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- OfpFKHOOH JOREDOH OfpPHUJHQFH HW OfLQYDVLRQ GHV PDOD
largement reconnu représentant une menace grandissante sur la sécurité alimentaire, avec des
répercussions soeironomigques importantes. Laagde famine de 184849 en Irlande, due aux

épidémies dévastatrices non maitrisées du mildiou de la pomme de terre causé par le champignon
Phytophtora infestansefléte parfaitement les problématiques des épidémies de maladies infectieuses. A

cette épogti OD VRXFKH UHVSRQVDEOH GH OfYpSLGpPLH pWDLW PpFR
VSpFLILTXH HW DGDSWp FRQWUH OH SDWKRJgQH /D PDODGLH D
grande échelle, accentuant la misere rurale existante, affamsinia population, la privant de toute
SRVVLELOLWp GH VXEVLVWDQFH HW D FDXVp GH WUqV ORXUGH)
HQFRUH DXMRXUGYKXL GLIILFLOH j FRQWU{OHU G€ j OfLQVWDELO
conpromettant le déploiement de variétés résistantes et des fongicides. La clé du mystére réside dans
OTDQDO\VH GH OD VWUXFWXUH JpQpWLTXH GH VHV SRSXODWLRQV

De nos jours a Madagascar, une maladie bactérienne extrémement seugrepe rapide déclin de la

ILOLQUH SRPPH GH WHUUH ,0 VIDJLW GTXQH pSLGpPLH GH 10p!
G T HV Radddiy solanacearumFH5V O XQH GHV PDODGLHV EDFWpPULHQQHV
de terre entrainant le fitissement et la mort de la plante. Avec le riz, la pomme de terre est une culture

vivriere économigquement importante dans les Hauts Plateaux de Madagascar. La production nationale est
DXMRXUGTKXL PHQDFpH SDU FHV pSL Gt Rlinténairé Snbjéuy Bt ODLUHV
FRPSURPHWWHQW OHV PR\HQV GIH[LVWHQFH GHV UXUDX[ /D PD
EDVVLQV GH SURGXFWLRQ GH SRPPH GH WHUUH GHV +DXWV 30DW
Bien que des variétésedoomme de terre identifices comme résistantes/tolérantes au flétrissement
EDFWpULHQ VRLHQW FXOWLYpHVY HOOHV VXFFRPEHQW DXMRXUG
alarmante a nécessité une vaste étude épidémiologique pour proposer inendestaolutions de lutte,

objet principal de cette thése.

/D JHVWLRQ HW OH FRQWU{OH GTXQH pSLGpPLH LPSOLTXH OD FDI
une évaluation de sa diversité, puis la compréhension de la biologie des populatérenest

impliguées et si possible leur évolution. Combiner les informations obtenues avec les données spatio
WHPSRUHOOHV LPSOLTXpHV GDQV OYpPHUJHQFH HW OD GLVWULE]
compréhension de principaux traits épideRORJLTXHY FRPPH LGHQWLILHU OHV VR
UpVHUYRLUV GTLQRFXOXP HWh fdédVHR RGD@Q pHW SHHU WHD @ U IRIQMWV LG
HQ °XYUH GHV VWUDWpPJLHY GH OXWWH DGD SWgpagstiof &/ DQW j DW
OTLQRFXOXP

Les sciences et techniques issues de la biologie moléculaire ont révolutionné de nombreux domaines de la
PLFURELRORJLH HW OYpSLGpPLRORJLH GHV PDODGLHV LQIHFWLH
une méthode de choix@v OD FDUDFWpULVDWLRQ GH OYDJHQW SDWKRJqQH
LO SHUPHW GIDSSUpKHQGHU OD GLYHUVLWp GTXQH SRSXODWLR
LVRODWYV TXL OD FRPSRVH VHORQ O Hetitld/gévidtifue @dsigh¥eGodv HW O H >
FKDTXH LVRODW SHUPHW HQVXLWH GYDERUGHU OHV UHODWLRQ\
structure et dynamique des populations (biologie des populations), et les différentes questions biologiques

liées a la dgamique de la maladie.
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En préalable a cette these, les connaissances actuelles sur la biologie des populations des souches du ceRs
prévalentes a Madagascar étaient limitées et trés incomplétes. Elles ne permettaient en aucun cas un suivi
épidémiologique $ OfLVVXH GH QRV SURVSHFWLRQV HW GHV HIIRUWYV GH
approches MLSA (analyse du polymorphisme nucléotidique de plusieurs séquences partielles de génes
fonctionnels polymorphes) et MLVA (analyse du polymorphisme dsiquirs locus de séquences

répétées en tandem), complétés par les analysagdoinatigues des données génétiques recueillies,

cette thése discute de la diversité génétique des souches du ceRs présentes dans les bassins de production,

la structure généfile des populations, la distribution et la dissémination des souches duetelRs

solutions agronomiques a recommander pour une meilleure gestion et controle de la maladie.

Ce manuscrit de thése est organisé en quatre parties :

X Uneintroduction générale aux problématiques traitées dans ce travail. Nous présentons le
contexte global et scientifique qui ont motivé la thése, les questions de recherche auxquelles cette
étude tentera de répondre, et les grandes lignes des différentes approches adogipesgre
aux objectifs de la thése.

X Unesynthése bibliographiguedécrivant une vue générale de la technique du génotypage et les
différentes exploitations possibles des données génétiques qui permettent de répondre aux
REMHFWLIV SRVpWHVOYBWDKWH\G K XO FHBW XQ pWDW GH OfYDU
JpQRW\SDJH GHV VRXFKHYVY GLVSRQLEOHV Hpathadie@GLVSHQVEL
la résistance au flétrissement bactérien.

X La troisieme partie porte sur les travaux de rechercheiséal Elle est constituée theis
chapitres distincts et complémentaires. thapitte | SRUWH VXU OH GpYHORSSHPHQYV
MLVA pour le génotypage des souches du ceRs de phylotype ithdgmtre Il est dédié a
OTDQDO\VH GH OD G Lsolthey dWaeRs p@vaMhted XMahs @41 bassins de
SURGXFWLRQ HW VXU OD VWUXFWXUH GHV SRSXODWLRQV ¢
bactérien. Lechapitre Il rend compte des propriétés de résistance des variétés améliorées de
pomme de terre ciltes a Madagascar ¥dsiis de souches représentatives de la diversité
génotypigue identifiée.

X Laderniére partie du manuscrit est urenclusion généralet lesperspectivesqui découlent
de mes travaux de recherche.
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INTRODUCTION GENERALE




Figure 1 £Symptdbmegle flétrissement bactérien causés par le ceRs. (A) Pourriture brune de la
pomme de terre. (B) Maladie de Granville du tabac. (C) Maladie de MoKdajBlie de Bugtok.

(E) Maladie de Sumatra chez le giroflier. (F) Maladie du sang chez le babeiigrphotos (A) G.

Cellier ; SRavelomanantsoa ; ( :/lwww.crosscreekseed.cpiC) hitp:/farmextensionmanager.com/
htté://caricom.o@ ; (F)http:/mwww.agroinsight.com/ ; (D) Talip et al 2013 ; (G)
https://bananaroots.wordpress.¢om
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u$ IDLOXUH WR PRQLWR W aNKdiseasSUchrDHaveRlisaStiou3 @inse@iencas/ on
DJULFXOWXUDO SURGXFWLRQ DQG IRR @échrdtierx deLMernia HelehaPLOOLR Q)
Semedo, directrice générale adjointe de la FAO, chargée des Ressources naturelles, lors du meeting

anntel de la Commission des Mesures Phytosanitaires (CMP), organe directeur de la Convention
Internationale sur la Protection des Végétaux (CIPV), qui rassemble les meilleurs spécialistes en santé des
plantes des 181 pays membres (Mars 2015).

Alors que le dét. GH OTDJUFEXDYWFOHHHEXV GIDXJPHQWHU OD SURGXFWLR
SRSXODWLRQ PRQGLDOH HQ IRUWH FURI(FAURMY) tes Geha&e® XV GH F
omniprésentes posés par les agents phytopathogéniesoorganismes qui provoquent des maladies

chez les végétaux, constituent une contrainteHX)JH SRXU OYDJULFXOWXUH SRXYDQW
UpSHUFXVVLRQV j ORQJ WHUPH VXU OD SURGXFWLRQ GXUDEOH
mondiale. On peut évoquer ici quelques exemples classiques des conséguences désastreuses des maladie

de cultures :xLa grande famine en Irlande de 184819 (Grada & Eiriksson 2006§voquée
SUpFpGHPPHQW D HX GTpQRUPHV LPSDFWV GpPRJURISKLTXHV HW
destruction complete des plantations de café en 1869 au Sri Lanka (Baylarmpuille du café causée

par le champignordemileia vastatrix(Kushalappa & Eskes 198%\utrefois prosperes, elles sont

remplacées par la plantation de thkéf pFKHF GH OD FXOWXUH LQGXVWULHOOH GH C
du champignoMlicrocyclus uleiqui cause des brdlure des feuilleeberei 2007)Pourtant berceau de

OTKpYpD OD FXOWXUH HVW GHY H Q XLes ReéPt&Onepdrtbhies dg \WecdltesS RV V L E O
dans des cultures de blé en Amérigue du Nord vers les années 40 a causdd@ @ FMUQRLUH GRQW Of
responsable est le champigreurccinia graminigritici (Carefoot & Sprott 1967FEn 1999, une souche

SOXV YLUXOHQWH QRPPpH u8J 1 D RFFDVLRQQpP GH ORXUGV GpJk\
constitue une menace réelle pour les autres pays producteury S@Hé2010) XEt récemment, la

bactérieXylella fastidiosequi détruit les oliviers dan® H 6 XG GH O, WDOLH HW TXL FRQVW
PHQDFH SRXU OT(XURSH (332 6SHFLDO $OHUW

3DUPL OHV PHQDFHV SRXYDQW FRPSURPHWWUH ODIleSpUHQQLW
IOpWULVVHPHQW EDFWpULHQ F Balstmia SdahhcEaHInEeRB)E@ Hidure GTHV SqFH
parmi les maladies les plus dévastatrices des cultures vivrieres et de rente a travers le monde, comme la
SRPPH GH WHUUH OD WRPDWH OH WDEDF O QEdbiRstddd QH OH Sl
2005a) La maladie est connue sous le nhom de pourriture brune de la pomme de terre, maladie de
Granville du tabac, maladie de Moko, maladie de Bugtok, maladie du sang chez le bananier, et le
fiétrissement du giroflier a Sumatfeigure 1). Les pertes infligées aichamps et au stockage par le
IOpWULVVHPHQW EDFWpPULHQ SHXYHQW rW kB Bilildeg s PeEReSUGHYV $ W
de la récolte de pomme de terre sont signalées jusqu'a 75 % dans les zones a forte incidence et 100 % des
pommes de tee entreposédg€astillo & Plata 2016) XxEn Malaisie, les pertes de rendement pour la
FXOWXUH GH EDQDQH SHXY H QWenDRWAN. WalReGalU2a1D n@uHKeiyé NeT X 1 |
flétrissement baétien affecte plus de 70 % des exploitations de pommes de terre avec des pertes de
rendement allant de 50 a 10QRAuthoniet al.2012) xEn Ethiopie, une forte incidence du flétrissement

bactérien est observée dans toutes les régions de culture du gingembre avec une importante perte estimée

a 100 %(Habetewold kifelevet al.2015)

Les souches qui unifient le ceR®nt structurées en quatre lignées phylogénétiques distinctes

SK\ORW\SHV FRUUHVSRQGDQW DX[ VRXFKHV RULJLQDLUHV Gf$\
G 1, QG R Q [§Rfitrk& Fegan 2005(Figure 2). /THQVHPEOH GH FHV VRXFKHV SRVHQ
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problémes agronomiques et économidgeregaison de leur exceptionnelle gamme de plantes hétes, leur

large répartition géographique, leur capacité de survie, et la diversité ugtaésgciéfAlvarez et al.

2010; CABI 2016; EPPO 2015) /D GLVSHUVLRQ GT1XQ WHO DJHQW SDWKRJQqQ

VIDJLVVDQW GT1XQ RUJDQLVPH QXLVLEOH UpJOHPHeQtMép TXL IDLW
&( GDQV OD J]RQH GH (EPFO QAU EstdarIadisteiestdgents potentiels

de bioterrorisme aux Etdtiis (USDA/APHIS 2005) (QWUH DXWUHV OH FH5V IDLW

épidémiosurveillance dans les pays ou la maladie sévit et figure parmi les bactéries phytopathogénes

vasculaies les plus étudiées (Mansfielthl.2012).

Les souches du ceRs sont présentes a Madagascar.

Signalées pour la premiere fois en 1934 par Bourriquet (1946) sur des cultures de tabac, le flétrissement
bactérien est observé dans les zones maraichérddades Plateaux, des cotes Ouest et Est de
MadagascaffFigure 3) j O TendéDiguieavec une incidence significative sur les cultures maraichéres
WHOOHYV TXH OD WRPDWH OYDXEHUJLQH OHR#QEODIS)IRATDUDFKLGEH
pomme de terre est une culture vivriere et économiquement importante a Madagascar. Elle est cultivée

sur plus de 5000 Ha(CEFFEL 2014kn trois saisorsur W D'Qdditrefpluviale (Novembrilars)

et culture intermédiaire (Janvi€@D L  BéaXaho§i plaines et rizigres : culture de décrue ou centre

saison (AvriOctobre). Le fiétrissement bactérien se rencorabitiiellement sur les cultures pluviales

plantées sur legu W D @EHMW W L \WLX0Gnh) en période chaude et humitiallmahomed &
RakotobeRabehevitra 1988Rakotondramanana 19gdpnnées FIFAMANOR. Elle se manifeste au

VWDGH GILQLWLDWLRQ G HaisoW deHeHddinAeOdd Yerrél BurBnK dés \ahbéed1leGH IO R
IOpWULVVHPHQW EDFWpULHQ D pWp FRQWU{Op SDU OTXWLOLVDW
FXOWXUHYV HW OTXWLOLVDWLRQ GH YDULpW p\Amdliodesd®8 DQWHY WR
accessions provenant du €l sélection réalisée depuis plusieurs années par FIFAMANOR. Une

dizaine de variétés de pomme de terre estimées résistantes/tolérantes ont été, a cet effet, diffusées auprés

des agriculteurs.

Cependant demmli2009,une épidémie de flétrissement bactérien sévit dramatiqguement dans le

bassin de production de pomme de terrde la Région Vakinankaratra. La fréquence est accrue chez

les cultures de contsaison cultivées sur rizieres et sur sols volcaniquesddsifiFAMANOR) ou la

PDODGLH QYDYDLW MDPDLV pWp REVHUYpH HW DYHF GTLQKDELW.
(GRET/CITE 2000; MAEP-UPDR 2004a; Rabakoarihanta & Rakotondramanana 1984
Rakotondramanart984) /HV V\PSW{PHV DSSDUDLVVHQW HW VH GpYHORSSH
compléte et/ou au stade de développement végétatif. Les pertes aux champs sont importantes pouvant

aller de 20 a 100 % et la maigre récolte est inapte a la conservatorff BOLPHQWDWLRQ HW
commercialisation car les tubercules pourrissent rapidenfjantriamihaja 2013, enquétes

FIFAMANOR). Ces sept derniéres anndedlétrissement bactérien ne cesse de gagner du terrain et
SURJUHVVH GDQV O YH Qivdité3El© ptodddtiovt de Parvhie @&/ teBe des Hauts
SODWHDX[ PDOJDFKHVY HW pJDOHPHQ®Wu&EBZRQYV TXHOTXHV JRQHV GY

* Sols des plateaux e t collines de type ferralitique et a pH acide.
26ROV DOOXYLRQQDLUHY ODLVVpPV DSUgqV OD GpFUXH VH VLWXDQW OH ORQJ GHV FRXU

*&Upp HQ F-HVW XQ FHQWUH QDWLRQDO GH UHFKHUFKH TXL £XYUH SRXU OD SURP
de terre a Madagasca r.
¢ Centre International de la pomme de terre, Lima 2Pérou ; http : //cipotato.org/.
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Figure 2 +Classification par phylotype de ceRs. Arbre phylogénétique construit a partir des
données de séquences partielles du iet® Figure adaptée de Prior et Fegan (2005).

Figure 3 + Répartition géographigue des souches du ceRs a Madag&scate
[ http:/Avww.agriculturebiodiversiteoi.org|
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'"HV GRQQpPHYVY GITHQTXrWHYV QpFEHQWHNM REHS B QRPH VW )>SOW XQWH PDOJ
UpYpOp OTDWWDTXH GX IOpWULVVHPHQW EDFW gRADR@4GDQV OD S
MinAgri 2015). La situation actuelle est alarmante avec un risque imminent de pandémie nationale. En

pleine reconstruction apres une sévere épgém mildiou non contrélée vers 20@&vec une chute
IODJUDQWH GYfHQYLURQ GH OD SURGXFWLRQ HQ WXEHUFXOH
(Figure 5) (FAOSTAT 2016) la filiere pomme de terre a Madagascar demeure encore vulnérable. Cette
recrudescence de flétrissement bactérien risque fort bien de la mettre en péril, repousse\emeffart

assurer un bon niveau de sécurité alimentaire et donc la santé économique de Madagascar. Les
DJULFXOWHXUV VRQW DXMRXUGYKXL GDQV OH GpVDUURL WRWDO
contexte, la gestion du flétrissement bactéiti W GHYHQXH XQH SUpRFFXSDWLRQ GYDF
enjeux sont importantsxLa pomme de terre contribue & la diversification alimentaire en zone urbaine, et
FRPSOpPHQWH RX VXEVWLWXH OH UL] EDVH GHri§blOdsPHQWDWLF
récoltesprécédentes sont épuis@tdes nouvelles pas encaéeoltées) en zone rurdlandriamihaja

2013; GRET/CITE 2000; Rasoloet al. 1987) x &THVW XQ GHV SURGXLWV SKDUHV G
malgaches, notamment de la région Vakinankaratra qui produit environ 670 000 tonnes par an dont 40 %

sont destinés pour la consommation et 60 % pour la (&limégri 2015). Au niveau national, La

pomme de terre 8 LGHQWLILpH FRPPH pWDQW XQH ILOLgqUH GITH[SRUWL
exporté vers les lles voisines telles que les Comores, Maurice, Réunion, Mayotte, Séyekelles

2004; Monty 2012 Rasolaetal. 1987) xLa production nationale de tubercules semences de pomme de
WHUUH VH UHWURXYH DXMRXUGYKXL FRQWUDLQWH SDU OH 10p
production de tubercules semences sont malheureusement affectées par la d@iades (

),)$0$125 /IMLQGLVSRQLELOLWp HQ WXEHUFXOHV VHPHQFHV VD
phytosanitaire & Madagascar car les producteurs ont recours a des tubercules semences non certifiées

ML Q G H RI@3H®M%ins infestés sont devenus ipm@s a la culture non seulement de la pomme de

WHUUH PDLV DXVVL GIDXWUHYVY 6RODQpHV FRPPHx Q¥ RPIDMMH &H
pas de lutte curative, et une des seules alternatives, lddu®ef XWLOLVDWLR®p&tetrs DULpWp U
compromise par une grande variabilité génétigue du pathogéne. Les variétés de pomme de terre
historiguement éprouvées comme résistantes/tolérantes au flétrissement bactérien succombent
DXMRXUGYKXL j OD PDODGLH G R Q2D18M M ityetirispidemiplobiqie@T X rWHV H
flétrissement bactérien sur les cultures de pomme de terre sur les Hauts Plateaux malgaches a sans nul
doute évoluéeQuels sont les déterminants de la dynamigue des épidémies de flétrissement

bactérien dans les basss de production? Voila une question a laquelle nous allons tenter de répondre

dans ce travail de thése,fine HQ YXH GTRULHQWHU OHV GpFLVLRQV OLpHV DX
contréle efficaces contre cette maladie.

Mieux comprendre la maladiepour mieux la gérer.

(Q pSLGpPLRORJLH YpJpWDOH WURLV IDFWHXUV LQWHUYLHQQHQ
GYDIJHQWYV SDWKRJgQHV YLUXOHQWYV XQ SHXSOHPHQW GH ScC
HQYLURQQHPHQWDOHYRQ YRKN DO AV g DAIHH S UHHVOQV HPEG®GH pYROXHL
WHPSRUHO GRQW OfpFKHOOH GTpWXGH UHVWHUD j SUpFLVHU 8Q
V\VWqPH WULSDUWLWH (OOH GpVLIJQH OD SURSDnéxwé RQ UDSLC
JpRIJUDSKLTXH GRQQpH 6YDJLVVDQW GH OD JHVWLRQ GHV HVSDF
ce systeme tripartite sont largement documeiffege®s 2005; Lepoivre 2003)La compréhension de

tout systéme épidémique complexe ngitesle caractériser différentes composantes liées a la biologie du
SDWKRJgQH OD JpQpWLTXH G HpathBderg X«3 bidesRIQ dontammfatiQriveéttie) D F W L R (
propagation, etc.
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Figure 4 tFlétrissement baétien sévissant dans les parcelles de culture de pomme deréetite
photos. G. Cellier; S. Ravelomanantsoa.

