f.sp. vasinkctum sur le cotonnier 
(ASSIGBETSE et a/+! 1 994). 

Cet  ensemble de  techniques a apport6 un  indiscutable  progrks  dans la gén6tiqua 
des populations de champignons  parasites.  D'&normes  progrhs  sont  encore  possibles 
dans  I'btablissement  des cartes gbnbtiques,  l'identification  et le clonage des gBnes 
d'avirulence,  toutes  connaissances  capitales  pour  I'amklioration  gknktique des plantes 
et la sblection pour la rbsistance.  D'autre prt, l'extrême prkision de  diagnostic 6 
laquelle les techniques molkulaires permettent d'accder constitue  un outil de première 
efficacitb au service de I'bpidémiologiste. II est  désormais  possible,  @ce B l'utilisation 
de sondes  spbcifiques, de repbrer des souches particulikres  au sein des populations, 
par exemple,  d'identifier celles qui portent  un  gène  d'avirulence  dbterminé, ou un 
facteur de rbsistance è~ un  fongicide. 

i 
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Le champ  d'application  de ces  techniques  reste  donc  largement  ouvert  en phyto- 
pathologie. Elles  sont cependant  extrêmement  coûteuses  et  souvent  délicates à mettre 
en  œuvre,  ce qui limite leur  accessibilité. 

Conclusion 

La génétique  des  populations  appliquée  aux  champignons  parasites  est  une  voie 
de  recherche  en  plein  essor, grâce à l'apparition des  techniques de  génétique  molé- 
culaire  qui  ont  permis de faire progresser  nos  connaissances  sur la structure  des popu- 
lations. En parvenant à une  meilleure  appréciation  du  polymorphisme, il est  possible 
d'évaluer  avec  plus de précision  l'aptitude  de  l'agent  pathogène à répondre  aux 
changements  intervenant  dans  l'agrosystème.  C'est  un progrès  important qui permet- 
tra de gérer les  gènes de  résistance des plantes  en  fonction  d'une  évolution  prévisible 
des populations  parasites  dans  le temps  et  dans  l'espace. 
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