Figure 5 *Evolution de la production pomme de terre en tubercules et serhdreresiles a

Madagascar de 1972 a 2014. Une chute de production est observée en 2004 qui coincide avec le

GpEXW GfpSLGpPLH GH IOpWULVVHPHQW EDFWpPULHQ TXL VIHVW (
région Vakinankaratr&ource FAOSTAT 2016.
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Connaitre etcompreQGUH OD GLYHUVLWp JpQpWLTXH HVW XQ SUpDODEOH
épidémie.
La situation épidémiologique actuelle du flétrissement bactérien nous laisse extrémement perplexe et
GTpYLGHQFH UHQG XUJHQW HW L Q G4it¥ 849 p\ches QuteRprésah2y WH p W
dans les bassins de production de la pomme de terre. Ce prérequis est la base de toute stratégie de lutte qui
pourrait étre déployée en y associant des variétés résistantes/tolérantes a la maladie. En ce qui concerne
lessouches du ceRs présentes & Madagascar, tres peu de données génétiques sont disponibles a ce jour.
/[fpWDW GHV FRQQDLVVDQFHV VXU OD GLYHUVLWp GHV VRXFKHV
données historiques de classification ancienne : er8&€EVLRORJLTXH HQ IRQFWLRQ GX VSt
biovar selon leur aptitude a métaboliser divers sucres et a dénitrifier les nitrites (Hayward 1994). Les
travaux de références sur la diversité des souches malgaches ont montré une prédominance de souches
race 1, biovar ILallmahomed & RakotobRabehevitra 1988 Rahetlah 2008 Randriamampianina
1997; Randrianangaly 2003y XL DIIHFWHQW XQH GLYHUVLWp GTK{WHV FRPPH
OYDXEHUJEQ B 1 DU DW B E®HRashldfo K Esb)llafnkabemed ¥/ RakotobRabehevitra

DYDLHQW VXSSRVp SDU DLOOHXUV OfH[LVWHQFH GYXQ JUR
assigné race 3 biovar 1, phénotypiguem&U RFKH GHV VR XFHK Hade BWbivRZ2Q URWY
(actuellementIB  TXL VRQW DEVHQWHYV j ODGDJDVFDU 1RXV VDYRQV DX
comme race 3 biovar 1 tombent dans le phylotype IlI Africain (Poassi2000). La classificatioan
race 1 biovar 1 semble en revanche flou. En effet, les souches race 1 biovar 1 peuvent tomber dans deux
groupes génétiques différents du phylotype Il : IIA ou IIB. Bien que le systeme de différenciation en
race/biovar rende compte de la diversité desBKHYVY GX FH5V SUpVHQWY j ODGDJDVFDU
WD[RQRPLTXH $ OfLVVX GIXQH FDUDFWpULVDWLRQ PROpFXODLU
= 29) récupérée sur une altitude comprise entre 12 m (sur divers solanées) et 1600 m gutepomm
terre), Prioet al.(non publiés) ont confirmé la présence du phylotype lll (sighalé comme race 3 biovar 1)
décrites antérieurement. Ce travail a en outre permis une premiére description de la présence des souches
du ceRs du phylotype |, isolées eme de plaine de basse altitude (15 & 30 m) mais également a 1321 m.
Les souches du phylotype Il et les souches de quarantaine QBIRQW DXFXQHPHQW pWp LGF
FRQQDLVVDQFH VXU OD GLYHUVLWp JpQpWLTXHfra@mifenfaiil5V j 0DGDJ
&HWWH VLWXDWLRQ DWWHVWH GH OTXUJHQFH j GLVSRVHU GTXC
bactérien de la pomme de terre a Madagascar, notamment dans les régions productrices de pomme de
terre des Hauts Plateaux malgaches.

Aborder les questions biologiques sG)MSBHQGD QW OD GLYHUVLWp JpQpWLTXH HW (
nécessite des outils efficaces et robustegc lesquels on peut décrire de subtiles variations génétiques.
/IMDYgQHPHQW GHV W HFK Q L BXéavcoGp-tohtlibReCh RidsLavarede Onpeliedres dans H

OH GRPDLQH GH OD SDWKRORJLH CHW LG Hp SLHG PROLRIORIMUHY YR W D!
GLIIpUHQWHYV WHFKQLTXHV GH JpQRW\SDJH VRQW GHYHQXHV I
compréhension des maldies. Fiables, elles fournissent entre autres des informations unigues et
VLIQLILFDWLYHV VXU OD YDULDELOLWpP JpQpWLTXH GH OYDJHQV
GRQQpHV VRQW QpFHVVDLUHV SRXU PHWWUH d#eQmakdesH GHV PF
LQIHFWLHXVHV 'LYHUVHV pWXGHV RQW GpPRQWUp OHV SRWHQWL
XOYLGHQWLILFDWLRQ GX SDWKRJgQH OD ELRORJLH HW JpQpWLT
évolutive ; xrépondre aux g VWLRQV VRXOHYpHV SDU OfpSLGpPLRORJLH
Hasurveillance des maladies infectieuses. Les informations qui en découlent ont contribué
FRQVLGPUDEOHPHQW j OfH[WHQVLRQ GHV FRQQDLYW¥WHGHFHYV HQ SI
GH OXWWH 3RXU LOOXVWUHU KEpitidR@a/videHas[dé IR BilddisvzaDviieV V' FDV G
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(EROD HQ $IULTXH GH Of2XHVW /HVDAILNOSRMHWD ERHph FIXRHVP OB R Dr
HW PRUWHOOH FKH] @e§ KRiBresHsur i @aaéenbiiSratarel, Vidgientiellement issu des
chauvessouris (Leroy et al. 2005) et identifié en Afrique CentralgGire et al. 2014) ; sur le mode
transnission(Gire et al. 2014) HW OMH[LVWHQFH GH PXOWLSOH YDULDQWHYV J
rapide de variation génétique inter et ititéde (Baizeet al. 2014; Gireet al. 2014; Tonget al. 2015)

xMaladie du charbon : Les données génétiques de la b&zétlas anthracistagent infectieux de la

PDODGLH PHXUWULqUH pDQWKUD[T SRXYDQW DIIHFWHU DXVVL EL|
potentiel armele bioterrorisme, ont permis de décrire sa diversité morfditeErtet al.2007); etses

relations phylogénétiqué¢Berzelleet al.2015); ses modes de transmiss{ptan Ertet al. 2007); et de

rHWUDFHU OfRULJLQH GHV MRiXFEKaH201G Déprelle@H Mer§/R0AB)RS IHFW p HV
DQDO\WHYV JpQpWLTXHYVY RQW pJDOHPHQW SHUPLV GYLGHQWLILHU
empoiVRQQp j O 1D QWHdJdd PODIX(Va(\e@d W, 2007) HW GH UHPRQWHU j OTRUL
VRXFKH LVROpH HQ DX 7H[DV VXU OH FDGDYUH GTXQH YDFKH

8QH PXOWLWXGH GH WHFKQLTXHV GH JpQRW\SDJH \WhBs@W DXMRXU!
OHV SRSXODWLRQV FRQVWLWXpHV DX VHLQ GTXQH HVSqgFH EDFW;j
XQHV DX[ DXWUHV SDU OHXU SRUWDELOLWp HW UDSLGLWp GH PI
GTDSSOLFDWLRQ O Hré(SabaRtl20] 3050hltterdrt200#@an°Bélkunet al.2001)

/IH FKRL[ GIXQH WHFKQLTXH DSSURSULpH GpSHQG FHSHQGDQW
techniques d&ILSA et MLVA sont deux méthodes dgnotypage de plus en plus utilisées pour
FDUDFWpULVHU OHV DJHQWY SDWKRJgQHYV GH IDoRQ UREXVWH (
spécifiques et portables. Diverses études ont démontré que la MLSA est essentiellement utilisée pour
constrire une phylogénie plus fiable de souches éloignées génétiquement et pour une analyse
épidémiologique globalgtandis que la MLVA, généralement plus discriminante que la MLSA, est plus

appropriée pour une analyse épidémiologique fine réalisée sur déesseelativement proches,

autrement dit épidémiologiqguement liggschtman 2008; Essakhiet al. 2015 ; Lindstedt 2005;

Lindstedtet al.2013; Maiden 2006 Maidenet al.1998; Sabatt al.2013; Scholz & Vergnad 2013)

Ces deux techniques de génotypage seront utilisées dans nos travaux pour aborder les questions
biologiques énoncées dans cette thése.
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SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE




EPIDEMIOLOGIE MOLECULAIRE

En pathologie végétale, urépidémie désigne une madlie infectieuse déclenchée par un agent

pathogéene, qui se manifeste sous forme de poussées soudaines et inhabituelles et se propage rapidement
dans une région ou population végétale donnée pendant une périodgBapitigel 991) Elle touche

DORUV XQH SDUW LPSRUWDQWH GH OD SURGXFWLRQ HW OYLQFLG
par rapport a la situation sanitaire haddle, entrainant des conséquences phytosanitaires dramatiques. Il

SHXW DUULYHU TXYXQH pSLGpPLH GLVSDUDLVVH SHQGDQW WUqV
HQ SHUPDQHQFH HW GRQW OfTLQFLGHQFH DSmpbdbDun&ré@ith IDoRQ FR
précise (foyers infectieux), on a ueedémie. & HW pWDW HVW VRXYHQW DVVRFLp j XQt
pathogéne et son héte sur de longues périodes de temps. Un déséquilibre du systéme épidémiologique

peut induire une endémie aunWaGfpSLGpPLH (QILQ XQ Hapdeinie @RIVH HX/MMWH O KRB O L
WRXFKH XQH WUqV ODUJH SRSXODWLRQ VXU XQ YDVWH WHUULWR

/IH FRQFHSW GX pWpWUDQGUH pSLGpPLROR Zbrfrikkeft ddnd@G FRPSWF
GpYHORSSHPHQW xGHIX QBIFpSHL OGP P LAILpYV j OTDIJHQW SDWKRJgQH FRP
SRSXODWLRQV pYROXWLRQ QDWXUHOOH GH OTDJHQW SDWKRJ((
SDWKRJqQH O Diurg it @Mdntlpnvasfle@RAYV IDFWHXUV OLpV j OTK{WH FRI
JpQpWLTXH KRPRJgQH OH GHJUp GH UpVLVWDQFH OfkJH GH ¢
xDesIDFWHXUV OLpV FREAR YL RVHPHERH QW X U act@igfigueducd,Wp OTHD
les vecteurs biologiques, etcDes facteurs anthropiques comme les pratiques agricoles, échange et
commerce de matériel végétaQIHFWp HWF TXL IDYRULVHQW VRXYHQW OD G
(Agrios 2005 Lepoivre 2003).

(Q pSLGpPLRORJLH RQ UHFKHUFKH j FRPSUHQGUH OTKLVWRLUH
éclairage suuxOD QDWXUH GH OYDJHQW SDW K RIiés Sptitcad VS QIDEOH GH
SRVVLEOHYV; @&flnQdesef @écCahismes dealispnGH ODJH QW xap#dteRedqQH HW
GHV W\SHV SDUWLFXOLHUV GYXQH HVSgFH GYDJHQW SDWKRJgQH
SUHPLHU OLHX VXU OD FDUDFWpULVDWLRQ GH OD GLYHUVLWp GH
systeme épidémiologique. En effet, la diversité génétique des agents pathogénes a toujours constitué un

des importants facteurs compromettant tout succés de lutte génétique. Leur capacité a contourner la
UpVLVWDQFH GHV SODQWHWHNWLYRMH WO B MUGILDAHIW L Y WEBEGH W
leur diversité génétigue. Dans ce concept de diversité génétique, il faut porter également notre regard sur

la structure de ses populations. Certes dans le milieu naturel, les individus se eaiomn

populations. Chaque population est caractérisée par un patrimoine génétique et posséde une dynamique
PYROXWLYH SURSUH /HV SRSXODWLRQV VRQW VXVFHSWLEOHV G
souvent par des échanges génétiques. Lapacité de développement et leur diversification sont
FRQGLWLRQQpHYV SDU GLIIpUHQWY PpFDQLVPHYV GTpYROXWLRQ PI
PDLOQWHQLU RX GH FUpHU XQH YDULDWLRQ JpQpWLTXH TXL OHXI
PLOLHX /D G\QDPLTXH GTXQH pSLGpPLH SURJUHVVLRQ GH OD PL
DVVRFLpH DYHF OD G\QDPLTXH GHV SRSXODWLRQV GIDJHQWYV SIL
SRSXODWLRQV GH OfDJHQW 9/DWKWRJIJGABHGCGHRQWEWHW Y RQ®H RWR X RIKL
épidémie.
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Depuis que les outils de biologie moléculaire et de séguencage sont accessibles, le probleme de diversité
génétique des agents pathogenes est facilement appréhendé par le recours a la tegrotyadg

GHYHQXH DXMRXUGYKXL LQFRQWRXUQDEOH FRPPH PR\HQ GTLQYF
PDODGLHV LQIHFWLHXVHY GDQV VHV PXOWLSOHV IDFHWWHYV 2Q
marqueurs moléculaires O 1 D Q pdymokphiemegénétiquepermet de rendre compte des aspects

de ladiversité génétiqueG T XQ DIJHQW SDWKRJqQH UHVSRQVDEOH GYXQH PDO
de lastructure des populationsLPSOLTXpHV GDQV O YL QONFRULIRFOMGRIDpW DG HHFUO
GTH[SOLTXHU OYRFFXUUHQFH GTXQH pSlE®utvhHans @ teRs @LHX GRQC
GDQV OYHVSDFH DYHF OHV GLYHUVHV SUHVVLRQV VpPpOHFWLYHV ¢+
appréhender.
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Tableau 1 *Evolution chronologique de développement de marquEDié (Adapté de Maheswaran
2004).

38



|. GENOTYPAGE BACTER IEN

Chaque individu est caractérisé par une composition génétique qui lui est propre, appelée génotype. Le
JPQRW\SH GpVEOBHGEBYHODMHPY GIXQ LQGLYLGX j XQ RX SOXVLHX
comporter différentes formes alléliques conduisant au polymorphisme génétique dans un groupe
GILQGLYLGXV (Q LQWHUDFWLRQ DYHF OfHQYLUR®E&¢PHQW OH
REVHUYDEOHV RX GpWHEMMEE DiMde &4hKI© phéQoBitertieB & 1997 ;

Lepoivre 2003)

Le génotypage consiste @ fLGHQWLILFDWLRQ GHNRPPXMDRNWqO HNV Im@ pIWRD XV
présentent des variations au sein de cette espéece, permettant enliffieedeer les individus entre

eux.La méthodale génotypage la plus aboutie et la plus fidéle reste le séquencage et la comparaison de
génomes complets, mais elle est onéra¢dis VXUWRXW HQFRUH GLIILFLOH GH PLVH H
domaine de la recherche agronomique) pour étudier de gffextifs de souches impliqguées dans des
épidémiegqField et al. 2004) Ceci a nécessité de développer des méthodes réalisables en phugine

VLPSOHV HW UDSLGHV /HV PpWKRGHV GH JpQRW\SDJH XWLOLVp
VPTXHQFHYV VSpFLILTXHV GX JpaReBrsl mélechlavest LAH Q/ 1D BISM CHHRE M H!
JPQRPLTXHV GILQWpPUrWwYV étrehtdépentfabt deseridtiois enhtdrbridetmantalésI B X U
génotypageSHUPHW GIDWWULEXHU XQ SURIL €& dép@tyétd EvidémtejleXQ LQGLYL
relations génétiques entre souches pathogenes de la méme espece.

MARQUEURS MOLECULAIRE S COMME OUTIL D INVESTIGATION

Un marqueur moléculare FRUUHVSRQG j XQ IUDJPHQW GYf$'1 RX ORFXV Gp)
SDUWDJp SDU GHV LQGLYLGXV GYXQH PrPH HVSgFH HW TXL D O
JpQpUDWLRQ (Q VH EDYV D Q Wéunmoldcuaire iGpl) av@rici\paRi®) Vierfhx Q9IBPD U T

et Maheswaran (2004)un bon margqueur moléculaire pour le génotypage bactérien devrait étre
VXIILVDPPHQW SRO\PRUSKH L H TXL SUpVHQWH SOXVLHXUV DOOgq
(plusieurs variants a un locus donné) permettant de différencier des individus trés ;proooes
PSLVWDWLTXH L H OH JpQRW\SH HQ XQ ORFXV; HMMItLQGPSHQG
UpJXOLgQUHPHQW GDQV O TH Q \xhebtie@ifféreBtX allbfeQriv Ribivestoay avbik H
GTHIIHW VXU OH SKpQENWVSHFVVHEOH. YBUYLGXUDQG QRPEUH GTLQG
De nombreux margueurs moléculaires ont été développés avec des applications diverses allant de la
cartographie du génokh HW GHV JqQHV OfpWLTXHWDJH JpQpWLTXH OD V
OfDQEDO\WH GH GLYHUVLWp JpQpWLTXH OD ELRORJLH HW JpQp
G 1 p SL G p P L RMaliesvarhn 200dFchlotterer 2004b)e choix des marqueurs dépend de ce fait

GH OTREMHFWLI VFLHQWLILTXH SUpFLV DVVLJQp /H SRXYRLU GH |
mutation : plus elle est rapide (horloge moléoeileapide), plus la capacité du marqueur a différencier

des types génétiques est forte. Tableau 1 GRQQH XQ UpVXPp GH OfYfpYROXWLRQ
développement de marqueurs moléculaires.
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T ECHNIQUE DE GENOTYPA GE

$YHF OYDYgQHPHQW G H ¥s, RibdJ muttikidkeUdé  rReB@lpd- deOderotypage sont
DXMRXUGTKXL GLVSRQLEOHV SRXU GLIIpUHQFLHU OHV VRXFKHV H
GRQQpH /TREMHFWLI GIXQH PpWKRGH GH JpQRW\SDJH HVW GH P
VHLQ GT1XQH HVSgFH FLEOH 2Q SHXW FODVVHU FHV PpWKRGHYV
HQJ\PDWLTXH OYDPSOLILFDWLRQ JpQLTXH SDU SRO\PpULVDWLRQ
(Bidet & Bingen2012; Li et al.2009; van Belkunet al.2007)

Les méthodes basées sur la restriction enzymatiqeensistent en la digestion des acides nucléiques

(ADN, ARN) par une ou plusieurs enzymes de restriction qui découpent les génes en fragments de taille
différentes aux niveaux des sites de reconnaissance spécifiques. Dans cette catégorie, on distingue :
HaPpWKRGH GTDQDO\WH GX SRO\PRUSKLVPH GRFIPPRQEXHXU GHV
fragments séparés apres électrophorése sont hybridés aveandaeADN (technique de Southern)

(Southern 1975) xle ribotypage utilisant des génes codant pour les ARN ribosomaux (ARNr) comme
sondegBingenet al. 1994) xet la techniqueG TpOHFWURSKRUqWVHGH) QUi EXKOnBES SXOVp
variante de la méthode RFL(Plerschlelet al.2007)

Les méthodes b pHV VXU O9YDPSOLNWDWL\RHQWp @OT XWHFKQLTXH GID
polymérisation enchaine®@CR TXL FRQVLVWH j GXSOLTXHU HQ JUDQG QRPEUL}
VHIPHQW GH PDWPpPULHO JpQpWLTXH | $bddrivimds)GOndtiigUe b LEOH T XLC
XOTDPSOLILFDWLRQ DOpDWRAPDH D& $H1 VSR \@C RUBKGILILFDWLRQ C
génomique par une amorce unique choisie aléatoirgiliams et al. 1990) XQH PpWKRGH TXL Qf
SUDWLTXHPHQW SOXVxRWLPAWEKRTHX GRERQOGPRKXH GX SRO\PRUSKL)
fragments amplifiésAFLP) (Vos et al. 1995); xla méthodePCR-RFLP basée sur la digestion du

produit PCR par une ou des enzymes de restrictides méthodes PCR de séquences répdégs (

PCR GRQW OH SULQFLSH HVW EDVp VXU OTDPSOLILFDWLRQ GHV ]
dispersées dans le géne (Gilson et al. 1984 ; Hulton et al. 1991 ; Koeuthet al. 1995; Lupski &

Weinstock 1992 Sternet al. 1984 ; Versalovicet al. 1991); xet la méthodeMLVA basée sur
ODPSOLILFDWLRQ G Hn&Srepeteds ¥idaidenR¥AKRR).GH VpTXH

/HV PpWKRGHV EDVpHV VXU PRIQ¥BHIIQAHIDW JH GHUODPHPHQW OH VpT
RX SOXVLHXUV JgQHV FRQVHUYpV HW SRO\PRUSKHV /fpWXGH
nucléotidiques au niveau des lotdles. Les marqueurs couramment utilisés soxies genes de la

région ITS : ARNr 16Set 16S23S qui sont présents chez les bactérides génes de ménagesn

soumis a pression de sélection et dont les produits assurent les fonctions indisgetzsablede des

cellules; xles génes associées a la virulerga sont assez polymorphgs et al.2009 <O O0&&UOP

2011)

La valeur de chaque méthode dépend des performances attendues, de satreticiisiidomaines

GYDSSOLFDWLRQ SRXU O HSabaetad 2018t Scblbttel2r pOMStrGaeMHIeR S S p H
van Belkumet al.2007)
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Critéres de performance

1.Latypabilité : c'estlacapatVp j DWWULEXHU XQ JpQRW\SH | WRXWHY OHV VR
de souches assignées a un génotype sur le nombre total de souches testées.

2. Le pouvoir discriminant F{HVW OD FDSDFLWp GI1XQH PpWKRGH j DWWULE
soOXFKHV QYID\DQW DXFXQ OLHQ pSLGpPLRORJLTXH FKRLVLHV DX K
GRQQpH &THVW XQH TXDOLWp LPSRUWDQWH UHFKHUFKpH SRXU
OfLQGLFH GH GLYVF USimhsoDlo4tmdfics phr 6lurifebal BadtiHunter & Gaston

) 5
1988): *) & +L s Foore

G 1 p F KD Q&stllemani®i® ddtal de génotypes déaxiisdique le nombre de souches appartenant au

j*™ génotype. Une valeur déGDI prochede 1 indique un fort pouvoir discriminant du systéme de

génotypage.

3.Lareproductibiitt FTHVW OD FDSDFLWp GH OD PpWKRGH j DWWULEXHU
GTHVVDLV L QG eSitcgab®afpves/ Dagg \telLBs, il faut tetRRPSWH GH OfJLQIOXHQF
GLIIpUHQWHYV pWDSHV LPSOLTXpHYV GDQV OH JpQRW\SDJH GTXQH
préparation du matériel génétique (par exemple, la variation du milieu de culture des souches ou de la
PPWKRGH GTH[BNYDBWRRQOEKWASLYVDWLRQ GH GLIIpUdd@@WV RX PrP
OfREVHUYDWLRQ OYHQUHJIJLVWUHPHQW HW OJLQWHUSUpWDWLRQ
standardisé visant a fournir une méthode de génotypage fiable.

4. La stabiitt FYHVW OD FDSDFLWp j UHFRQQDVWUH OD UHODWLRQ |
ancestrale commune, en dépit des variations qui peuvent survenir au cours de la conservation et de la
réplication.

5. La concordance épidémiologigue FT8WVWDSDFLWp GH IDLUH GHV JURXSHV GH
niveau de parentgh accord avec le profil épidémiologique connu.

6. /D FRQFRUGDQFH DYHF GYI{DXWUHVOPBWWRG®IW pGH VIIYXRW\G DR AL
méthodes de génotypage utiliséeesssouches fortement similaires sont regroupées ou présentent une
UHODWLRQ FORQDOH DYHF GI{DXWUHV PpWKRGHV

A;l&@s Jy: Iy F s;, ouN représente le nombre total de souches du panel

Critéres de praticabilité

7.Laflexibilitt GH OD PpWKRGH GH W\SDJH SRXU XQH JDPPH GYHVSqFHYV
les aptitudeset les équipements requis sont identiques méme avec des modifications mineures du
protocole.

8.Larapidit¢ OH JpQRW\SDJH GRLW LGpDOHPHQW rWUH HIITHFWXp HQ |
dans un laps de temps le plus court possible.

9. /1 D Eitiiité qui dépend fortement sur la disponibilité des réactifs et des équipements, ainsi que les
compétences requises.

10. /D IDFLOLWA XAIYHPISWRIpIpUHQFH j OD VLPSOLFLWp GHV PDQLSX
QRPEUH pOHYp GCPIFKDRVWILLOMWPRQGYLQWHUSUpWDWLRQ HW DX FR€W
lancer des analyses informatisées a partir des résultats obtenus de génotypage et de les stocker dans une
bangue de données informatique. Cette banque de données permebamigéten place de systemes

de génotypage automatisés et standardisés utiles dans la mise en place de systemes de surveillance
épidémiologique.

41



APPROCHESMLSA/MLST, MLVA

Les techniques de génotypage appropriées pour des études épidémiologiquesveftméatpar des

cliniciens. Elles exploitent des marqueurs stables a fort pouvoir discriminant pour différencier les souches

DX VHLQ GH OD SRSXODWLRQ 30XV OHV PDUTXHXUV RQW XQH Y
pour des études épidénaigiques locales sur du court terme et a des échelles fines. Comme pour la
phylogénie, les marqueurs qui évoluent lentement sont plus appropriés pour des études épidémiologiques
retracant le passé évolutif ancien, donc sur du long terme et concerneidi@&H JOREDOH $XMRXUC
PPWKRGH GH W\SDJH HW G 1 BoQuB(RL\SAAMLSID) Uet \OIDT Rt QY ¢KIRIGH PG CDDLD O\ V
polymorphisme de plusieurs locus de séquences répétées en(tdhd@h sont les plus couramment

utilisées comme outil épidémigjigjue.

La méthode MLSA/MLST est considérée comme la méthode de référence chez bon nombre de

bactéries comm@Bleisseria meningitidjsStreptococcus pneumonjdescherichia coli Staphylococcus

aureus Haemophilus influenzaetc. (Maiden 2006, Maidenet al. 1998 ; Pérea osadaet al. 2013;

Roumagnaet al.2006; Urwin & Maiden 2003) & fHVW XQH WHFKQLTXH KDXWHPHQW U
GHV VpTXHQFHV GT%$'1 SRXU XQH FDUDFWpPULY¥DWWMINRODod® RQ DPELJ
utilise au moins sept genes (ou fragment de genes) qui présentent des variations intraspécifiques pour
FDUDFWpULVHU OHV VRXFKHV EDFWpULHQQHY HW VH EDVH VXU O
SDUWLU GTXQ p Frd€thQe/MICSD &iffer® dellal métibde MLSA dans la fagon dont les

données sont analysées. Le MLST consiste a analyser les profils alléliqgues générés apres alignement des
séguences nucléotidiques. Chaque locus d'intérét est ségquencé puis chaque alilesidassificié a un

caractére numérique. Une série de nombres ou code numérique correspondant au numéro alléliqgue a
chaque locus constitue ainsi le profil allélique de la souche (fyjgeee 6A). La méthode MLSA utilise

en outre la concaténation de ségaeada place du profil allélique pour déterminer la séqugpee

(Figure 6B). Basés sur la séquence de genes relativement conservées, ces deux méthodes sont largement
utilisées pour déterminer les relations de parenté entre les séquences et pernistrddessatudes
GYpSLGpPLRORJL H-épidérmiolbyefbladset SR@arARAEER2015Viaiden 2006 Maidenet

al. 1998; Turner & Feil 2007) 'DQV GH QRPEUHXVHY pWXGHV OfDSSURFKH 0/¢
aSSURFKH SRXU OD FODVVLILFDWLRQ SK\ORJpQpWLTXH HW XQH
LQGLYLGX DX VHLQ GH OfHVSgFH pWXGLpH SK\ORJpQLH SDU
(Azevedoet al. 2015; Castillo & Greenberg 2007Martenset al. 2008; Vinuesa 2010 Wickeret al.

2012)

La méthode MLVA permet de discriminer des souches bactériennes c@ammnella Enteritidis

Raltsonia solanacearursfc. et notamment des souches qui présentedathiies variations génétiques

comme Bacillus anthracis Mycobacterium tuberculosisPseudomonas aerugingsad.egionella

pneumophilaYersinia pestis<xanthomonas citrietc.(Bertrandet al.2015 'HQ°XG 9HOMMQ DX G

Eyreet al.2013; Lindstedtet al. 2013; Parkinsoret al.2013; Poulinet al.2015; Pruvostet al.2014;

Ravelomanantsoat al.2016; SHAN et al. 2015; Van Belkum 2007 Zalugaet al.2013) Les VNTRs

sont généralement des fragments intequéss (localisés entre les génes) mais peuvent aussi se retrouver

dans des fragments codants. Ces sont des séquences hypervariables dont la taille des motifs répétés peut

YDULHU GH TXHOTXHYV E DXrbhndug &SRoxtdél ZogIEEnétalerhiedt Wed3 Liafations

génétiques au niveau des VNTR sont dues a un processus de mésappariement par glissement des brins

d’ADN lors de la réplication. Contrairementa méthode MLSA/MLST, la méthode MLVA repose sur

la comparaison de la taille des amplicons (produits PCR) et la détermination du nombre de répétitions
DOOqOHV VXU XQ ORFXV GRQQpH 8Q FRGH QXPpULTXH FRPSRYV
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Figure 6 £+, OOXVWUDWLRQ GH OYDQDO\VH GH:#RWNEORUSKLVPH PXC
allélique a chaque locus constitue le profil allélique de la souche typée. (B) MLSA

comparaison des séquencescatenées de sept locus. (C) MLVAN code numérique

FRPSRVp GTXQH VpULH GH FKLITUHVY FRUUHVSRQGDQW DX QRP
FRQVWLWXH OH SURILO JpQpWLTXH GTXQH VRXFKH W\SpH
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QRPEUH GIXQLWpV UpSpWpHV j FIDTHWH XOR BCYRIWREPYAEY WK OH S
méthode MLVA qui est généralement plus discriminante que les autres méthodes présentées, est donc
SOXV DSSURSULpH SRXU GHVY LQYHVWLIJDWLRQV GYpSLGpPLRORIJL
épidémiologiquemeww OLpHVY SHUPHW GH WUDFHU HW Gibdstetd@t\wLILHU OHYV
2013)
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Il. EXPLORATION DE L A DIVERSITE GENETIQU E

V ARIATIONS GENETIQUES

ODOJUp OYH[LVWHQFH GYXQ LP$QRUDXDQMLORGBXQpQPWETGKH FRPV L
population peuvent présenter des différences, de méme que les populations entre elles. Au cours de
OTpYROXWLRQ OHV YDULDWLRQV TXL VXUY Hivei® géQatguy XU OH PDV
Ceschangements sont héritables et transmis a la descendance, donnant naissance a des variants (sous
clones) qui présentent des caracteres nouvemuwdgaux alleley différents des cellules parentales
GTRULJLQH /HV SULQFLSD O H Valrde&sédlerdes\hudéQidiqueEpétvenygrelv DX QL
X une substituton TXL FRUUHVSRQG SDU XQ UHPSODFHPHQW GH SOX\
(Figure 7A) ; xinsertion et/ou délétioni.e. addition et/ou perte de quelques paires de liEigesy 7A)

(de Vienne 1998 Emersoret al.2008; RodriguezMurillo & Salem 2013 Schorket al.2000; Vali et

al. 2008) Le polymorphisme générée se traduit etun polymorphisme mononucléotidique(SNP)

représenté par unariatioQ G XQH VHXOH SDLUH GH EDVHV VXU XQ ORFXV GI
espece xunpolymorphisme de nombre de copies&19 GDQV OHTXHO OH QRPEUH GH FR
locus est variable entre les individus di a des événement de duplication etalg(B8fétidsrudet al.

2015; Riehleet al. 2001); xun polymorphisme de répétitionslocalisé généralement au niveau des
VPTXHQFHY UpSpWpHVY HQ WDQGHP UpVXOWDW GEGXRE® FRQYWIUDFYV
UpSpWpH SDU OD VXLWH G {BicarhePaX 2005 \WEeRaeks B.2010muU MnéH P H Q W
recombinaisoiiBi & Liu 1996 ; Richard & Paques 200(igure 7C).

Chez les bactéries, des variations génétiques peuvent également se pradanrsfgraihorizontal de

PDWpULHO JpQpWLTXH GTXQH FHOOXOH j OfDXWUH &THVW XQ SU
JpQpWLTXH SURY H @beditféerent geqréloDeXpael) Idarts Bri-étre le descendant (échange

de génes ou recombinaison génétique). Trois événements de ftransfert sont possibles
Hatransformaton LQFRUSRUDWLRQ GY$'1 OLEUH GH OfHQYYWaURQQHPHQ
transducton: WUDQVIHUW GH PDWpPULHO JpQpWLTXH GIXQH EDFWpULH
RX G XQx&dobjugsison WUDQVIHUW GT$'1 GTIXQH EDFWpRgurel | XQH DXW
7B) (Mazodier & Davies 1991)Le transfert horizontal de génes joue un rdle majeur dans la
GLYHUVLILFDWLRQ UDSLGH étofresbhar@mwi®avlitiReDall2ZMW3) 0O TpYROXWLRQ G

DIVERSITE GENETIQUE | NTRA -POPULATION

En épidémiologie notamment en génétique des populations, la variabilité génétique est estimée au sein de
la population (diversité intppopulaion) et entre les populations (diversité imgiepulation). La
SRSXODWLRQ HVW JpQpUDOHPHQW FRQVLG(Mayp PDOE)FSEURBIE XQH XQLV
nom depopulation, on désigne UHQVHPEOH GILQGLYLGXV GH OD PrPH HVSqgFH
PLOLHX pFRORJLTXH TXL RQW OD SRVVLELOLWpPp GYLQWHUDJLU H(
DXWUHV $XWUHPHQW GLW XQH SRSXODW L ReunpBdUgdnétig®eR QG j XQ |
FRPSRVp SDU GHV JgQHV LGHQWLTXHY PDLV TXL GLIIQUHQW SDU
$QDO\WHU OH QLYHDX GH YDULDWLRQ JpQpWLTXH GIXQH SRSXOD\
composition génétique awiveaux des alléles et génotypes, en utilisant des marqueurs génétiques.
Pourdécrire la diversité génétique intra population, les parameétres de diversité génétique les plus
couramment utilisés solet taux de polymorphisme, la richesse allélique, larsité de Nei et en
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complément pour les données de séquences, la diversité nucléotidique et la teneur en G+C. Ces
parameétres sont estimés par locus et la moyenne est prise sur tous les loci.

X Letaux de polymorphisme(P) exprime le pourcentage de loclymnorphes dans la population
étudiée.| L AH@5 2 0, ou 2+ proportion de loci polymorphes dans une populatioh=et
nombre de populations.

x Larichesse alleiqueFDOFXOpH SDU UDUpIDFWLRQ $ H[SULPH OH QR
locus donné calculé en fonction de BEOOH GH @§tipdt &.DIII) LaOrBtRoQe est

basée sur la probabilitél-jlf; pour un allelek, observe 0y, fois parmi lesN génes dans la
populationi, d'étre absentdans un échantillon de taille rédugeou g < N,prise comme
référence pour la comparaison de toutes les populatim%% L %0gF 0y @C; %:0yC,
expression dans laquel: O &C; représente le nombre de comisnas deN objets prigg ag
(ou O F Oy, Objets dans le cas du numérateur). La richesse alléligue a un locus donné est
obtenue en sommant leglléles observés dans la populatiomL - oF AR @s 2Ul;

X /9ndice de diversité génétjue non biaisé de NefHg) (Nei 1978)est définie comme étant la

i . . e, . n 4:57585; _ -
probabilité de tirer au hasard deula$ différents a un méme locuis, L a—75° oun=

QRPEUH GILQGLpYHE8W /DX BLppNX HMR#F Idcus. IDn @dfibitMaQligesite
génétigueH: GTXQH SRSXODWLRQ FRPPH OD PR\H& @bt ddH GLYHUVL
génes étudiés.
X La diversité nucléotidque (¢ HVW HVWLPpH j SDUWLU GH VpTXHQFHV G
moyen de différences nucléotidiques par site entre paire de séquences prises @eh&sard
1979) E L J :JF s;- : g yNyyoun est le nombre de séquences analysées pour une
population X et X sont les fréguences estimées des séquences dedijodsns la population
totale etN; est la proportion de nucléotides différents entre les séquetices

STRUCTURE DES POPULAT IONS ET FLUX DE GENE S

La loi de HardywWeinberg a été proposée au début du’ Xcle démontrant qu'en absence de

mécanisme évolutifs, la fréquence alléligue reste constante de génération en génération. Si on atteint cet
équilibre, la population n'‘évolue pas. Cet équilibre de Haidy. QEHUJ IRXUQLW XQH UplpUHQF
de populations réelles. Cependant, la composiéogtgiue des populations varie au cours du temps, de

génération en génération et les populations sont structurées dans le milieu naturel. La structuration des
populations est modulée par diverses forces évolutives, plus ou moins dépendantes les trgss xdes au

&RPPH QRXV O frbtatBQJIp FERWDODXH SHXW VXUYHQLU VSRQWDQpPPHQV
ou causée par des facteurs environnementaux, entrainant peu de changement direct des fréquences
alléliques. Le taux de mutation donne des informatio?V XU OfpYROXWLRQ GHV IUpTXHQFH
GIXQH SRSXODWLRQ HW XQH LQGLFDW L RIQ s&lection Qdtureliéest HOQWLHO [
liée aux variations imprévisibles des conditions du milieu. Elle agit uniquement sur deensariati
HILVWDQWHY HW DXJPHQWH OD IUpTXHQFH GHV YDULDWLRQV IDY
OHXU PLOLHX DX ILO GHV JpQpUDWLRQV /TDQDO\WH GYHIIHWV GF
populations permet de comprendre commenpdimorphisme se maintient dans les populations

naturelles (adaptationkLa dérive génétiqueestdéfinie comme une variation aléatoire de la fréquence
DOOpOLTXH /D GpULYH JpQpWLTXH VIH[HUFH SOXV @BPisLOHPHQW
DOOgOHV QRFLIV QHXWUHV RX EpQpILTXHV GDQV GHV SRSXODW
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Figure 7 +Schémas représentant les différents types de variations génétiques. (A)
Mutations: Substitution + Délétion =+ Insertion. (B) Mécanismes de transfert
horizontaux chez la bactéri&tewart 2013) (C) Mécanisme réarrangement par
glissement des séquences répétées en tandem (motifs répétésésmasias blocs)
(Zhou et al. 2014) (D) Mécanismes deecombinaison des séquences répétags.
recombinaison inégale, (b) recombinaison intramolécul@iuet al.2014)
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rwWUH FDXVpH GTXQH SDUW SDU XQ HIIHW IRQGDWHXU Re FHUWI
VILPSODQWHQW GDQV XQ QRXYHDX WHUULWRLUH HW IRUPHQW X
QTHVW SDV déHSdpiatib WY LETDXWUH SDUW SDU XQ HIITHW GYp\
population est susceptible de traverser occasionnellement des périodes durant lesquelles seul un petit
QRPEUH GYLQGLYLGXV VXUYLYHQW /R Uov génétigadipéutidRegertine/ V- G p W U
SDU OYHIIHMeGxXdKdenes8 p&LIQH OH WUDQVIHUW HIILFDFH GYDOOQqO]
DLQVL OTLOQWURGXFWLRQ GH QRXYHDX[ DOOqOHYVY ,0 D XQ LPSDF\
a dfférentes échelles spatiales. Le flux de génes tend a homogénéiser les fréquences alléliques entre les
SRSXODWLRQV GTRe UpGXFWLRQ GHV GLIIpUHQFHV HQWUH OHV S
SODFH GTDGDSWDWLRQ ¢éhelvastu@ viédcdanisvde HUR §ehgrR Qi de GaHes
FRQVWDQW IDYRULVDQW OfMDFTXLVLWLRQ GH IRQFWLRQV j IRUWH
interagissent les unes avec les autres a différentes échellesespaticelles. Par exempléaction

combinée de la sélection naturelle et des mutations tend a maintenir les fréquences alléliques de la
population & une valeur d'équilibre pour des populations de tailles conséquentes occupant un milieu
VWDEOH &RPPH OH 10 X][ géndisatigde la sbrhpQsiBon gehtiqie RIR différentes
SRSXODWLRQV HQWUH HOOHV LO SHXW FRQWUHFDUUHU OYHIIHW
TXL FRQIgUH XQH GLIIpUHQFLDWLRQ HQWUH SRiSiX@DWERQV /H IC
génétigue. Comme la sélection agit uniquement sur certains loci soumis a la sélection, elle pourrait
constituer une barriére aux flux de génes pour ces régions génomiques. Cependant, pour de faible
pression de sélection, le flux de génes\pewv R S S R V H U(Har®Def Bl.GIDE RODiNgdNR €.

2010).

/TDQDO\WH GH FHV SURFHVVXV GTpYROXW L RigEs&hte\buIehIXODWLRQ\
UHFRPELQDLVRQ HW GH OYpWHQGXH GH OD UHFRPELQDLVRQ ORI
structures de populations suivante®opulation clonalequi présente un fort déséquilibre de liaison, i.e.

une forte associationiDOOgqgOHYVY HQWUH ORFL HQ DEVHQFH GH UHFRPELQDI
JPQRW\SH RX GYXQ FRPSOH[H FORQDO GRQW OD GLYHUJHQFH HYV
divergence se fait généralement par des mutations neutres héfépslaion panmictique ou la

population évolue par recombinaison ou par transfert horizontal de génes. On a un équilibre de liaison, i.e.

gue les alléles sont distribués aléatoiremebpulation épidémiquequi est panmictigue mais apparait

comme clonale aveO HY FRPSOH[HYVY FORQDX[ HQ VLWXDWLRQ GYpSLGpPLF
GH OfpSLGpPLH HVW VXUUHSUpVHQWpP GDQV OD SRSXODWLRQ p
recombinaison sont faibles et des lignées séparées se composent deisaéelse étroitement liées

(clones) qui se diversifient principalement par mutg@mithet al.2000; Smithet al. 1993) Ces clones
SDUWLFXOLHUV SHXYHQW VIDGDSWHONGCOQWXTUXKKXRQH Usdr S XIDDW VRN
structure mixte TXDQG OHV VRXFKHV pYROXHQW SDU H[SDQVLRQ FOR:
UHFRPELQDLVRQ /fH[SDQVLRQ FORQDOH HVW OH UpWXOWDW GTX
un nouvel héte. La divergencet @insi modulée par la sélection naturelle ou par dérive génétique.
xOndistingue également des populations qui sont en déséquilibre de liaison mais dont-les sous
populations qui les composent présentent de la recombinaison interne a chapopuaiics mais pas

entres elles. Dans ce cas,pepulations peuvent étrggeographiquement ou écologiquement isolées

RX LO \ D GHV EDUULgqUHV ELRORJLTXHV OLPLWDQW OfpFKD
HQYLURQQHPHQWDOHY OTK{WH EXW&RRH VX WV XDOWH. YHV JO D RGWL\\
pratiques culturales et les facteurs anthropiques semblent influencer la composition génétique et la
structure des populatio(Scortichini 2005)
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La structure des populatons ainsi que le flux de génemntre les populations peuvent étre estimés par le
MIVWDWLVWL T YuHesBud inditk dé&d&\ation par rapport aux proportions de-Méedberg

(Wright 1949) /H GHJUp GH GLYHUVLILFDWLRQ JpQpWLTiee deXU XQ HQV
différenciation Gsrde Nei(Nei 1973)qui est une généralisation Byrde Wright(Wright 1949)calculé

sur un seul locus @ilélique.Gsrest définipar s.¢ L : *{ F *;; *{,ou*;estlamoyenne dés

VXU OfHQVHPEBEO HPBHMI QR FXWLWKPpWLT X hhoplatibnOdeHa@ivek$EEEOH GHYV
génétigue a un locus par sous populati@h)* ; est la moyenne arithétique debt VXU OfHQVHPEOH GF
locus fit = diversité génétique sur un locus sur la population totale). La val@srekt comprise entre 0

et 1 avec une valeur seuil significative 0,05.Pour les données de ségquences nucléotidiques, on calcule

€gakment leNst (Lynch & Crease 199Q)ui est analogue al&r Gst considére la proportion de la

diversité allélique totale entre les populations tandisNggtient compte la diversité nucléotidique, les
VLPLODULWpPV HQWUH KDSORW\SHV JURXSHV GI{DOOgOHV GH GL
donnéesle séquences répétées en tandem, on caldtde(Mei 1977)ou le Rsr(Slatkn 1995) Le Fsr

mesure la différenciation génétique en fonction des fréquences alléliques et assume que chaque mutation
engendre une forme allélique unique (modele de mutation 1AM, Infinite Allele Mgdigiira & Crow

1964)tandis que I&srtient compte des variations alléliques et assume une mutation avec une perte ou un

JDLQ ffXmbdéle de mutation SMM, Stepwise Mutation Mod&limura & Ohta 1978)Les

indices de différenciation donnent unei@ation sur la distribution de la variation génétique au sein et

HOQWUH OHV SRSXODWLRQV 8QH YDOHXU pJDOH j VXJIJqUH TXH (
des mémes fréquences alléligues (panmixie). Une valeur trés faible indique un deredeélevé

(migration) avec une population a large distribution (dérive génétique). Une valeur de 1 implique que les

deux populations ne partagent aucun alléle entre elles et évoluent de maniere indépendante.

La différenciation des populations peut étreégalement abordée par uaealyse de variance

moléculaire AMOVA TXL TXDQWLILH GLUHFWHPHQW OD YDULDWLRQ PRC
entre les populations alléliquéBxcoffier et al. 1992) Elle est réalisée sur une matria distances

génétiques euclidiennes entre individus et donne la proportion de la variance entre populations par rapport

a la variance totale. Une valeurfelgest aussi donnée.

Le déséquilibre de liaisof DL HVW FDUDFW p ULV W L T Xresporfia Qri¢ aSsRE&¥od DW LR Q
QRQ DOpDWRLUH HQWUH DOOQqOHV j GLIIpUHQWY ORFL /fpTXLO
JPQPUDWLRQV GROFpPREWTEHQYWHIP ® RKIQDX QLYHDX GTXQH SRSXC
expansion clonale. LolXH OHV ORFL VRQW WUqV UDSSURFKpV OfYpYROXWL
par des mutations (Feingold 1991). Par ailleurs, le déséquilibre de liaison peut évoluer d'une génération a
O DXWUH VRXV O HIIHW G 1D X WridérkograpiidDeXde \apbpulatiordorbn lesV j Op Y
PpODQJHV GH SRSXODWLRQV OD GpULYH JpQpWLTXH HW OfHIIF
GpVpPpTXLOLEUH GH OLDLVRQ BcoeliclerssRIe évminIociet rHMMg HVWLPp SC
Robertson 1968)
X p L LyyF Lgy(Lewontin & Kojima 1960pu Ly\HVW OD IUpTXHQFH GH OfKDSOR
O DI CGHYHHPLHU O R Faxi'geddrw loGuiset Q11166 fedquerides de ces alleles
dans la populatiort0.25 < D < 0.25. Lorsque D = 0, on a un équilibre de liaison.

Y & . , , J—
X p-.L v@;?"“' i DQV FHWBWH, «esT deBiNchring@® o =
LglvdsF Lyg:sF Ly;; O8yvOr &a&ysgos= 'SF Ly Lydy:sF Ly, (B&yyP r.

Lorsque' {1=1, il y a déséquilibre complet.
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x “OL Re U HVYW OD FRUUpODWLRQ HQBUWHHQGHXD Y Qd
de 1 lorsque chaque alléle du premier locus est assacalale unique au second (déséquilibre
de liaison parfait) r* = 0, deux locus sont en équilibre de liaison compléte.

Le coefficient' flest plus précis pour la mesure des recombinaisons alors que le coefficient r2 résume a la

fois les recombinaisons eslmutationgFlint-Garciaet al.2003)

Un test de recombinaison génétiqusur les séquences de genes (comme les loci MLSA) permet en
RXWUH GfpYDOXHU VL OD UHFRPELQDLVRQ JpQpWLTXH FRQWULE?>
des PDUTXHXUV 3DU DLOOHXUV OD GpWHFWLRQ GTpYqQHPHQWYV
représentation des relations de parenté entre les séquences sur un arbre phylogénétiqgue car les
recombinaisons pourraient perturber le signal phylogénétique @Mdotih & Beiko 2010)

Pour les séquences de génes qui présentent un polymorphisme nucléotiditpsts desneutralité

sélectivepeuvent détecter un phénoméne de sElBcQ RX XQ pFDUW j OfpTXLOLEUH Gpl
SRSXODWLRQ FRPPH XQ JRXOHW GTpWUDQJOHPHQW RX XQH
SRO\PRUSKLVPH JpQpWLTXH VYH[SOLTXH SDDdXTjipdTéjir@aLEUH HQW!
1989) et Fs de Fu(Fu 1997)sont de 0. Dans le cas contraire, un balayage sélectif (apparition et
SURSDJDWLRQ GTXQ PXWDQW DYDQWDJHX][ dgiafiyue@doen®RSXODW L |
aboutit une valeur négative 8ede Tajimaet Fs de Fu qui exprime un excés de mutations a faible

fréquence (alléles rares). Par ailleurs, un excés de mutations a fréquence intermédiaire entraine une valeur
positive deD de Tajimaet Fs de Fy qui pourrait étre di a un effet de sélection balancée (maintien
GTDOOqOHY DYDQWDJHX[ DQFHVWUDX[ RX j XQH GLPLQXWLRQ Gpt

$YHF OHV GRQQpPHV JpQpWLTXHV GT1XQ, B §dilfe fyénktiqaefle QGLYLG XV
O 1 p F K Dalp$tél) @eQr Bt@ détectée par approche bayésienne par exemple avec le modeéle statistique
GenelandGuillot et al.2005; Guillotet al.2008) ,0 V{DJLW G Ha@ipriNethbhibte@ehblus VD Q V
probable dk JURXSHV JpQpWLTXHPHQW GLIIpUHQFLpY GDQV OfTpFKDQW
individu appartienne a une unité populationnelle sous un modéle de fréquence allélique corrélée ou non.
La structure génétique associBeY HF OHV GRQQpPpHV JpRJUDSKL TsKuttureSHUPHW H C
spatialedes populations identifiées. Cette structure spatiale rend compte de la dynamique (dispersion) des
LQGLYLGXV GDQV OfHVSDFH &HWWH DSSURFKH SHUPHW GYLGHQV

REPRESENTATION DES RELAT IONS GENETIQUES

La diversité génétique peut également étre analysée et représentée sur un diagramme pour établir les
relations génétiquegRobinsonet al. 2010) Les données de séquences nucléotidiques, comme les
PDUTXHXUV 0/6% SHUPHW Warb@iVph@oDenetiues\V s UdKiérsideR Qu 48 1

similarités observées sur un ou plusieurs génes (marqueurs moléculaires) permettent de déduire les
UHODWLRQV GH SDUHQWp HQWUH OHV VRXFKHV ,0 VY{DJLW HQ\
séquences de génes, grouper des souches apparentgeéprésentent un ancétre commun, et générer

XQ DUEUH SK\ORJpQpWLTXH Re OHV VpTXHQFHV OHV SOXV SURFKI
GH OYDUEUH WDQGLV TXYXQH DQFHVWUDOLWpP FRPPXQH pORLJC
brancKk HV WUqV GLYHUJHQWHV (Q GIDXWUHV WHUPHY FKDTXH Q°X
ses descendants et les arétes illustrent les liens de liaison.
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2Q GLVWLQJXH WURLV SULQFLSDOHV PpWK D@lélor2@6) xUad FRQVWUXF
méthodes fondées sur les distancestre séquences prises deux a deux qui regroupent ensemble les
séquences les plus phes entre elles et de situer les différents niveaux de hiérarchie entre elles sur la

base de lintensité de leur ressemblance : la méthode UPGMA (Unweight Pair Group Method with
Arithmetic mean) et la méthode NJ (Neighbdoining). Ces méthodes prennemicompte le nombre de

substitutions de nucléotides pour estimer la distance entre deux séqueeseaéthodes fondées sur

les caractéresqui prennent en compte le nombre de mutations (substitutions/insertions/délétions) qui

affectent chacun des sitesld séquence : la méthode de Parcimonie (MP), la méthode de vraisemblance

(ML). Ces méthodes sont plus précisdsa méthode bayésienngui calcule la probabilité postérieure

GH WRXWHYV OHV WRSRORJLHV GYDUEUHV bR @eNd TXHYV SDU
IRQFWLRQ GH YUDLVHPEODQFH /D PpWKRGH 0/ HVW OD SOXV URI
analyses obtenues sur la base des distributions alléliques.

Cependant si les séquences de genes utilisés comme marqueurdtssrasjeansferts horizontaux de

genes, il faut utiiser uméseau phylogénétiquepour représenter leurs évolutions dans lequel les
VPTXHQFHVY VRQW UHSUpVHQWpPHV SDU GHV Q°XGV HW OHXUV UH
(Kunin et al.2005; Legendre 2000)

/fhomoplasie GHVY VpTXHQFHV IDLW DXVVL SDUWL GHV SUREOQPHV IRQC
&HW pWDW EURXLOOH OfLQIRUPDWLRQ SK\ORJp&3 pationisxied SRXYDQ\
SDUHQWp /TKRPRSODVLH LQGLTXH OD UHVVHPEODQFH GYfXQ pWD
les séquences de genes peuvent afficher des similitudes mais ne posseédent pas les mémes histoires de vie.

2Q GLVWLQJIXH WdlhBd Rgwe 8p:Hia derfvergeRde évolutivéprésence de caracteres

similaires dans divers séquences sans lien de parenté, souvent lié¢ & une adaptation ax milieu),
OfpYROXW L(#RX sequenbed @lgfi@hhent proches évoluent de fagon indépatgeésentent

GHV FDUDFWqUHV VLPLODLUHV OH F DM BFesigriJadolutivétleuk VV X GTXQ
VPpTXHQFHY SUpVHQWHQW GHV pWDWV VLPLODLUHY SDU VXLWH G
HOOHV &H U Hahs&dnifgst® fiap Wwidrtatiad [perte) au niveau de la séquence, la principale
VRXUFH GfKRPRSODVLH pWDQW OD UHFRPELQDLVRQ ,0 D pWp Gp
augmente avec le nombre d'événements de recombinaison affectante sisLQVL OTKRPRSODV
couramment utilisée comme indicateur de la prévalence de la recombjhvasmard Smith & Smith

1998; Smith 1999) $LQVL GDQV OD FRQVWUXFWLRQ GIXQ DYE QHHKWQ R/D
GH OD SK\ORJpQLH LQIpUpH HQ HVWLPDQW GYfXQH SDUW OfLQIOX
HW GH UHWLUHU FHX[ TXL RQW XQH LQIOXHQFH WURS IRUWH SD
PYLWHU OTKRPRSOVVEH YROKMXU HQ SK\ORJpQLH 'fDXWUHV SDUW
XQH IRUWH KpWpURJpQpLWp LO HVW SUplpUDEOH GYH[SORUHU O
GH FDOFXOHU OHV SUREDELOLWpPV GHuttHEBEDIE FgdR A WusG TXQ QX |
UpDOLVWH SRVVLEOH OH SURFHVYV XT4giES RseR010f XH GIpYROXWLRQ

En épidémiologie, une question importante est de savoir si deux ou plusieurs isolats dérivent de la méme
souche et de prouver la clonalité entre des isolats SEEOHYV GYrWUH OLpHV pSLGpF
(Struelens 298) La notion declone définit un ensemble de souches bactériennes isolées
indépendamment les unes des autres i.e. provenant de lieux différents et prélevés a différents moments,

mais qui montrent des caracteres génétiques trés proches impliquawleT&XfHOOHY RQW XQ D
commun récent. Les souches impliquées dans une épidémie peuvent avoir une relation de clonalité qui
QTH[FOXH SDV OD SUpVHQFH GH UHFRPELQDLVRQ YRLUH GH YDUL
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Figure 8 + OOXVWUDWLRQ DEBOQDPKHRPRSABOWIH XHVY HQ ORQJXHXU PDL
différent.Crédit illustration : Z. Deretsky
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GHV FORQHV OHV PDUTXHXUV PROpFXODOXANM BE X GHRWOrNY B R QMR
complexe clonal.Pratiquement, les isolats qui présentent le méme profil allélique sont définis comme
FORQHV HW OHV JURXSHV GTLVRODWYV TXL PRQWUHQW GHV SURIL
A partir des différerst profils alléliques existants dans la population étudiée, générés par les données de
génotypage MLST et MLVA, les liens génétiques entre les haplotypes peuvent étre visualisés a partir

G f &rigpe couvrant minimum HUPLQLPXP VSDQQ L Qakos)GHRHIIWGOBIN PRQBPIRSW GTR
DSSOLTXH OH SULQFLSH GH SDUFLPRQLH j OD SK\ORJpQLH &fHVV
GH EUDQFKHV HVW PLQLPDOH pYRTXEQIROCavaiBiaps/1968)p PLQLP XP
/D WDLOOH GH OD SRSXODWLRQ DQDO\WpH RX OfDMRXW GH QRXY
car le principe de parcimonie sgasent permet de conserver les points de connexion des différents
JURXSHV /YDUEUH FRXFBDREW URAULQL XYM AReafd3cel B.AA0H P H JRH% XL
chaque cercle représente un haplotype et les segments reliahpletypes sont pondérés de distance

euclidienne minimale entre les deux haplotypes. Les haplotypes sont regroupés en fonction du nombre de

loci qui les différencient et leur fréquence. Les souches liées épidémiologiquement sont distantes entre
HOOHWMcGE BXYY RX pVLQJIJOH ORFXV YDULDQWY HW IRUPHQW XQ FRP
FRXYUDQW PLQLPXP IRXUQLW SDU DLOOHXUV GHV LQIRUPDWLRQV
prédit comme fondateur ou ancétre commun potentiel diegyipes liés dans un complexe clonal. Sur la

EDVH GH SDUFLPRQLH OfYKDSORW\SH TXL D OH SOXV GH JUDQG ¢
fondateur primaire. Si deux haplotypes possédent le méme nombre de SLV alors celui qui a le plus grand
nombredH '/9 PGRXEOH ORFXV YDULDQWY HVW FKRLVL

DIVERSITE PHENOTYPIQU E

(Q LOQOWHUDFWLRQ DYHF OYfHQYLURQQHPHQW OH JpQRW\SH DJLW
GpWHFWDEOHVY GTXQ LQGLYLGX GpVLIQpV FRPPH egwWwdaQW OH SKp
QLYHDX GHV GLIIpUHQWY JqQHV FRQGXLVHQW | GTLQQRPEUDEOF
diversité. Ainsi, la diversité phénotypique basée sur des caractéres déterminés génétiquement peut refléter

une partie de la diversité génétiquer. &leurs, pour les caractéres qui dépendent principalement des

effets du milieu, la variation phénotypique peut ne pas rendre compte de la variation génétique.

&KH] OHV EDFWpULHV SDWKRJqQHV OD GL YobdypaNqgedgu® pWLTXH St
OTDIJHQW LQIHFWLHX[ /H SRXYRLU SDWKRJgQH HVW FDUDFWpULV
SHXW YDULHU VHORQ OHV VRXFKHY /D YLUXOHQFH GTXQH VRXFK
TXDOLWDWLI Di@ Rstddrattiridéeapiriialdgudnirdtes symptdmes (terme quantitatif). Ainsi,

un isolat peut étre virulent ou avirulent sur un cultivar donné, et un isolat virulent peut étre plus ou moins
DJUHVVLI /D YLUXOHQFH HW OYDJUHNVYNVWRIHVY \GRIQY BHXQW RFBRK
DGDSWDWLYHV /YH[SUHVVLRQ GH OfYDJUHVVLYLWp HVW VHQVL
SK\WVLRORJLH GH OfK{WH OHV LQIRUPDWLRQV UHFXHLOOLHV VXU
données gén&tTXHV FRQWULEXHQW SDU H[HPSOH j OfLGHQWLILFDWL
pathogéne, et peuvent renseigner sur les relatonsSb®WKRJgQH FRPPH OfH[LVWHQFH
mécanismes de coévolution. La connaissance du pouvoir pathogéne peridd? BgglW GIDSSUpFLHU
UpVLVWDQFH GH OTK{WH TXL HVW XQH LQIRUPDWLRQ LPSRUWDQV
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llIl. ABOUTISSEMENT E T PORTEE DES
INVESTIGATIONS

3RXU UpVXPHU OHV YDULDWLRQV JpQpWLTXHYV M XGUEKXQWD WHhPW L J
SDWKRJgQH /YfpYROXWLRQ UpVXOWH GH GLIIpUHQWHYV IRUFHV T
OfpSLGpPLRORJLVWH j WUDYDLOOHU j OYLQWHUIDFH GH OD Jp!
GHVFULSWLYH DYHF FRmMPlés rRaxquelr® moléadir€sYieés el Bdeptes aux
TXHVWLRQV GH UHFKHUFKH SRVpHV /HV LQIRUPDWLRQV IRXUQLH\
peuvent étre synthétisées de la maniéere suivante :
X les relations de parenté et les relationQ@gWLTXHV HQWUH KDSORW\SHV UHQVH
OTDJHQW SDWKRJgQH OH W\SH GH VRXFKHV DVVRFLp j OfpSL
x le flux de génes et la structure spatiale de la diversité génétiqgue des populations renseignent sur
la dspersion des souches,
X la connaissance de la structure des populations : clonal, panmictique, épidémique, ou mixte,
renseigne sur la nature de la maladie épidémie/pandémie, émergence localisée ou endémie,
X la connaissance des différentes formes de digatiih (mutation, recombinaison, sélection)
UHQVHLJQH VXU OfpYROXWLRQ GH OfDJHQW SDWKRJqQH
x et enfin la diversité phénotypique (pouvoir pathogéne) donne une indication sur le
comportement chaque type identifié de diversité.
'"TXQ SRLQW GH YWHOEBOGRQQEH RQW GHV SHUVSHFWLYHV GTX
RXWLOV GYDLGH j OD GpFLVLRQ SRXU OD JHVWLRQ HIILFDFH GH
UpVLVWDQWHY j GpSOR\HU OH GpYHOR SI§ BUriHQI&VsugiBEaV LOV GH
épidémiologique.

L'épidémiosurveilance HVW OH VXLYL GH OfpYROXWLRQ GHV DJHQWYV SDW
lintroduction de nouveaux organismes nuisibles sur un territoire donné. Elle assure un diagnostic précis e
UDSLGH GHV LQIHFWLRQV j SRWHQWLHO pSLGpPLTXH (OOH HVW I
de partenaires effectuant périodiguement une veille sur le territoire, avec prélevement et analyse
GTpFKDQWLOORQV SUpVH Q Wénqypags, ik moyers des bryueutsiRyénhBtiqued,H
LGHQWLILH FKDTXH LQGLYLGX W\Sp HQ OHXU DWWULEXDQW XQH
empreinte génétique est stockée en une base de données de profils génotypiques numériques consultables

via des applications Web. Grace a ce systeme de surveillance épidémiologique, on peut reconnaitre les

profils existants (librairie numérique de profils génomiques) et identifier ceux qui sont nouvellement
GplLQLV /H V\VWqgPH GYpSLGade leB \aXd) deHtye @dnPdratf delachiéQ SO
IRXUQLVVDQW GHV SURILOV QXPpULTXHV UHSURGXFWLEOHV SH
VRXFKHV ,0 H[LVWH DXMRXUGY{KXL XQ FHUWDLQ QRPEUH GTRXWL
intégrar les bases de données de génotyf@geicoet al. 2012; Sabatet al. 2013; Struelenset al.

1998)comme PulseNe{Swaminathamt al.2006); Harmony(Murchanet al.2003); EPIS et TESSY

GH O T¥®&a4a& Walle 2013) PubM_.ST®, MLST.net® (Aanensen & Spratt 2005)MLVAbank'* ;

® PulseNet International : http : //www.pulsenetinternational.org/
¢ EPIS (Epidemic Intelligence Information System)
" TESSy (The European Surveillance System)

8 ECDC (European Centre for Disease Prevention and Control) : http : //ecdc.europa.eu/en/data
tools/Pages/home.aspx
¢ PubMLST (Public databases for molecular typing and microbial genome diversity) :http : //pubmlst.org/

 MLST (Multi Locus Sequence Typing).net:  http : //www.mlst.net/
* MLVAbank : http : //mlva.u  -psud.fr/mlvav4/genotyping/
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MLVA -Bacterial genotypirg, MIRU-VNTRplus (Wenigeret al.2010) MLVA -NET"* (Guigonet al.
2008) GPMS?, etc.

2 MLVA bacterial genotyping : http : //www.mlva.eu/

® MIRU-VNTR (Mycobacterial Interspersed Repetitive Units - Variable Number of tandem repeats) . http
Ilwww.miru  -vntrplus.or g/MIRU/index.faces

“ MLVA-NET : http : //bigsdb.web.pasteur.fr/

* GPMS(Genomes and PolyMorphismS) : http : //minisatellites.u -psud.fr/
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BACTERIEN

,9 /( &203/(;( '-P&ECES CHEZRALSTONIA
SOLANACEARUM
DESCRIPTION

R. solanacearurast une -proteobactérie, graimégative, en forme de batonnet aux extrémités arrondies

(0,50,7 x 1,52,0um) Figure 9B QRQ VSRUXOpH QRQ HQFDSVXOpH /HV I10I

présentes, sont polairBenny & Hayward 2001 Kelman 1953)Figure 9A). Sur milieu tétrazolium

Kelman (chlorure de 2,3fiphényltétrazolium), les coloniedrulentes typigques présentent une forme

LUUpJXOLqQUH GH FRXOHXU EODQFKH RSDTXH DYHF XQ DVSHFW P
(36 HW DSUqV TXHOTXHV MRXUV GYLQFXEDWKeReh DSMpVHQWHQW

OEPP/EPPO 2004Schaackt al. 1988)(Figure 9C). Les variants spontanés non virulents forment des

FRORQLHYVY VDQV H[RSRO\WDFFKDULGHYV GH SOXV SHWLWH WDLOC

couleur rouge foncé-{gure 9D). Les colonies ne sont pas fluorescentes mais peuvent diffuser un

pigment mélanique (brun) dans le mil{@chaadkt al. 1988)(Figure 9E).

T AXONOMIE ET DIVERSIT E GENETIQUE

/H FRPS O H[HRGlahsc8aritbhwbe dans le genre des Burkholderia. Les souches qui unifient

ce groupe présentent une grande \ite@algénétique et phénotypique intraspécifique. A cet égard,

plusieurs systémes de classification ont été proposés. Historiguement, la classification a subdivisé

O T H\RSsplardcearuran x UDFHV SK\VLRORJLTXHV H @Bu®Rienrayeeta)Q GX VSHFW
1962) x5 biovars selon leur aptitude a métaboliser divers sucres et a délasiferites(Hayward

1994) Cependant, ces deux classificaid@ RQW SDV OD YDOHXU GH WD[RQ /D FOD
base de marqueurs génétiques (RELRRNr 163’ et ARN 16523S% pglA® etegf® D GYDERUG
LGHQWLILp Mshkticl] Y LAMRRSUHQDQW GHV VRXFKHV HQ SURYHQDQF
Americanun]] GHV $ P(Eabkel A.H989; Cook & Sequeira 1993egaret al. 1998b; Gillings

& Fahy 1994 Sealet al. 1992; Taghaviet al.1996) Plus tard, I'analyse des données des séquences de la

région ITS 16823S, des génexyl et hrpB*, et des marqueurs AFEPa permis la classification en 4

JURXSHV JpQpWLBXNY RXLUSBSKIORWM OH X UPIRoypéL @sbucigsRIJUD SKLT.
principalement de I'Asie)xPhylotype Il (souches principalement des Amériques). Le phylotype Il est

** AFLP : polymorphisme de longueur de fragment de restriction.

Y ARNri16S : IUDJPHQW G-$51 ULERVRPLTXH QXFOpDLUH ,76

* ARNr 16S-23S: IUDJPHQW G-$51 ULERVRPLTXH VLWXp GDQV OD UpJLRQ HVSDFHXU LQWHUQ
le 16S et le 23S

** pglA : géne polygalacturonase.

» egl : géne endoglucanase.

2 hrpB : gene associée dans la virulence.

2 AFLP : polymorphisme de | ongueur des fragments amplifiés
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Figure 9 = Ralstonia solanacearunfph) Forme enbéatonnet et flagelles polaires
(Mansfieldet al.2012) (B) Colonie en microscopie électronique de balay@garischi
Sousaet al. 2016) (C) Colonies de souches virulentes et (D) non virulents sur milieu
Kelman. (E) Colonies diffusant un pigment mélaniquédits photosS. Ravelomanantsoa.

Figure 10 tDistribution géographique des souches disceR
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subdivisé en deux lignées$ HW ,,% GIRe VH GLVWLQJXHQW GHV JURXSHV GH
comme le phylotype 1IB sequevar 1 (1B responsable de la pourriture brune de la pomme de terre (en
DQJODLV pu3RWDWmylpgpdIRZYRXRWHY GH O $IULTXH HW GHV vOHV
xPhylotype IV (souches de I'lndonésie, mais aussi du Japon, des Philippines, de Corée et d'Australie)

(Fegan & Prior 2005 Fegan & Prior 2006 Jeonget al. 2007 ; Poussieet al. 2000a; Poussieket al.

2000b; Villa et al. 2005) Cette classification phylogénétiqgue a été confirmée par une approche
microarray” du génome entig6uida et al.2007) La subdivision des phylotypes en clades et sequevars

a été démontrée respectivement par une analyse par séguencage de 9 génes (MLS&)4\/2iaka),

par séquencage partielle du géne endoglucaegbd¢Regan & Prior 2005).e concepde complexe
GITHVSgFH Wi]boasaceatingdmpte tenu de la diversité phénotypique et génétique observée,

HW VXUWRXW GH OYH[LVWHQFH GH GHX[ DXWUHV HVRgFHV DSSD
syzygiiagent du flétrissementdugf® LHU HQ ,QGRQpVLH HW OH p%ORRG 'LVHDVH
flétrissement du bananier dans la méme zone géograpfigues (1) (Buddenhagent al. 1962; Fegan

& Prior 2005; Taghaviet al. 1996) Récemmené partir des données de séquencage de génomes

complets, Remenart al. (2011) etSafni et al. (2014) ont proposé une nouvelle nomenclature du
FRPSOH[H G RH psBugibddiahacearunsp. nov (regroupant les plgtypes | et ), R.
solanacearum(comprenant les souches assignées au phylotypR. IByzygiisubsp indonesiensis

subsp nov.(regroupant les souches assignées au phylotypR.I'g)zygisubsp nov(ancienR. syzyg)i

R. syzygiisubsp celebesensisubsp nov. SRXU OHV VRXFKHV Gableaup NBUE/\SH p%'%
DYRQV FKRLVL GI{XWLOLVHU GDQV FHWWH RV#Onvacea® RRDVVLILFI
MFH5VY SRXU GpVLIJQHU OHV DIJHQWYV SDWKRJgQHVY UHVSRQVDEOH

DISTRIBUTION ET SPECTRE D HOTE

Les souches du ceRs sont réparties sur les cing continents et sont capables de coloniser des milieux
écologiques différents, ce qui leurs conférent la deuxieme place parmi les agents pathogénes
GILPSRUWDQFH pFRQRAdnFTiKltHt &k ZDPR) CestsolcRes sont largement répandues

dans les régions tropicales, subtropicales et tempé¥igese( 10 (CABI 2016 ; EPPO 2015)Le

phylotype Il présente une large distribution mondiale. Le phylotype | est présented quatre

continents : Amérique, Afrique, Océanie notamment en Australie, et en Asie, avec une prépondérance
GDQV OH FRQWLQHQW DVLDWLTXH /D SUpVHQFH GX SK\ORW\SH ,
phylotype Ill est localisé dans @entinent Africain et dans la zone SOOI ou il semble étre endémique.

Enfin, le phylotype IV se retrouve en Indonésie et Australie.

Par ailleurs, les souches du ceRs présentent une gamme de plantes hétes exceptionnellement large et en
expansion continue. €souches sont impliquées dans le flétrissement de 450 espéces végétales cultivées

et sauvages distribuées dans 54 familles botaniques différentes (monocotylédones et dicotylédones), dont

OD PDMRULWp GIHQWUH HOOHYV D $RiBsUishdded (Hay@ald & HafmaD PLOOH C
1994; Kelman 1953). Certaines lignées comprennent des souches qui partagent les mémes caractéres
PFRORJLTXHV QRPPpHV(bed2aE) WHUPH upFRW\SHY

#* /D WHFKQLTXH PLFURDUUD\ HVW EDVpH VXU O-DQDO\VH GH SXFHV j $'1
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Tableau2 +Correspondance entre les récentes et anciennes classifications chez ceRs.

Ralstonia solanacearumH VW X Q FRP S O;H(bdiviz§ FEvetnEM en 3 espezqgsartir

des données de séquencage de génome completgiPaio2016; Rememantet al.2011, Safniet

al.2014) JpQpWLTXHPHQW VWUXFWXUp HQ SK\ORW\SHV SDU O
région ITS 1623S(Prior et Fegan 2005) FODVVp HQ VHTXHYDUV j SDUWLU ¢
portion du géneegl(Fegan & Prior R05); regroupé en clades par analyse de séquencage
multilocus (Wickeret al. /HV UDFHV VRQW GpWHUPLQpPHY HQ IRQF
biovars selon leur aptitude & métaboliser divers sucres et a dénitrifier les nitrites (Hayward 1994).

59



Ondistingue Figure 11) :

X OfpFRWSBRZQVBRWYDQW DX IURLG RX uVRXFKHV IURLGHVY FI
SRPPH GH WHUUH SRWDWR p%URZQ URWY PDLV DXVVL VXU
HSPHULFDQ %dbyore IBRWA D Tp FRENSIH-DQ %(pHyidype UIR W |

x /1 pFRWwa& Nphlotype IIA et 1IB),

X O 1 pF R YXSIKpRIdhHe 11B),

x O 1 pF RMwb\ $HBanana Blood Disease) dont les souches sont uniqguement pathogénes du
bananier (unique héte),

X O 1 pF RM BSHhylotype 1IB4 13 % MIRW 3DWKRJIJHQLF WR %DQDQDY TC
virulence englobant les Solanées, les Aracées, les Cucurbitacées et certaines Musacées
ornementales,

O 1 p F WG fhthydotlype I) pathogéne du gingembre,
O 1 p F ROX\G EHHoHyldfpel) qui infecte le mariefCellier et al. 2012 ; Fegan & Prior
2005; Wickeret al.2012)

xX X

CYCLE INFECTIEUX , CONSERVATION ET SURV |E

La bactérie est généralement établie dans le sol ou la rhizosphére. Attiréerpalédales nutritives de
OfTH[VXGDW UDFLQDLUH OfYR[\JgQH HW GLYHUV DFLGHV DPLQpPV I
flagelles polaires vers son hote, plus précisément vers un emplacement optimal pour son activité
métabolique (chimiotactismet aérotactisme) et colonise ensuite la rhizospé@ienan & Hruschka

1973; Yao & Allen 2006a; Yao & Allen 2006b; Yao & Allen 2007) Pour la premiére phase
GTLQIHFWLRQ OD EDFWpU lett peh@re/ay BvedtiHies rarDedddrQ@ies lessurésp Jp W D
QDWXUHOOHV FRPPH OYfpPHUJHQFH GTXQH UDFLQH VHFRQGDLUH
QpPDWRGHV RX GHV RXWLOV J/TLQIHFWLRQ SHXW rWwWwH pJDOHPH
partie végétative. La bactérie migre ensuite vers les vaisseaux du xyleme ou elle se multiplie activement.

/D EDFWpULH XQH IRLV GDQ V(TaBKeB@meQalv2a01) TH\R\E VS\OXNF W RE Q Ol
YDLVVHDX[ HPSrFKH OD FLUFXODWLRQ GH OfHDX GDQV OD SODQW
Apres cela, la bactérie est a nouveau libérée dans le sol. Certaines daucéBs sont, en outre,
FDSDEOHV GTLQIHFWLRQV ODWHQWHY GDQV OHV WXEHUFXOHV GF
réservoirdHayward 1991 Skoglundet al.1993) Ainsi, la plante conservera agpect sain et deviendra

un porteur sain pouvant disséminer la bactéri€iduare 12 est une représentation schématique du cycle

infectieux

La bactérie se développe a une température comprise entre 24 et 30°C, généralement dans des conditions

G 1 D p &irRtE (QABI 2016 Denny & Hayward 2001EPPO 2004 Kelman 1953). Sa croissance est

inhibée pour des températures inférieures ou égales a 10°Cath ale 37°C. Des périodes de temps

pluvieux sont associées a une incidence élevée de la maladieRed faV DQW VD GLVSHUVLRQ (¢
GIK{WH VHQVLEOH OHV VRXFKHV GX FH5V SHXYHQW SHUVLVWHU
SXEOLp UpFHPPHQW VRXV IRUPH GTHQGRSK\W ppakeretdl. OHV WLVYV
2016) Elles peuvent étre hébergées par des plantes réservoirs (commeriéseaddans les alentours
LPPpGLDWY GHV SDUFHOOHVY GH FXOWXUH VRXV IRUPH GYLQIH
OTDPSOLILFDWLRQ HW OD GLVVpPLQDWLRQ GH OD EDFWpULH VDQ
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Figure 11 +Les écotypes de ceRs et leur correspondance phylogénésquee:
Wicker2015

Figure 12 HReprésentation du cycle infectieux théorique chez les souches du ceRs.
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Figure 13 +(A) Symptdémes et détection préliminaire du flétrissement bactérien sur plante en cours de
IOpWULVVHPHQW % 6HFWLRQ GH WLJH SUpVHQWDQW XQ H[VXG
EUXQKWUH GHYV Y DLV V H Da bactédriers 2l ni@Qealtd@s e (PR Yasculaire de
FRORUDWLRQ EUXQKkWUH DY HFdiS photvskhNBFEH FIGrajalbMaaddtsa HQ F W p U L H Q
D) G. Cellier.
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/ID EDFWpULH SHXW DXVVL V(@&tdnadard Bdqueiia Qog8\@nhekest ad9a9)) ULIJDWLRQ
Dans des conditions environnementales défavorables, la bactérie peut également présenter différentes
VWUDWpPJILHVY GH VXUYLH FRPPH (Crfhyp&/Iedk 2001eElOformBtbide QRQ FXO)
biofilm (Yao & Allen 2007) /RUVTXH OHV FRQGLWLRQV VRQW SURSLFHV F
sensible, une souche non virulente peut redevenir vir2eteyet al. 1994; Poussieet al.2005) Le

type de sol peut en outre conditionner la survie des souches du ceRs ddRsslecknl 994 Prioret al.

1993) En comparant les oxisols et vertisols, Pgoral. (1993) ont conclu que les oxisols (sols

ferralitiques) sont favorables au développement des souches et que les vertisols ont une action suppressive
quiestOLpH j OD SUpVHQFH GH PRQWPRULOORQLWH DUJLOH TXL j
réseau et empéche la survie des souches. L'humidité du sol affecte également la persistance du pathogéne,

qui tend a survivre mieux dans un sol humide, faaioissance est inhibée dans un sol inondé ou
desséchéHayward 1991 Moffett et al. 1981) En outre, un sol a pH acide faiblement fertile favorise le
développement des bactélfiskessihaet al.2007)

FACTEURS DE VIRULENCE

Divers facteurs de virulence sont impliqgués dans la colonisation des cellules de la plante et dans la
dégradation des composants des parois cellulaires pour libérer les nutriments essentisisaidz ches
EDFWpULHV HW j OHXU GLVSHUVLRQ GDQV OH WLVVX GH OTK{WH |
X OD VpFUpWLBE@ FGMRIQR®WWL T X H V-1 4sllobith@IXso@) WL T X H V
1,4endoglucanaseE()) ; endopolygalacturonas®dhA ; exopolygalacturonasefghB et
PehQ ; pectinmethytesteraseRmg VpFUpWpV SDU OTLQWHUPpPGLDLUH GYX
type Il (SST2)
Xx OD VI\QWKqVH GTXQ PXFXV GT(36 (36 , FRQVLGpUp FRPPH C
transport de la séve en raison de leur accuioniidéns les vaisseaux du xyléme
X les génesirp qui codent pour le systeme de sécrétion type lll (SST3), un déterminant majeur de
OD SDWKRJpQLH /H 667 HVW VLPLODLUH j XQH VHULQJX]
directement un ensemble de protéinffiectices appelées effecteurs de type Il (ET3) a
OTLQWPpPULHXU GH (A\ardzet @.200pH GH OD SODQWH

EPIDEMIOLOGIE

6RXUFH GTILOQRFXOXP PRGH GH FRQWDPLQDWLRQ HW GLVSHU

Comme le spectre de plantes hbtes des souches du ceRs est trés large, différentes espéces végétales
ligneuses otuKHUEDFpHVY SRXUUDLHQW DORUV FRQVHUYHU FHWWH EDI
SRUWHXUV VDLQV /HV GpEULV GH SODQWHV OHV SODQWHV DG
matériels de multiplication végétative (tubercules semences, bdumataminés constituent
GILPSRUWDQWHY VRXUFHV GYLQRFXOXP SULPDLUH /D EDFWpULH
OHV HDX[ GJLUULJDWLRQ HW (8uvdrezexdl. 2016) O/@ K R PRV HRAXWSDID O H B HROX
facteur de contamination lors des opérations cultyragesun facteur de dissémination par la
PXOWLSOLFDWLRQ OH WUDQVSRUW GH PDWpPULHO YpJpWDO LQIHI
survivre sur le bois (plusieurs jours), le métal (plusieurs semaines), le caoutchouc (plusieurs mois), le

fumier de bovins (2 semaines) et les déchets de l'industrie de la transformation de pommes d@ terre (1

mois) (Wennekeret al. 1998) Enfin, la transmission de proche en proche par les insectes comme les

abeilles Trigona corving, les gu@es Polybiaspp), et les moucheBrosophilaspp) sont possibles par
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FRQWDPLQDWLRQ GH OTLQVHFWH RX WUDQVIHUW PpFDQLTXH /H
PDQLqQUH SDVVLYH Re OHV VRXFKHV VY{DFFU amkihtQimatEde OHV SDU!
WUDQVPLVVLRQ ELRORJLTXH HVW SRVVLEOH R $Hygituiedt FDV GH O
transmis paHindolaVS XQ KRPRSWqUH FHUFRSLGH /RUVTXH OYLQVHFWH
GIXQH SORQWIt tta@shitfrdg@ bactérie par injection ou piqlre sur une autre plante. La
WUDQVPLVVLRQ HVW GH W\SH SHUVLVWDQW DYHF XQH SpULRGH C
plus courtgAgrios 2008 EdenGreeret al. 1992; Supriadi 2005)

Symptémes et détection préliminaire

Au champ, le flétrissement bactérien affecte les plantes en cours de croissance et de végétation. Les
symptébmes externes se manifestent généralement par une épinastig(ffekare vers le bas) qui
VIHQVXLW S DU FEgQ@e 13H),\bhd thiviose Bles @iMles (jaunissement progressif des feuilles)

TXL UpGXLW OTDFWLYLWp SKRWRV\QWKpWLTXH GH OD SODQWH I
flétrissenent généralisé et irréversible di a la dégradation et l'obstruction des vaisseaux conducteurs par

les bactéries qui affecte les mécanismes de nutrition de la plante héte. Une procédure de diagnostic rapide

pour identifier la maladie sur le terrain consiteouper une tige symptomatique. Une section de tige

infectée montre une coloration brune du systéeme vasclaijed 13D HW OD SUpVHQFH GT1XQ |
bactérien blanchatr€igures 13B TXL IRUPH GHV ILODPHQWY ORUVeBX RQ ODLVYV
(Figure 13C). La maladie peut également toucher les tubercules comme pour le cas de la pourriture

brune. Le tubercule de pomme de terre infecté contient un exsudat bactérien laiteux dans les tissus
vasculairesRigure 13E). Des suintements peuvent &teservés au niveau des yebig(re 13F). Au

VWDGH DYDQFp GH OYLQIHFWLRQ OHV WLVVXV EUXQLVVHQW HW

Diagnostic

'LYHUV RXWLOV SHUPHWWDQW OYLGHQWLILFDWLRQ GH OD EDFWy
2006/63/CE deal commission du 14 juillet 2006 modifiant les annexes Il a VIl de la directive 98/57/CE

du Conseil concernant la lutte corfRalstonia solanacearu@®mith) Yabuuchet al.(EU 1998) ou les

références sont indiguéesdeissous. A savoirxOTLVROHPHQW VXU XQ PLOLHX VpOHFW
nutitif SMSA?* et observation de la morphologie des colonida, mise en évidence des granules de

poly- -hydroxybutyrate (PHB)xGHY PpWKRGHV VpURORJLTXHV EDVpHV VXU OD
UHFRQQDLVVDQFH HQWUH XQ DQWLJqQH SURWpPLQH GH OYDJHQ
GLULJpH FR Q Wdeslmetyodad midlédujaid€R (test de réaction en chaine par polymérase)

qui permet de copier spécifiquement et de fagon exponentielle une partie ciblée du génome ADN de
OTDIJHQW SDWKRJqQH DILQ GH GpWHFWHU VD SUpVHQFH OH WHV\
plante et observer les symptomes du flétrissement.

STRATEGIES DE LUTTE E T DE GESTION

$XFXQH PpWKRGH FXUDWLYH Q HVW GLVSRQLEOH DXMRXUGY{KXL ¢
par les souches du ceRs. Les méthodes de lutte sont essentiellerden prophylactique en adoptant
les bonnes pratiques culturales comme choisir des parcelles non infestées, utiliser des tubercules

2 SMSA pour "Modified semi -selective agar medium from South Africa"
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Tableau 3 + Les variétés de pomme de terre identifices par FIFAMANOR comme
résistaites/tolérantes au flétrissement bactérien.

R : Résistant ; MR Moyennement résistant. Sourde. Randriatsalama, sélectionneur de FIFAMANOR
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semences sains, pratiquer la rotation des cultures, détruire les adventicess leslgtaresidus végétaux

contaminés, désinfecter les outils et équipements, et entretenir les cultures, amendement et fertilisation du

VRO ,0 VIDJLW GH PHVXUHV SUpYHQWLYHV TXL UpGXLVHQW OH S
bactéries /{XVDJH GH SHVWLFLGHV FRPPH OHV EDFWpPULFLGHV RX Ot
OTXVDJH GH SURGXLWYV FKLPLTXHV j DFWLRQ EDFWpPULRVWDWLT X
HI[SORLWpPV VDQV UpHO V XF FooduittdHifigesaBap Wt dodesagrdn@nts/ EnW LR Q G
particulier la détérioration des écosystémes et les risques pour la santé humaine sans compter le fait que
OHV FRPSRVpV FKLPLTXHV SHXYHQW HQWUDVQHU CUiB,8SDULWLRQ
FREW GH VRQ DSSOLFDWLRQ HVW RQpUHX[ /IXWLOLVDWLRQ GH O
j OD FKDOHXU D pJDOHPHQW pWp SURSRVp PDLV FTHVW XQH SUD!
lutte biologique aux moyens deicroorganismes antagonistes ou inducteurs de résistance (comme des
VRXFKHVY DYLUXOHQWHY GHV EDFWpPpULRSKDJHV GHV FKDPSLJQR
Cependant son application au champ est restreinte ou un échec. Les activitégrigniitesctdes

principes actifs de plantes sont également exploitées pour contréler le flétrissement {zenésigaet

al. 2005; Saddleet al.2005; Yuliar et al.2015)

[IXWLOLVDWLRQ G Elcanditud |a'gttaréyieD€dRdix polr lihhiterMé®pertes de production.

8QH GRX]DLQH GYHVSqgFHV VDXY Bdahyn Riberdseoniiitiligdges sontn8 SDUH QW p
sources potentielles de résistar{E®ck et al. 2001 ; MachidaHirano 2015) La résistance au

flétrissement bactérien a été observée Sh@hurejgFocket al.2000) S. commerson{Kim-Leeet al.

2005; Laferriereet al. 1999) S. stenotomur(Fock et al. 2001) et S. chacoengghenet al. 2013)

Cependant, le challengsteparticulierement difficile car les propriétés de résistance peuvent fortement

rWUH LQIOXHQFpHY SDU OfHQYLURQQHPHQW HW OH FRPSRUWHPH
(Champoiseaat al.2009; Hansoret al. 1996; Wanget al. 1998) Par exemple, chez la pomme de terre,

la résistance au flétrissement bactérien a été identifiée chez une variété aliGidem phureja

(Schmiediche 1990} a résistance a été efficace dans tous les climats tempérés et contre tous types de
souches identifiées. Cependant, lorsque les variétés résistantes ont été cultivées dans des climats chauds et
KXPLGHV OD UpVL V(8tbngeEiehe \1999WaApIub, llaDésstentdHvarie en fonction de
OfLQWHQVLWPBedbdita @ RovieX1BAOITheH la tomate variété Hawaii 7996, des QTL de

résistance semblent présenter une résistance phylotype spécifique : QI2 $acifique au phylotype

| et QTL Brw-3 spécifique au phylotype (Carmeilleet al. 2006; Wanget al.2000) Ce contexte nous

montre bien comment la diversité génétigue des souches du ceRs constitue un sérieux obstacle au
FRQWU{OH GX IOpWULVVHPHQWKEDFW@UHW\E & W QW ErRX D WIIGI\Y D
sur la biodiversité des souches du ceRs.

/[HV SURJUDPPHV GH VpOHFWLRQ SRXU GpYHORSSHU GHV YDULp
nombreuses régions du monde. Le Centre International de la Poname (€IP) basé a Lima au Pérou

HW DX .HQ\D HQ $IULTXH VXEVDKDULHQQH HVW OH FHQWUH GH |
variétés résistantes au flétrissement bactérien, adaptées pour les conditions des climats tempérées et
tropicaux. Il met ad disposition des sélectionneurs du monde entier, sur demande, du matériel génétique

issu de création ou de sélection avancée. Au cours des années 90, des variétés avancées ont été
développées par le CIP apres 14 ans de programme de sélection pousdeni&tt bactérien.

Différentes variétés tolérantes ont été cultivées a Madagascar, au Burundi, au Rwanda, au Zaire et au

Brésil (Frenchet al. 1998; Hayward 1991)Récemment, les chercheurs du CIP ont publi&anété de

pomme de terre améliorée CIP 3®6.7 qui semble présenter une tolérance élevée a la souche de
guarantaine du ceRs HB(Gutarraet al.2015) &H UpVXOWDW HVW SURPHWWHXU IDFH |
qui sévissent dans différents pays du monde.
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A Madagascar, le Centre FIFAMANOR est le centre national de fie¢ébhét TXL °XYUH SRXU OD SUF
de la culture de la pomme de terre, dont la sélection pour la résistance au flétrissement bactérien fait partie
intégrante des principales activités de recherche depuis 1972. Appuyé par le CIP et en collaboration

étroite ave les petits exploitants agricoles ruraux (recherche participative), FIFAMANOR a identifié et

diffusé une dizaine de variétés de pommes de terre comme étant résistantes/tolérantes au flétrissement
bactérienTableau3 UpVXOWDW GIXQH WHEXINIDAKIH &MBRQEPYWHLO QYD
quel(s) groupe(s) de souches elles sont résistantes. Alors que pendant plusieurs années la culture de ces
YDULpWpV D SHUPLV GH FRQWU{OHU OH IOpWULVVHPHQW EDFWpU
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V. GENOTYPAGE APPLIQ UE AUX SOUCHES DU ceRs

2Q GLVSRVH j FH MRXU GTXQH TXDUDQWDLQH GH JpQRPHYV VpTXH(
CFBP2957 (Il1A), UY03L1 (lIR1), P673 (lIB4), Po82 (lIB4), K60 (IIB-7), CMR15 (lll), PSIO7 (IV)

(Bocsanczet al.2014; GuarischiSouseet al.2016; Remenantt al.2010; Salanoubatt al.2002; Xu

et al. 2011) La taille moyenne du génome est de ~5,59 Mpb qui sont organisées en deux réplicons : le
chromosome(~3,56Mpb) et lemégaplasmidg(~1,99 Mpb) avec un pourcentage en G+C de ~66,6 %.

En outre, certaines souches peuvent héberger des plasmides comme les souches CMR15 (pRSC35 : 35

kpb, % G+C = 61,3) et PSIO7 (pRSI13 : 12,8 kpb, % G+C = Rddhenantt al.2010)

Les travaux de génomique comparative portant sur 19 génomes couvrant les 4 phylotypes montrent que

le pangénome du ceRs est composé de ~16.757 génes dont ~17 % représente le génome de base (core
génomé (Ailloud et al, 2015). Les deux réplicons ont une structure mosaique qui témoigne des transferts
horizontaux de génes et de sa grande plasticité. En effet, diverses études du génome ont démontré que les
souches du ceRs sont capables de transformatimellea(acquisition d’ADN exogenéilloud et al.

2015; Bertollaet al. 1999; Boucheret al. 1988; Brumbleyet al. 1993; CoupatGoutalancet al. 2011;

Fall et al.2007; Guidotet al.2009; Salanoubagt al.2002; Wickeret al.2012)

Différentes méthodes de génotypage ont été développées et utilisées pour caractériser les souches du ceRs

et explorer leur diversité. Citons comme exempiga: méthode RFLP qui a catégorisé les souches du

ceRs en 2 granddgvisions : | et ll(Cooket al.1989; Hayward 1991) xla méthode PFGE qui a permis
GTLGHQWLILHU OD SUpVHQFH GH VRXFKHV LVROpHV VXU JpUDQLX
de Floride et chezdeadventices aquatiques, en état de latéiHoaget al.2008); Xla techniqgue RAPD

pour caractériser les relations génétiques des souches provenant du dNoiSudt des Philippines

(Cuevaet al. 2013), discriminer et grouper différentes souches collectées de zones agroéeslogiq
GLIIpUHQW (Prsdabridkdrfiat @ AR012) et étudier la diversité génétique des souches isolées de

7 zones de production du Bangladédlishat et al. 2015) ; xla méthode PCIRFLPpour la
FDUDFWpPULVDWLRQ GI1XQH FROOHFWLRQ PRQGLDOH GH VRXFKHYV
MSVLDWLFXPY HW u$PHULFDQXPY HW D-gradpeY m@puULBDQXSRNpVHQ
(Poussieretal. 2000b; Poussieet al. 1999); xla technique AFLP a confirmé les résultats obtenus des

études PCRRFLP citdessuqPoussieret al. 2000b); xla méthode RePCR a été comparée avec la

RAPD pour discriminer les souches collectées en (IRdesannakumagt al. 2012; Ramsubhagt al.

2012); xOYDPSOLILFDWLRQ GHV IUDJPHQWY G1%$'1 ULERVRPLTXH QXFC(
et la classification en phylotypéSegan & Prior 2005) Xle séquencage complet du génome a permis de
conlLUPHU OD FODVVLILFDWLRQ HQ SK\ORW\SHV GfTpYDOXHU OHV (
phylotypegRemenanét al. 2010)et de mettre en évidence les transferts de genes horizontaweBise

(Ailloud et al.2015; Guidotet al.2009); xle séquencage partiel du gesgg pour la classification en

sequevar des souches du cfRgjan & Prior 2005)du génenuS(un géne impliquée dans la réparation

GHV PpVDSSDULHPHQWYV GH Of$'1 SRXU GpFULUH OD GLYHUVL
GuyangDeberdtet al. 2014); xle séquencage des génes ARNr 1&8B et egl pour étudier les
UHODWLRQV SK\ORJpQpWLTXHVil&éi 8. 2008 KK r&tha@le) RSN IrQW GI$VL
HISORUHU OD GLYHUVLWp JpQpWLTXH OHV IRUFHV pYROXWLYHV
collection mondiale de ceR€astillo & Greenberg 2000l W GH UHWUDFHU OYKLVWRLUH pY
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quatre lignées phylogénétiqu@sicker et al.2012); xla technique MLVA a été utilisée pour mettre au
point des schémas de génotypage spécifique aux phyl¢yGeessaret al.2013) HW OTLGHQWLILFD)
de marqueurs pour discriminer les groupes de souches RBX p % UPAfsoret al.2013)

DIVERSITE GENETIQUE , GENETIQUE DES POPULATIONS ET PHYLOGENIE DE LA
COLLECTION MONDIALE INFEREE PAR ANALYSE MLSA

Deux schémas de génotypage MLSA ont été utilis&m schéma basé sur 8 genes publiéiastilloet

al. (2007) dont 5 genes de ménagessA, gyrB, adk, gdhétgapA,; et 3 genes associées a la virulence :
hrpB, fliC, etegl; xet un schéma amélioré de Castial.(2007) basé sur 9 genes publiés par Wieker
al. en 2012, dont 7 gesele ménagegdhA, mutS, ppsA, adk, ley3B etgyrB; et 2 génes associés a la
virulence egletfliC.

/TDQDO\WH GX SRO\PRUSKLVPH G Héat aK(Xa0vy a.hepftid Unelmpiod@ahty p SDU &I
diversité génétigue de ceRs avec une évalutonditionnée par isolement géographique. Dans
OfHQVHPEOH OD UHFRPELQDLVRQ VHPEOH QH SDV FRQWULEXHU
structure géographique de la diversité génétique. Les genes impliqués dans la survie seraient soumis a une
VPOHFWLRQ SXULILFDWULFH WDQGLY TXH OHV JgQH®)GLUHFWHP]
sont soumis & une sélection par la diversification. La classification phylogénétique a partir des neuf génes

a été congruent avec celle obtenue par Feigarnor (2005) avec une distinction nette des 4 phylotypes et

des groupes IlIA et 1IB, ou le groupe IIB est plus diverse que le groupe IIA probablement di a une
divergence récente. Les phylotypes | et Il présentent une structure clonale qui témodgleenalade

distribution mondiale.

Le schéma de Wicket al.a retenu six génes du schéma précédent et a rajouté lesngéRé=uSet

rplB. Wickeret al.(2012) ont confirmé la division en phylotypes | a IV et une diversité supérieure chez

les phyloypes Il et IV par rapport aux phylotypes Il et I. Des événements de recombinaison ont été

détecté au niveau des genastSet leuSau sein et entre les phylotypes, ou le phylotype | est le plus
recombinant. Le phylotype IV est considéré comme le donnaj@untde portion de genes a tous les

autres phylotypes, le phylotype Il donneur au phylotype |, le groupe lIA recoit des phylotype Il et IV

alors que le groupe IIB recoit du phylotype IV. Aucun échange génétique a été identifié entre les groupes

NAetll % HW HQWUH OHV SK\ORW\SHV , HW ,,, /H VFpQDULR GH OfpY
SK\ORW\SH ,9 HVYW OH SOXVY DQFHVWUDO VXLYL GX SK\ORW\SH ,,
2% HW GH OYDXWUH FiVdu aQliMerge@ms\itd/di Uet HIKA Parikde Sakstructure de
OTDUEUH SK\ORJpQpWLTXH OHV SHRa@eRVY\SHHMW/IOHReQ pheseteEGLY LV p V
une structure panmictique tandis que les phylotypes Ill & IV présentent relativemetnticture clonale

avec des recombinaisons au sein de chaque phylotype. Le phylotype Il aurait émergé du continent
$PpULFDLQ TXL VIHVW HQVXLWH SURSDJp j OTpFKHOOH PRQGLDC
GY$VLH GX 1RUG RX GH$RDWIIORQRSIUQTELYHUJH VXLYL GTXQH
(XURSH ,QGRQpVLH HW $IULTXH GH Of2XHVW
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MARQUEURS VNTR S A FORT POUVOIR DE DISCRIMINATION DES S OUCHES DU CERS.

Quatre schémas MLVApécifiques aux différents phylotyp&@&QW pWp GpY HeRsebayVv SDU 19*
(2013) pour discriminer les souches du ceRs damh :schéma basé sur 13 loci VNTR pour le phylotype
| (codé dans ce manuscrit RELVA13 dont RS2AL03, RS1L05, RS1L09, RS1L10, RS1L12,
RS1L13, RS1L14, RS3L17, RS3L18, RS3L19, RS3L20, RS2B#AS4L26, xun schéma basé sur
12 loci VNTR pour le phylotype Il (RSRILVA12) dont RS2AL01, RS2AL02, RS2AL03, RS2AL04,
RS1L05, RS3L17, RS3L19, RS2BL21, RS2BL22, RS2BL23, RS2BL24, et RS2Bk@f schéma
basé sur 11 loci VNTR pour le phylotype Il (RBRVALL) dont RS2AL03, RS1L05, RS1L09,
RS1L10, RS1L12, RS3L17, RS3L18, RS3L19, RS3L20, RS2BL23 et R$4uR6schéma basé sur 6
loci VNTR pour le phylotype IV (RSHMLVAG) dont RS2AL01, RS1L05, RS1L10, RS3L17, RS3L19,
et RS4L26.xDe plus, Parkinsoat al.en 2013 ont publié 5 loci VNTR hautement polymorphes pour le
phylotype 1IBI (RS2BMLVAS5) dont L504, L539, L540, L563, L578xGuinardet al. en 2015 a
développé un schéma basé sur 8 loci VNTR pour le phylotype INIR8A8) (Guinard, comm. pers.,
2016).

&RPPH DWWHQGX HX pJDUG DX[ GRQ@tpafi(201B)L& @dnRI¢® BKLTXHV
génotypage MLVA des souches du ceRs est plus discriminant que le génotypage par séquencage partiel

du géneeglet le génotypage MLSA. En effet, comme anticipéFS U T XHXUV 0/9% RQW SX GTXQ
différencier les souches BB FODGH PRQRPRUSKHV HW OLpHV pSLGpPLROR
VRXFKHV GH OfpFRW\SH pORNRS%HMWIWGERX ShVp FRMWQBHOH%FODGH
phénotypiquement divergentesa lété déduit que la majorité des marqueurs VNTRS utilisés suivent un
PRGgOH GTpYROXWLRQ SDV j SDV TXL FRUUHVSRQG j OTDMRXW
marqueurs VNTR (L504, L539, L540, L563, L578), Parkinsoral. (2013) ont pu difféencier les

souches monophylétiques du groupellIBEn comparant les profils alléliques des souches du ceRs

étudiées (collection de souches mondiales plus les souches épidémiques prélevées dans trois localités
géographiquement éloignées localisées dansRR\D XPH 8QL OD VRXUFH HW OH UpVh
(Solanum dulcamaraine plante a racines aquatiques qui se trouve en amont des rivieres) et le mode de
FRQWDPLQDWLRQ GHV SDUFHOOHV ULYLqQUH TXL VHWW GTHDX C
LGHQWLILp 3DU FRPSDUDLVRQ GHV SURILOV DOOpPOLTXHYVY GHV VF
ceux des souches anciennes datées de 15 ans isolées au méme endroit (isolées en 1993 et 1994), la
stabilitt¢ des margqueurs VNTR dans le temps aFREQILUPp DLQVL TXH ODVVRFLDWLRC(
VRXFKH DY Hdanorfi duiSwpraH

'‘DQV FHWWH WKgVH QRXV SURSRVRQV OYDSSOLFDWLRQ GH FHV
MLVA pour répondre aux questions de recherche énonedessmus.
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OBJECTIFS ET
QUESTIONS DE RECHERCHE




8Q GHV GplLVY PDMHXUV DXTXHO OD FRPPXQDXWp VFLHQWLILTXH
assurer une production durable et une sécurité alimentaire, consiste a développer des mesures de controle

R X G T pithDIG 1éFiSsement bactérien causé par le ceRs. Le but principal de mes recherches est
GTH[SORUHU OD GLYHUVLWp JpQpWLTXH GHV VRXFKHV GX FH5V
comprendre les graves épidémies qui sévissent dans les bassinsudgoprde pomme de terre a

Madagascar.

1- Constitution des ressources

La premiére approche de ce travail de thése a été de constituer une collection de souches du ceRs géo
référencées représentatives des principaux bassins de production de pomme tdechésepar
OfpSLGpPLH GH IOpWULVVHPHQW EDFWpULHQ GH GpWHUPLQHU O
OHV VRXFKHVY FROOHFWpHVY VRQW DVVLJQpHV HW GYpWDEOLU OH

La deuxieme approche de ce travail est de dévelomserschémas de génotypage adaptés aux
populations étudiées et capables de détecter le polymorphisme génétique entre souches. Nous avons
retenu les approches MLVA et MLSA/MLST qui sont trés utilisées pour caractériser la diversité des
génotypes chez de nombXVHVY EDFWpULHY SDWKRJgQHV (OOHV RQW OYD
spécifiques et discriminantes.

22'pSORLHPHQW GHV RXWLOV GTDQDO\VH PROpFXODLUHV SRXU Gpl

/I TMDSSURFKH SRSXODWLRQQHOOH D F RIpéVdénedque, ja BétemiertaU HW FD L
structure génétique des populations ceRs malgaches, et décrire les relations de parenté entre les souches et
le niveau des affiliations phylogénétiques, en référence a un ensemble de souches du ceRs représentatives
deladiYHUVLWpP JpQpWLTXH UHFRQQXH j FH MRXU GDQV FH FRPSOH|[H

/ITLQWpPpIJUDWLRQ GHV GLIIpUHQWHYV GRQQpHYV UHFXHLOOLHV D St
PROpFXODLUH FYHVW j GLUH pWDEOLU OHV UER3 DhyadtR€dy pSLGpPL
différentes échelles spatialéscalités, zones agroécologiques, régions), identifier le (les) type(s) de
VRXFKH YV pPHUJHQWHY UHVSRQVDEOH V GH OfpSLGpPLH HW OH.
les facteurs qui influence® D G\QDPLTXH GH OfpSLGpPLH L H LGHQWLILHU Ol
FRQWDPLQDWLRQ OHV PRGHV HW YRLHV GH GLVSHUVLRQ OfpFl
facon a orienter les stratégies de lutte & des échelles spatiales.

EnfiQ GDQV FH WUDYDLO GH WKgVH QRXV DYRQV pYDOXp OD UpVLV
de terre (CorPdtM) visavis des types de souches du ceRs représentatives de la diversité génotypique
(CoreRSM). Ces variétés de pomme de terre sontat@sés cultivées dans les bassins de production de

pomme de terre des Hauts Plateaux malgaches et sont estimées résistantes/tolérantes au flétrissement
bactérientmais a quel(s) type(s) deuche(sp Cette étude est fondatrjpaur confirmer les nivex de
VHQVLELOLWp GH FHV YDULpWpV GpSOR\pHVY HW SUpSDUHU GH IX
Enfin, les relations entre diversité génétique, phylogénie et pathogénicité des souches sont discutées dans

cette partie.

A notre connaissancefdiHVW OD SUHPLgqUH pWXGH j JUDQGH pFKHOOH GH OD
GYIpSLGpPLRORJLH GHV VRXFKHV GX FH5V TXL VpYLVVHQW GDQV O
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Comme indiqué, le flétrissement bactérien inquiéte actuellement par son ceabgiéqee car
épidémique et surtout de par son ampleur dans les bassins de production. Fort des constats précédemment
exposeés, les questions importantes posées au début de cette recherche étaient de :

™ GpWHUPLQHU OYRULJLQH G Enenpledstuatiet du\ceRakespanséiesS D U W L F X
variant du pouvoir pathogéne chez le phylotype lll qui se rencontrent habituellement sur les
collines en altitudéLallmahomed & RakotobRabehevitra 188) et aurait migré dans les bas
IRQGV HW SODLQHV GIDOWLWXGH HQ FRQWRXUQDQW OD U
pomme de terreou xvariant du pouvoir pathogene chez le phylotype | dont les souches sont
plutét distribuées en basse etthhQ QH DOWLWXGHV PDLV FHUWDLQHV RQW
en altitude (allant de 1600 a 1800 ; ou xdes souches exotiques récemment introduites a
Madagascarou xdes souches cryptiques qui seraient déja présentes dans le milieu naturel, mais
NTRQW HQFRUH pWp FDUDFWpPULVpPpHV JpQpWLTXHPHQW RX GIIL
vers la pomme de terre. Notons que les quatre phylotypes hébergent des souches qui sont
FDSDEOHV GTLQIHF\CEligr ©moBIBPPH GH WHUUH

™ décrire les différentes populations bactériennes, leur dynamique et les facteurs aggravant la
propagation rapide du flétrissement bactérien dans les bassins degratfippmme de terre
des Hauts Plateaux malgaches.

Dans ces travaux, un intérét particulier a été accorflpd XGH GH OD GLYHUVLWp JpQpWLT?
ceRs assignées au phylotype Ijui sont reparties en Afrique et dans les fles du BMH V VDcé&al O

Indien (SOOI) ou elles semblent endémiq(fésgan & Prior 2005) (Q HIIHW PDOJUp OYLPSR
PFRQRPLTXH GX FH5V HQ $IULTXH HW GDQV OHV 622, RQ QH G
fragmentaires surlab©O RJLH GHVY VRXFKHVY GH SK\ORW\SH ,,, 3DU FRQVpPTX
GRQQpH VXU OD ELRORJLH GHV SRSXODWLRQV GH FHV VRXFKHYV
PDQLqUH DVVH] VIPSWRPDWLTXH LO QYH[LVsgdencémdur MR XU TXTX
phylotype Il (souche CMR15assembly GCA_000427195.1). Les données de diversité des souches de
phylotype Il malgaches obtenues a partir de cette these viendront compléter les études detRbussier

(1999, 2000), Fegan et Prior (2p0Blahbou (2009), Remenagt al. (2010) qui ont anticipé par des

PWXGHV SK\ORJpQpWL T X Hyoupeddisfihcts \AUrs€nFdiel cSphy ot jaigs saUcheR X V

des régions Afrique du Sud et Océan Indien incluant les souches du Zimbabweasktadat la

Réunion; xOHV VRXFKHV GT$IULTXH &HQWUDOH UH SdtlpssbughdspHY SDU (
marginales composées par les souches du Burkina Faso.
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CHAPITRE 1.
DEVELOPPEMENT DU SCHEMA
MLVA DU PHYLOTYPE llI







INTRODUCTION

Le I OpWULVVHPHQW EDFWpPULHQ HVW FRQQX GHSXLV ORQJWHPSYV j
GLYHUVLWpP JpQpWLTXH GHV VRXFKHV GX FH5V LGHQWLILpHV GD
biovar pour les souches race 1 biovécdlmahomed & RakotobRabehevitra 1988Rahetlah 2008

Rahetlatet al.2008; Randriamampianina 199 Randrianangaly 2008)i pourraient tomber dans deux

groupes du phylotype Il (IIA et IIB), & la classification ehylptypes : phylotype I, localisé

majoritairement dans les zones cotieres de basse altitude et des régions de moyenret altiylotgpe

v, SUpYDODQW GDQV OHV UpJLRQV G f2ahbriéK & Rakbtobp WHPSpUD'
Rabehevitra 1988) '"HV pWXGHV RQW FHSHQGDQW UpYpOp OYH[LVWHQFH G
chacune de ces lignées phylogénétiques, notamment chez le phyldiviadatibu Somo Toukat al.

2009 ; Wicker et al. 2012 ; Xu et al. 2009) et également une différence significative du niveau
GIDJUHVYVLY L \KptaickiRet ¥l RXB Klkeheauet al. 2010 ; Lin et al. 2014) De telles

informations demeurent néanmoins encore méconnues pour les souches prévalentes a Madagascar. Ainsi,
DILQ GIDSSRUWHU GHV UpSRQVHV DX[ SUREOQgPHV GYpSLGpPLH
production de pomme de terre a Maadaggr, il est primordial de caractériser finement la diversité des
VRXFKHV GX FH5V SUpVHQWHY GDQV FHV EDVVLQV 3RXU FHOD
VXIILVDPPHQW VHQVLEOH QRXV SHUPHWWDQW GHxplgiuev FULPLQHU
OfpSLGpPLH &RPPH H[SRVp SUpFpGHPPHQW OD PpWKRGH 0/9% X\
SXLVVDQW RXWLO GLQYHVWLIJDWLRQ GDQV OHV SDWKRORJLHV L
méthodes de génotypage par son pouvoir discritiimgortant. Outre, elle a donné des résultats qui ont

SHUPLV GfpWDEOLU GHV OLHQV HQWUH GLIIpUHQWY LVRODWYV RX
VXU GHV TXHVWLRQV GTRUGUH pSLGpPLRORJLT ¥elaégiodDQW j Ofp
TXTj] OTpFKHOOH GX SD\V

Comme indiqué, quatre schémas MLVA (R8LVA13, RS2ZMLVA12, RS3MLVAll, RS4

0/9% RQW pWp SURSR ¥tE\/er52013, pefrnettany deRiierencier respectivement les
souches du ceRs assignées aux quagtetpbes (I a IV). Ces schémas résultent de la combinaison de
marqueurs issus de 22 loci VNTR polymorphes identifiés chez des souches de référence appartenant a
des phylotypes différents : RS2AL01 & RS2AL04 identifiés chez la souche CFBP2957 (phylgtype IIA
RS1L05 a RS1L07, RSI1L9, RS1L10, RS1L12 a RS1L14 identifies chez la souche
GMI1000(phylotypel) ; RS3L17 a RS3L20 chez la souche CMR15 (phylotype; IRS2BL21

RS2BL22 identifiés chez IPO1609 (phylotype-llB; RS2BL23 a RS2BL25 chez Molk2 (phylotype

IIB-3) ; et RS4L26 identifié chez la souche PSIO7 (phylotype IV). En outre, 5 marqueurs VNTR ont été
publiés par Parkinsaet al.(2013) pour génotyper les souches du ceRs du phylotye I1B

Compte tenu de la présence des phylotypes | et Il a Madgagetssaus réserve de la présence ou
OfpPHUJHQFH GIDXWUHV OLJQpPHV SK\ORJpQpWIML¥A%et,, RX ,9 C
RS30/9% UHVSHFWLYHPHQW VSpFLILTXHVY SRXU OHVeBK\ORW\SHV
(2013) étaient ainsi SRQLEOHYV SRXU JpQRW\SHU OHV VRXFKHV GX FH5V
RSEMLVA1L3 est composé de 13 marqueurs : RS2AL03, RS1L05, RS1L09, RS1L10, RS1L12,

RS1L13, RS1L14, RS3L17, RS3L18, RS3L19, RS3L20, RS2BL23, et RS#Ali&Gu point a partir de

20 VRXFKHV GX FH5V GX SK\ORW\SH -MLVATLW tbhhp@B® tiEW1 OH VFKp
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marqueurs : RS2AL01, RS2AL02, RS2AL03, RS2AL04, RS1L05, RS3L17, RS3L19, RS2BL21,
RS2BL22, RS2BL23, RS2BL24, et RS2BL26nis au point a partir de 36 souches du ceRs du

phylotypelll.

Toutefois, la typabilité des souches (i.e. qui reflete la capacité des loci a étre amplifiés pour chaque
souche) nous a interpellé, notamment pour le schémdBR$AB11 ou certains loci montrent une valeur

de typabilité des souches inférie@e80 % : RS1L09 (78 %), RS1L12 (75 %), RS4L26 (22 %)

(Tableau4 (Q HIIHW a&tfadXtH WHOIQWLRQQp TXH GDQV OYHQVHPEOH OF
montrent une spécificité pour le phylotype. La typabilité des loci qui ont été identifies chez wpphylot

donné est donc en majorité élevée (> 90 %) chez les souches appartenant au méme phylotype, tandis que
certains loci montrent une faible typabilité (< 20 %), voire les loci ne sont pas amplifiés chez les souches
appartenant & un phylotype différent eduicou les marqueurs étaient identifiés. Pour illustrer, le locus

RS1L09 identifié chez une souche appartenant au phylotype | a été amplifié chez 99 % de souches du
phylotype | contre 77 % de souches du phylotypedll encore RS4L16 a été amplifié ciphzs de

souches du phylotype IV (67 %) que chez le phylotype Il (22 %). Un tel résultat pourrait étre expliqué

SDU OYDEVHQFH GX ORFXV KRPRORJXH GDQV OH JpQRPH GH OD \
adaptées, ou par des biais de PCR condéisamimauvais appariement des amafi€éasagawa 2003)

Toutefois, bien que les loci aient été amplifiés pour certaines souches, compte tenu des différences
génétiques entre les quatre phylotypes en plus de 'hypervariabilité des VNTR, cette problématique nous a

laissé perplexe quant a@DWXUH GHV DPSOLFRQV REWHQXV j OfKRPRORJLF
GRQQp j OD FRPSRVLWLRQ HW j OD VWUXFWXUH GHV VpTXHQFHV
pourquoi nous avons jugé indispensable de Vvérifier la pertinence degunsugpi posaient problemes

dans le schéma R$8LVA11.

&HWWH RSpUDWLRQ WRWDOHPHQW LPSUpYXH GDQV OYDJHQGD
GpYHORSSHPHQW GTXQ QRXYHDX VFKIi PREIMO1G.3p fFvdld XH DX SK\
IDLW GYIREMHSWEOLFDWLRQ VFLHQWLILAXdelGigovusvadiaMeR X UQDO 3H
number tandem repeat analysis typing scheme for African phylotype Il strains of the Ralstonia
solanacearumV S H F L HV , MBi R® Gttids)//doi.org/10.7717/peerj. 1949
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Tableau4 +$PSOLILDELOLWp GHV PDUTXH>»tal/(2013).5 WHVWpV SDU 11*XHVVDQ

&H WDEOHDX HVW UHSULV GHQWYHHOWINQGHWpDBQWYV O RiEL paeb idahkfish W fuaBeDschéinfs KIEMA\PBYQtype
spécifique, le nombre de souches testées par phylotype, le nombre de souches amplifiées et le pourcentage de shashiesitypéesontrant unaible valeur
GIDPSOLILFDWLRQ SRXU OH VFKpPD 0/9% SK\ORW\SH ,,, SURSRVpH VRQW PDUTXpHV SDU XQ DVWpU!



METHODOLOGIE

Les grandes lignes de cet important travail de développement de schéma MLVA consistaient en :

1.

/1 p Y D OiK-8ilive d&l@préseracet la structure des TR au sein des sept loci (RS2AL03,
RS2BL23, RS1L05, RS1L09, RS1L10, RS1L12, et RS4L26), identifiés a partir de souches
hors phylotype Ill, dans le génome de la souche de référence CMR15 du phylotype III.

/[TLGHQWLILF D ons é&hQandarh\a pauirSdo \yendkhe de la souche CMR15 et la
sélection de celles qui répondent au mieux aux critéres gue nous avons définis.

/D UHFKHUFKH GYDPRUFHVY HW OD PLVH DX SRLQW GHV F
amplification des loci. Pour celelS RXU FKDTXH FRXSOH GYDPRUFHV VHQ
JDPPH GH WHPSpUDWXUH GTK\EULGDWLRQ D pWp WHVWQpH

/IfpYDOXDWLRQ GX SRO\PRUSKLVPH GHV ORFL SDU JpQRW
géographiquement et épidéhagiquement liées issues de la collection mondiale phylotype
Il (n = 65) pour apprécier leur pouvoir de discrimination.

/fpYDOXDWLRQ GH OD SHUIRUPDQFH GHV PDUTXHXUV H\
comparaison avec la méthode MLST. Le schéma MLST estsénde 7 locigdhA, gyrB,

rplB, leus, adk, mutS, egl ,O pWDLW LFL TXHVWLRQ GYfpYDOXHU OD F
fournies par les données générées par les deux méthodes de génotypage.
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ABSTRACT

Background. Rdiable genotyping that provides an accurate description of diversity
in the context of pathogen emergence is required for the establishment of strategi
to improve disease management. MultiLocus variable number tandem repeat anal

(MLVA) is a valuablgenotyping method. It can be performed at small evolutionary
scalewherédnighdiscriminatorgoweisneededbtrain®ftheRalstoniasolanacearum

species complex (RSSC) are highly genetically diverse. These destructive pathog

are the causative agefibacterial wilt on an unusually broad range of host plants

worldwide. In this study, we developed an MLVA scheme for genotyping the Africe

RSS®hylotypéil.

Methods. We selected different publicly available tandem repeat (TR) loci and
additionallRlocifromthegenomef strainCMR15asmarkersBaseanthesdoci,a
newphylotypell -MLVA schemépresentedLVA andmultiLocusequendgping
(MLST)werecomparedttheglobal regionalandlocalscalesDifferentpopulations

of epidemiologicalirelatecandunrelate@RSS(hylotypell strainsvereused.

Results and Discussion. Sixteen polymorphic TR loci, which included seven mi

crosatellites and nine minisatellites, were selected. These TR loci were distributec

throughout the genome (chrommesand megaplasmid) and located in both coding
and intergenic regions. The newly developeMR&316 scheme was more-dis
criminative than MLST. R§&_VA16 showed good ability in differentiating strains
atglobalregionalandocalscalesandit espedilly highlighteadpidemiologicédinks
betweerloselyelatedtrainsatthelocalscaleRS3MLVAl6alsounderlinegenetic
variabilitywithinthesameMLST-typeandclonalcomplexandgivesafirst overview

of population structure. Overall, I#&3/A16is a promising genotyping metiood
outbrealinvestigatioatafine scaleandit couldbeusedor outbreaknvestigatioas
afirstline,low-costassayor theroutinescreeningf RSS(hylotypéll.
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INTRODUCTION

Genotyping with appropriate genetic markers (i.e., markers adaptebfatitdmary
scalébeingnvestigated} avaluabldéoolthathasbeereffectivelyusedo studyinfectious
diseases, resolve the epidemiology of pathogens, and improve disease managemer
strategiddlaidenetal.,199gMichael 200 Colomak Harris,20094Harringtonetal. |
M. Disease outbreaks pose a serious and continuing threat to sygtairiaiote a
throughout the world. Genotyping is a rapidly developing molecular approach that ce
beusedoaddrestheincreasinthreatéromcropdiseas§-ox& Narra, 2006 Vinatzel|
. Portablendhighlyresolvedieoxyribonucle&xcid(DNA) sequencbased
typingmethodsavebeerextensivelinvestigatedndsuccessfullgppliedo characterize
thecausativagentsf plantdiseasefheirtransmisionpathwaysndtheirspatiotemporal
expansion. These studies ideally use-gdradene sequence data to provide precise anc
robust genomic information regarding genetic variation within individuals. However,
simple and cosffective genotyping methsdeeded for routine use in dissatbeeak
investigations.
Multilocussequendyping(MLST)andmultilocusequencanalysi$MLSA)typically
determinsequengeolymorphisma7 8 8housekeepimgneslhesgenotypingiethods
areconsistentlysedoinfergeneticelationshipsndevolutionarpistoryonaglobalkcale.
Therefore, these methods are recognized as the gold standard for the global epiden
of bacterial pathog. However, genotyping teicjues with higher
discriminatory power are useful for investigations at small evolutionary scales and th
studyof monomorphigathogeng\chtman,2009.
Multilocusvariablenumbetandemepeaanalysi$MLVA) isanalterntivegenotyping
method that targets tandem repeats (TRs), which are some of the most polymorphic
foundin genomeg/an Belkumetal., 1999. Variationin TRsmaybegenerateldecause
of DNA polymerase slippage duringa&on and/or unequal recombination at TR loci
.TR&ar&subdividedccordingathesizeS)ftherepeammtsmicrosatellites
contairl 8 6 bprepeatinitsandminisatellitesontairy 8 60bprepeatmit
Pourcel 2009. TRscanbeperfectanuninterruptedrrayof motifcopies
Kashi & King, 200§, imperfect @array with some variation in the sequence of one or
more of the repeating motlf&)¢hi & King, 200§, or compound (an array containing
various repeating motngber, 199*) MLVA is usedd assess the variation in the TR
copynumbentmultiplelocito differentiatésolatesMLVA isincreasinglysedoresolve
thegeneticelatednesasnong:loselyeIated;trainatmicroevolutionargevel
|2005| Lindstedtetal.,ZOlé.
Bacterial wilt caused by fRalstonia solanacearuspecies complex (RSSC) is one of
the most destructive plant diseases worldwide. RSSC affects a wide ramgciaf$ost s
primarily vegetable, woody, and ornamental species. Tiumgodnd xyletimited
bacterium is an unusually heterogeneous and highly disparate| Begamisth (964
|Gi||inqs& Fahy, 1993Pri0r,AIIen& Elphinstone199d Fegar& Prior, 2005; mostikelyit
is naturally competent for transformdt(mubat etal., 20d&1nd recombinati(bWicked
. TheRSSGis geneticallydifferentiateanto four majorphylogenetitineages,

Ravelomanantsoa et al. (2016),

PeerJ, DOI[10.7717/peer|.1949 | 2/22



Peer

which are known as phylotypes. The phylotype designation is related to the geograp
origin of strains: phylotype | contains strains from Asia, phylotype Il contains strains
from the Americas, phylotype Ill contains strains from Africa and the Indian Ocean, ¢
phylotypdV containstrainiromIndonesia]aparandAustraIidPrior & Fegan 2005.

The characterization of RSSC isolates at both broad and small spatial scales is cruc
understandirtebiologyandepidemiologgf bacterialvilt diseasel hischaracterization
isnecessaifpr thedevelopmenf effectivecontrolstrategies.

Few population and evolutionary genetics studies have used RSSC populations tc
investigate bacterial wilt outbreaks indirade geographical areas. For this purpose,
MLSA(Wickeretal.,2012) andphylotypespecifidLVA schemesavebeerdeveloped
(77 e eech 2019Parkinsoretal.,2013.

[Poussier, Vandewalle & Luisetti (19%first describithe RSSC strains in phylotype IlI.
To date, these strains have only been isolated in a few countrigahardalAfrica
(AngolaBurkinagFasoCamerooriuinealvoryCoastiKkenyaandZimbabweandhe
SouthwedhdianOceatiMadagascandreunionPhylotypdll straingauséacterial
wilt epidemicsyhichimpacfoodsecurityppycompromisingropsandivelihoodstthe
householdndnationalevelsHoweverthepopulatiomiologyof phylotypéll strains
remainpoorhinvestigateanhgoorlyunderstoonowledgeftheimpopulatiohiology
isnecessatgresolvémportanaspectsfbacterialilt controlgespeciallthemanagement
ofresistantultivarsAmongall of thepubliclyavailabl&RSS@enomeg640) thegenome
ofonlyonephylotypeéll straif CMR15]Remenaneétal.,201Q iscurrenthavailable.
Onlyafewphylotypéll straingremaintaineshinternationalollections.

Inthiswork wefirstevaluatetheRS3MLVAllschemdevelopedy 7 7 ce et} —
whichwasdesignetb typeRSShylotypédll. Thisschem&asbasedn11TR
loci selectefomstraindelongingo differentRSSGphylotypeél, 1A, 11B, 11l, andlV)
andvagestecbnalimitedcollectiorofisolate§ 7 7 ce @&l .2019. Wedemonstrated
thattheRS3MLVA11 schem&vasnotcompletehappropriatéor thestudyof thegenetic
structure of RSSC phylotype Il populations. We dedr@logmproved MLVA scheme
specifidforRSS(hylotypéll. Comparetb MLST,thisMLVA achievebetteresolution
bysubtypind/LSTclonesvhemerformingnvestigatiorastasmalkpatiotemporatale.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial strains and populat ions

Three populations of RSSC phylotype Il isolates We All 65 isolates

used in this study were pooled in collection C65. This is a diverse collection that incl
epidemitmgically unrelated strains and closely related strains from the same country
the same outbreak. Population P35 is a worldwide population composed of 35 unrel:
isolates originating from Africa (Angola, Burkina Faso, Cameroon, Guinea, Ivory Co:
Kenya, and Zimbabwe) and the Southwest Indian Ocean (Reunion and Madagascar
these strains were isolated from various host species. This population includes isola
usedn previousMLVA (n= 21)andMLSA (n= 14)studie§ __ uessaretal., 2019
|Wickeretal., 2013. Populatio20containg0isolatesollectedn 2005from 3 different
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agreecologicatonegAEZ3,AEZ4,andAEZ5)in Cameroorthesestrainsvereisolated
from garden hucklebg(Solanum scabruin tomato$olanum lycopersicujnpotato
(Solanuntuberosun), andpeppe(Capsicumannuum) (MahbouSomdr oukanetal. |
. Population P17 contains 17 epidemiologicatbdredalates recovered in 2005
from tomatoes grown in a single field in Cameroon (Mfou, .

Isolatesvergoutinelygrowrat28 €onNutrienBroth, L f m n b driphenytetrazolium
chloride agar medidtfﬁe(lman, 195h and modified serselective agar medium from
South Africallilphinstone etal., 1996A 1-ul loop was e to collect fresh overnight
coloniegromagaiplatesCellsweresuspended 200ul of sterileHPLCgradevaterand
used as templates for Riplification.

Design of the optimized MLVA scheme

The design of the optimized MLVA scheme involved tharfgltbwee major steps: the
TRIlocitobecharacterizadlereselectedheprimerdor geneamplificationveredesigned,
and the multiplex PCR reactions wptenized.

Examination of previous TR loci (RS3 -MLVA11 scheme)
The RSMLVALL schemg (7 7 e ce S — 1 «consistédiok thie/following 11 TR

loci: RS2ALO03RS1LO5RS1L09RS1L10RS1L12RS3L17RS3L18RS3L19RS3L20,
RS2BL23andRS4L26Thesenarkersveredesignedsingpubliclyavailablggenomesf

straindelongig todifferenRSS(phylotypes.

RS2ALO3vasdentifiedromthephylotypd A strairCFBP295RS2BL23%vaddentified
fromthellB strairfnMOLK2.RS1LO5RS1L09RS1L10andRS1L12veradentifiedrom
thephylotypé strainGMI1000RS4L26vasdentifiedromthephylotypéV strainPSI07.
RS3L17RS3L18RS3L19%ndRS3L20veradentifiedromthephylotypdll strairCMR15.

The average nucleotide identity (ANI) values are as follows: 91.2% between CMR15
CFBP2957 (11/86), where RS2ALO03 is identifigd;9% between CMR15 and Molk2
(11B-3),whereRS2BL23s identified 96.3%betwee MR 15andGMI100Q(I-18) ,where
RS1LOSRS1LO9RS1L10andRS1L12rddentifiedan®2.4%etwee@MR13NAPSI07
(IV-10),whereRS4L26s identifiedRemenanétaI., 201d. Weexaminethepresence
andstructuref TRlociidentifiedromstrain®utsidghylotypéll (RS2AL03RS2BL23,
RS1LO5RS1LO9RS1L10RS1L12andRS4L26)nthegenomefthereferencphylotype

[l strain CMR15. Isilico analyses were performed using the Geneious v7.1.7 softwal
package (Biomatters, Auckland, New Zealand). Sequence alignments were perform
each locus to verify the presence of the TRs in the chromosome or megplptassid

of CMR15. Sequenakgnments were also used to confirm that the configuration of ea
locus and its repeat units met the following protocol requirements: the lengths of the
products were between 100 and 500 bp for matching the ladder used during multiple
capillary eletrophoresis, the TR sequence was not duplicated in the genome, typeab
reached 100% for phylotype Il strains, and the sequence identity within thed®R arra
greater than 80%, as recommeht&rgr(aud & Pourcel, 20(}9This recommendation

is because variation at TR loci with short repeat units is highly dependent upon the
homogeneityftherepeastretche® ourcelk Vergnaud2017).
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Identification of new TR loci

Weusedhecompletgenomefthephylotypéll strailCMR15oidentifynewTRIoci
(accessianumberthechromosorrmq ¢-P8858forthemegaplasmid).
TheCMR15genome&vasscreenefibrrepetitivddNA sequencesingheTandenRepeats
Findesoftwar@ackagéhttps://tandem.bu.edu/trf/trf.IHBléanson199€$.Candidate
TRswereselectedccordinthefollowingeriteria(i) Noindeloccurreetweeadjacent
copies(ii) ThesequenddentitywithintheT Rarraywasggreatethar85% (iii) Thesize
oftheconsensymtternvas” 20bp.(iv) Thecopynumbewagreatethar3.Intheevent
of multipleTRassignationeporteforasamdocustheshorterepeatvasetainedyv)
RegionsontainingverlappingrsuccessivERarraysverenotconsideredvi) TheTR
wasfoundonlyoncewithinthegenomegvii) ThePCRproductsangedn lengthfrom
100to500bpformatchingheladdeusediuringmultiplexcapillaryelectrophoresis.

Primer design and assay optimization
Primer pairs flanking the TR candidates were designedeuBiimgeh3 v4.0dbftware

packagén(tp://primer3.ut.4dUntergasser et al., 20}2The conditions for selecting

the primers were the primer size8(@8 bp), melting temperature (58 65 ),

and guanineytosine (GC) content @@0%). Primers with a low probability of dimer

or hairpin loop formation and product sizes ranging between 100 and 500 bp were
selected. The potential for secondary structure formation and dimerizatessgds a
using the OligoAnalyzer v3.1 software packages://eu.ididna.com/calc/ana)yzer
(OligoAnalyzét Tool;IDT, Coralville|A, USA).Oligonucleotideseresynthesizebly
Macrogen, Inc. (8el, Korea). The primers were tested via simplex PCR using RSSC
isolatesrompopulatioiP35.PCRamplificationwasperformedh 15-ul reactiorvolumes
containing.5ul 2 x QIAGENTYypeit MultiplexPCRMasteMix, 3 ul 5x Q-solution
(QiagenHilden,Gernany),1.5ul of aforwardandreverse@rimemix (2 uM each)2 ul
sterileHPLCgradewvaterandl ul of abacteriasuspensiomsatemplateThePCRsvere
performedh aGeneAmp® PCRSysten®, 700thermatycler(AppliedBiosystemdsoster

City, CA, U9\ using the following conditions: an initial denaturation stefiCafo®5

5 min; 30 cycles of denaturation a¥®for 30 s, annealing at a temperature gradient
(57, 60, 62, and 6Z) for 90 s, and extension afZZor 30 s; and a final extension

step at 66T for 30 min. Six microliters of the PCR product were witketjl  of
loadingdyesolutionandloadednto a 1.5%(w/v) SeaKer® LE Agaros€LonzaBasel,
Switzerland) gel for electrophoresis. The gels were stained with ethidium bromide. T
bands were visualized/photographed under ultraviolet (UViniptiteu&:BOX gel
imaging system (Syngene, Cambridge, UK). The molecular weights were estimated
comparison with a :0p DNA ladder (Promega, Madison, Wisconsin, USA). Loci with
poor amplification and/or that lacked diversity were discarded. Sefjinengemers
usedo amplifypreviousTRIociWereobtainedlromapreviouseport[ 27 e mé.ﬁ»
; one exception was RS1L12, which was redesigned to improve amplification. -
primemomenclature has been adapted to the nomenclature for oligonucleotide probe
describepreviousl;{AIm etal., 1996. DescriptioneftheTRloci andthecorresponding

5:labellecandunlabellegrimersetausedn thisstudyarepresenteih| TableSZ
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Accordingotheamplicorsizefoursetof primemixeswhichconsistedffourspecific
primer pairs each, were created for the simultaneous amplificatiopl®fTR loci
(multiplex PCR)T@able Sp. The suitability of the primer combinations was evaluated vi
PCR andthebandorofilesgeneratedereassessadagelelectrophoresishemultipkex
PCRprotocolvasperformeasdescribeébr simplexP CR with somemodificationsThe
reactions included Jubof a primer mix containing four primer paiggd2ach), and

the optimal annealing temperature for each set of primer mixe&€was 62

MLVA genotyping

Priortothesizeanalysed4,ul offluorescerRCRoroductsvadilutedn sterileHPLCgrade
water; the dilutions were between 1:10 and 1:50, as determined from the test runs. T
diluted aliquots () were mixed with 10ud Hi-Di formamié (AppliedBiosystems)
and0.3ul GeneScanTM00LIZ© SizeStandar@AppliedBiosystemsYhesamplesere
denatured at 9% for 5 min and cooled immediately on ice for 5 min before being loac
onto a 3130xI Genetic Analyzer. Capillary electrophoresis was performedmsing 36

capillaries filled with PORDlymer (Applied Biosystems). The assays were rufCat 60
for 30 minwith a running voltage of 15 kV. Injection was performed at 15 kV for 23 s.
Each TR locus was identified as a peak according to its colour| aad siz§ (Peaks

wereassigned sizewith theGeneMapp® V4.0 software package (Applied Biosystems)
usingthesettingg$or microsatellitanalysis.

The amplicon sizes were converted into repeat numbers. The repeat numtoers for
four alleles (depending on the range of repeat numbeesgdindocus were confirmed
by sequencing. The sequence analysis results were also used to check for patterns
flanking sequences and internal repeat variations (i.e., copy homology). The calculat
numbebfrepeatgeferredo asallelesywereconbinedntoastringandordereéccording
tothepositiorof thelociin theCMR15genomeT heallelestringsverereporte@sMLVA
profiles. Each unique MLVA profile was given a haplotype designation, called an ML
type(MT),usingheGenAlEx6.5softvarepackagfPeakalk Smouse2019).Eaclisolate
tested was assigned an MT. Isolates that differed by one or more alleles were consit
distincttypesTheMLVA profilesvereusedor comparisoandclustering.

MLST geno typing

Sevemendoci(gdhA mutS, adk leuS rplB, gyrB, andegl) werechosefromaprevious
MLSAschembNickeretaI.,2013.Thesgenes\/erdhemosdiscriminativmarkersand

less recombination was observed wihigiphylotype Il lineage. MLST was performed
for isolates in collection C65. These genes were partially amplified using sets of primn
described previoushy/(cker et al., 201p thegyrB primers were redesigned to address
amplification failures with some isolates. Descriptions of the loci and the correspondi
oligonucleotide primer sets are preseAmpIification was performed in

50l reactiorvolumesconsistingf 10ul 5 x ColorlesssoTadFlexiBuffer(Promega),

3 ul MgCk solution (25 mM), il dNTP mix (10 mM each), 1{A%f a primer pair

mix (10uM each)0.25ul of GoTa®® G2 Flexi DNA Polymerasep(ml' 1), 31.25ul

sterile HPL&@radewater, and gl of fresh bacterial suspensions used as a template.
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Theoptimizedmplificatiomprotocolvasasfollows:aninitialdenaturatioat96 € for
9min;30cycleofdenaturatiost95 € for 1 min,anappropriatannealintemperature

for 90s,andelongatiomat72 € for 90s;andafinal extensioat72 € for
10min.Theamplified®CRproductsvereseparatenhl.5%agarosgeltovisualizehe
amplificatiomjualty. Samplesf sufficiengualityweresento BeckmaiCoulteiGenomics
forDNAdoublestrangequencin@orwarcandeverse) heprimersisedorPCRwvere
alsoausedorsequencin@herawsequenadatavereeditedisingheGeneioug7.1.7
softwar@adkageTheconsensisequencdsr eaclsequencegeneveredetermined

by assembling forward and reverse chromatograms. The sequences correspond

primepairancambiguous and3 sequencegeraliscardeffomtheanalysighiswas
performetbavad sequenddasandoensureorrecsequenamalysisTheconsensus
sequencegerahemalignedisingMusclen Geneioug7.1.7Ateachocuseachunique
sequenogasconsidereanallele EachstrainvasassignednMLSTprofilecontaining
sevenallelenumbergEachuniqueMLSTprofilewasgiveranMLSTtype(ST)designation.
TheMLSTprofilesverausedorcomparisoancclustering.

A total of 98 MLST loci sequences used in this study were retrieved from GenBan
357 newly generated sequences wposited in GenBank under the accession number:

KU25586(hroug[KU25621pTheaccessiomambersfsequencesdistedn TablesS4

Data analysis

All analysewereperformeavithRv 3.0.$oftwarepackagéR CoreTeam 2013, except
whereothersoftwares indicatedT hetypeability(T) of eachmarketocuswasdefinedas
theamplificatiorsuccesgate.Thelevelof polymorphismvasevaluatetbr eacHocusper
populatioriP17 P20,andP35)andfor thecollectionC65combinationsingtheGenAlEx

v6.5 software paclaay computing the number of alleles per locus (Na), the percenta
of polymorphienarkerstheallelicranggAR),and Z 'smarkeof diversityindex(Hg).
TheallelicrichnesgA) estimatethegenetidiversityin apopulationit wascalculate@er
locusaandbopulationsingheallelic.richnesfunctiorinthe<<ijfsgtub tp)a(;kag
. This calculation uses rarefaction to measure the number of alleles per locus it
random subsnple of uniform size € 17) drawn from the population.

The resolution of the set of TR loci was evaluated by computing the number of un
haplotypes observed for all possible combinatiolgiok = 18 16). A haplotype
accumulation curve (HAC) fiecreasing numbers of loci was generated for each
population tested. Reaching a plateau indicated that the locus set tested was sufficie
toidentifyalluniqudnaplotypets!\rnaud—Haondetal.,2005.

MLVA typingperformacewascomparetb MLST.Thediscriminatorgoweiof typing
systems was evaluated by calculating the Hunter Gaston Discrimination Index (HGLC
(Hunter & Gaston, 198pusing the Discriminatory Power Calculator tool available
http://insilico.ehu.es/mini_tools/discriminatory [bluatér & Gaston198gHunter |
@. This index measures the probability that two randomly sampled strains from a
populationwill havedifferenthaplotype€ongruendeetweeMLVA andMLSTmethods
wascalculatedsingheadjuste®RandcoefficienfaR)andheadjustedVallacecoeficient
(aw) and jackknife psewdues 95% confidence interval (Cl) with tBemparing

Ravelomanantsoa et al. (2016),

PeerJ, DOI[10.7717/peer|.1949 | 7122



Peer

Partitions tool hﬁtp://darwin.phyloviz.net/ComparingPartitionst/ihd@btrm:Tod)I

aR indicates the agreement between the two typing methods. aW indicates the agre
between partitions and gives the probability that for a given data set, a pair of strains
grouped in the same type under a method is also groupedalsiitdgrtianother
methodSeverian@tal., 2011). Thestrengtlof correlatiometweedistancenatricesvas
confirmed using the Mantel immtel, 1961; similarities were determined usieg th
cadm.posfunctior{Legendr@ Lapointe 2004 providedythe < <b q f = =packageStatistical
significancevasassessadingl 0,00permutationsf asinglematrix.

Finally, the ability of MLST and MLVA genotyping to lirdifferentiate strains was
assessed. MLVA and MLST minimum spanning trees (MSTSs) for collection C65 wer
analysed. MSTs were built using the goeBURST full MST algorithm, which is based
theEuclideamndgoeBURSTistancebetweeltwo profiles thiswasimplementeih the
PHYLOVizv1.0softwargackagé-ranciscetal., 2017. ClonacomplexefCCs)were
definedasgroupof geneticallyelatechaplotypeandinkedby asingldocusvarian{i.e,
thatvaryatasingldocus- SLV).

RESULTS AND DISCUSSION

Evaluation of the TR markers from the RS3 -MLVA11 scheme
AmonghellTRlocipreviouslylescribetbrphylotypéll straing 7 7 ce e |—
, severmRlocioriginallydescribetfomnonphylotypéll strainsvereexamineébr
theirpresencandstructuren thegenomefthereferencphylotypéll strainCMR15.
TanderRepeatsindedidnotdentifyfanyTRIntheCMR 15egionsnatchinlRS2AL03
(Fig.S1A andrs2BL2§Fig.S1H. TherepeaandlankingegionsromRS1L0%&nd
RS3L18verehighlyhomologouspggestintpat 7 Z ce edah (2013 )usedwoloci
designettomaphylotypé andphylotypéll strainrespectiveljgutcorrespondirng
thesameingldocuslinadditiontheyconsistedftwoconsecutivendlistinciT Rarrays
withrespectietandemepeatnitof9and1®p respectivelfFig S19. Theinclusiorin
anMLVA schemeftandenrepeatrraysomposedftwoormorecompleteldifferent
tandemepeamotifsshouldeavoidedor apurposevhergheevolutiommodeofthe
markers should be deciphered. Moreover, such a dual source of polymorphism v
stronglyncreas#heriskof homoplasyrorexampleadifferenceftwo9-bprepeats
is evolutionarily dissimilar frarsingleepeat variation of an-ig motif, which wiill
likely haveadifferenevolutiorrate RS4L2@&vasnotselectedgsweconfirmedn previous
data‘roni 770 (HS.{—20lSjsuggestin'g\atnoampIicorcouIdbeprodJcedroma
majorityof straingn C65.Despitenultipleattemptsyefailedto desigroptimizegrimers
for RS4L26 to meet our selection requirements. The RS3L20 locus was partitioned i
complexsubsequencesf TR motifswith only51%mearidentity{Fig. S3. Finally,new
primersetsveredevelopetbr RS1L120 addrestheamplificatiorfailurereportedn the
originalstudy{ 7 7 ce @t&l..2019 (TableS). WeobservethathomologousRIoci
originating from different phylotypes did not always have the samesinietuicd.

In this study, we retained the following five TR loci froAMREA11: RS3L17,
RS3L19RS1L05RS1L10andRS1L12Thesdive TRlocifulfilled ourselectiorriteria
andweresuccessfullgmplifiedromcollectiorC65(100%typeability{Tabled).
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Table 1 Measures of genetic variability using TRand MLSTloci. TypeabilitfT), allelicranggAR),observedllelenumbe(Na),allelicrichnesgA), O f j sunbiasedi-
versity indexHE). Typeability=" 100%. All strains were typed at all loci. Hudeston Diversity Index (BG: power of discrimination for the molecular typing n

ods.
VNTRIoci AR Collection MLST AR Collection
loci
P35 P20 P17 P65 P35 P20 P17 P65
Na A He Na A He Na A He Na A He Na A HE Na A HE Na A HE Na A He

RS3L 28111337 10 823 0.89 5 497 0.77 1 1 0.00 12 703 0.84 gdhA 1817 17 1087 0.93 4 358 036 1 1 0.00 17 7.93 0.84
RSSL 285 4 330 039 2 200 034 2 2 012 4 297 0.54 gyrB 1816 14 9.02 089 7 6.25 0.73 1 1 0.00 16 7.89 0.85
RS3L 283 2 200 044 2 198 0.19 1 1 0.00 2 200 0.51 plB 1818 18 1159094 4 3.68 036 1 1 0.00 18 8.15 0.84
RSSL 3,7815,18820 12 926 091 6 667 0.84 1 1 0.00 13 817 0.81 leus 1816 15 10.18 0.92 4 3.68 036 1 1 0.00 16 7.76 0.83
RSSL 3810,15 8 638 078 5 455 0.60 1 1 0.00 9 582 0.64 adk 1815 14 10.15093 5 469 069 1 1 0.00 15 830 0.85
RS3L 384,889,1281319, 12 821 086 3 300 0.64 3 3 0.32 13 708 0.® mutS 1822 20 1222095 6 553 074 1 1 0.00 22 948 0.88

258 27, 30, 34, 40
RS3L 2,6 2 174 011 2 198 0.19 1 1 0.00 2 200 042 egl 1820 19 1155094 5 453 044 1 1 0.00 20 832 0.85
RSSL 283 2 200 039 2 200 0.34 1 1 0.00 2 200 0.50
RS3L 6,889, 12813,15816, 14 933 089 7 638 0.73 1 1 0.00 14 665 0.69

18820, 22, 2627, 35
RS3L 4,6810 6 505 062 3 300 0.67 1 1 0.00 6 437 0.68
RSlL 283 2 194 0.21 1 100 0,00 1 1 0.00 2 171 0.12
RS3L 24879 4 285 026 3 270 0.19 1 1 0.00 6 265 0.02
RSSL 288,10811 9 786 0.90 4 385 0.65 1 1 0.00 9 6.36 0.78
RS1 L 385889 5 441 0.72 1 100 0.00 1 1 0.00 5 375 0.48
RSSL 488,10,12814, 12 889 0.90 8 738 0.85 1 1 0.00 14 809 0.87

16817, 32, 36, 38
RSILE 2981822 9 764 088 8 737 0.81 1 1 0.00 11 746 0.81
Number of isolates 35 20 17 65 Number of isolates 35 20 17 65
Polymorphic loci (%) 100 87.50 12.5C 100 Polymorphic loci (% 100 100 0 100
Mean A 5.57 3.73 1.19 4.88 Mean A 10.80 4.58 1.00 8.26
MeanHg 0.63 0.47 0.03 0.61 MeanHE 0.93 0.53 0.00 0.85
HGDI 0.99 1.00 0.42 0.95 HGDI 0.98 0.91 0.00 0.91
Haplotypes 32 20 4 48 Haplotypes 26 11 1 32
Singletons 29 18 0 39 Singletons 22 3 0 22

Notes.

2L oci located within intergenic regions.
b oci located within coding regions.
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Identification of new TR markers

Additional TR loci were requitedmprove the resolution of MLVA typing. Because
size homoplasy (i.e., alleles with distinct origins and the same state or length) is inhe
to the TR loci, the use of a large number of TR loci could decrease the effect on gen
structurandpopulatingeneticsdice§Estoup Jarne& Cornuet, 2004 ReyesChang |
. EighteemewTRIlociwereselectelly screeninthegenomasequencef
thephylotyelll strainCMR15Amongheselllociweresuccessfullgmplifiedromall
isolatesn collectiorC65andexhibitedsizepolymorphisrirableS3.

Sixteen candidate markers for the new MLVA  scheme
Intotal,16loci(fivefromRS3MLVAllandllnewlyidentifiedwereselectedscandidate
markers$orthenewMLVA schem§TableS]. A totalof 41DNA sequencdsr thealleles
fromthe 16 TR loci were examined. It was confirmed that the differences in length of
differentallelesvereassociatedith differences repeatinitcopynumberandnotwith

indels in the flanking regions, either within or between the TR patterssquenaé
alignment of the upstream and downstream flanking sequences of the 16 loci contai
few singlenucleotide polymorphisms. Furthermore, the majority of TR patterns amon
loci (80%) consisted of imperfect repeats. An example of a locus seajysisds a
provided i[Fig. Sfor illustration. Nucleotide polymorphisms within the TR array coulo
be used to complement a length polymorphism analysis (i.e., molecularly accessible
homotasy)|Estoup, Jarne & Cornuet, 20po confirm the molecular evolution of the
strainsindestudyfAmonsinetal., 2004 Ablordeyetal. 2009 Pradharetal., 2017).

The newly developed MLVA scheme for phylotype lll strains is hereafter referred |
as RS3VILVAL16. This scheme consists of 16 TR loci regularly scattered throughout the
chromosome (RS3L:RB3L28RS3L29RS3L1IARS3LIRSIIBORS3L3IRS3L32) and
on the megaplasn{l@S3L33RS3L34RS1LOERS3L35RS3L3ERS1L1IERS3L3/RS1L12)
of thephylotypell strainCMR15TableS3. Severociweremicrosatelliteangingrom
5to6bp),andninelociwereminisatelliteGangingrom7to18bp).All oftheretained Rs
were mapped either inside coding sequences or in intergenic regions. Full descripti
the TR loci and the corresponding oligonucleotide primers useatlidythise provided
in[Tbles]

The same MLVA scheme can be used for addressing different questions. The req
precisionevelof agenotypingechniqués typicallyobjectivadlependentheanalysi®f
a few isolates during an outbreak investigation would require a much lower refineme
the n b s | f stharacteristithana morecomplexpopulatiomgeneticanalysigor which
the evolution mode of the markers would need to be accurataiyedet€he original
design of an MLVA scheme should allow the accomplishment of various objectives ¢
consequently a thorough selection of markers should be implemented. Ideally, a sin
typingtechniquansweringveryjo w f t u j h lne@dssdesirableecausie couldbring
together communities that have differengvertapping objectives. In this study, we
provide an MLVA scheme optimized for practicality and containing a sufficiently high
number of markers for maintaining homoplasy at a redsephbidile eliminating
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markers for which future users could not appropriately evaluate their evolution mode
mutation rate.

Discriminatory power of the newly developed RS3  -MLVAL6 scheme

At a global scale (P35; Africa and islands of the SoutitdissOcean), all loci were
polymorphic with high indexes of diversiiy anging from 0.11 to 0.91; mekn

0.63 and mean A: 5.57). R#I3VA16 showed high discrimination between isolates fror
different countries (HGDI: 0.99). The set of 16 lodimisated 32 haplotypes with

29 singletons by Minimum Spanning firee!¢ }, indicating that P35 was a diverse
population and that the majority of haplotypes are epidemiologically unrelated betwe
countrieshowevesone haplotypeBomReuniomwereSLVin MLVA-CC1(MT7,MT9,
MT48)[Eig. 14. The singletons were haplotypes for which no SLV could be identifiec
inthepopulationSevenoci (RS3L17RS3L37RS3L36RS3L27RS3L33RS3L12and
RS3L30) were identified as the most polymorphic; these lbeiveddes greatdran
0.80{Tablel}. Thelargeproportionsfsingletonandmultiplealleleperiocushighlighted
thebroaddiversityamonginrelatedRSShylotypéll isolate®riginatingromdifferent
countries in Africa and the Southwest Indian (F28ah

At a regional scale (P20; 3 AEZs in Cameroon), geographically related isolates
discriminated well using the 16 léti anging from 0.00 to8%; meamde : 0.47 and
mearA: 3.73) Everyisolatehadauniquehaplotypeof thesel8weresingleton§HGDI:
1){Tablel). Withinthecountrysixloci(RS3L37RS3L30RS3L12RS3L27RS3L17and
RS3L36gxhibitedighpdymorphisniHe valuesangindrom0.6700.85) aswasfound
at the global scale. Two loci (RS1L10 and RS1L05) were mondmainghic These
loci might be common between RSSC phylotype Il strains from Cameroams variati
were observed among the broader population of African RSSC phylotypdPBS)rains
andnthestudyperformeddy 7 7 ce @&l {2013) Twohaplotype@MT26andVIT27)
wereepidemiologicaliselatedMLVA-CC2)in AEZ4, whereatheotherhaplotypewere
greatethanSLVsbetweeandwithin AEZs{Fig. 1A}.

At a local scale (P17, one field in Cameroon), meMIR&3L6 loci were
monomorphia(= 14) among isolat The 16 loci suggested that genetic
diversity was very narrogranging from 0.00 to 0.32; melan= 0.03 and mean A:
1.19). However, these loci clearly resolved 4 haplotypes (MT4, MT5, MT6, and MT4
without any singleton (HGDI: 0.42yg&sting the existence of outbexakved strains
thatformedacomplexlonal(MLVA-CC3)withinP17(TablellandFig. 1A). MT5,MTS,

and MT47 were variantsvor4.
Thelevelof polymorphisrof eachocusandthediscriminatorgibilityof RS3MLVA16

differed at the three scales considered. The numbers of alleles, in descending order
were higher in populations P35, P20, and P17. This finding is consistent with the
geographioriginof thestminmembersf eachpopulationNo differences thelevelsof
polymorphism were observed between loci from coding regions and tindsey&oia
regionsthevariabilitycouldbeassociatedith theevolutionaryateateachocus.
Altogetherthe65isolategC65)wereresolvedn 48haplotypeby RS3MLVA16,and
thesdaplotypesontaine@9singletonand3clonacomplexe@ILVA-CC1MLVA-CC2
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Figure 1 MSTsof Ralstoniasolanacearunspeciescomplex strains of phylotype 11l (65 strains). (A)

Data from the RSALVAL6 data. The dot diameter represents the number of strains per haplotype. (B)
Data from the MLST analysis based on seven gene gellisns1(itS, adk leuS rplB, gyrB, andeg)).

The dot colours indicate the country of isolation. The labels is théickte the MLST sequence type
numbers. The labels outside the dots indicate the MLVA type (MT) numbers. Black thick lines, black reg
ular lines,greythin lines,andgrey dashedinesjoining haplotypesndicatesingle, double, triple-, and
quadruple-locus variations, respectively. No link is indicative of variations at >4 loci. Orange halos denote

a clonal complex (CC).

and MLVACC3) that each consisted of epidemiologically reﬂa. The
discriminatorindex(HGDI)of RS3MLVA16wasd0.95 StrainsromAEZ5andthesingle
field (Mfou) from Cameroon shared the same haplotype MT4, suggestotyttion
of MT4 from AEZS5 into the Mfowelil. Haplotypes differed by 5 to 10 loci between
countriegndwereSLVto 4 locusvariantgLVs)withinacountry.

TheresultingHACsof thelocuscombinationsached plateaun all of thepopulations
testedFig.S4. Thisresulsuggestettiatthe16 TRIoci providecagoodestimatef unique
haplotypeandweresufficienthpowerfutodiscriminatamondgr SS(hylotypéll strains
atbothregionahndlocalscalesA simplifiedVILVA typing schemeouldbeidentifiedor
routineepidemiologicahvestigationandsurveillanceshenRSS(hylotypdll diversity
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is well known. The HAC indicates the minimum number of loci necessary to accurats
resolvgenetidifferentiatiom agivenpopulationBaseantheHACs 4locigenerate8l
haplotypefor globalpopulatio? 35 4 lociresolve@0haplotypefor regionapopulation
P20and2lociresolved haplotypefor populatio®17 Whenall of thestraingisedn this
studywereconsidere(C65) 48haplotypewereresolvedisingonly 7 TRs{TableSHand
[Fig. S4. Weobservethatthenumbenf loci andthecompositin of thelocussetdepend

on the population studied. This approach may be used-bysondesd laboratories.
Howeverreducingdhenumbepof TR loci usedor genotypingesultsn limitationsdueto
theconstraintsf sizehomoplasyAs suchextremeautiorshouldetakenvherreducing

the locus number; reductions can result in the loss of information concerning the true
geneticelatednessf haplotypeds o overcoméhisproblemwerecommentheuseof 16
locifor genotypingtraindfromRSS(hyloypelll.

MLST data
All MLST gene fragments were successfully amplified for the 65 isolates usesdudythis

At a global scale (P35), high polymorphism was revealed for each of tHe 7 loci (
rangindgrom0.8%00.95mearHe: 0.93andmearA: 10.8)|Table1i. TheMLSTanalysis
identified26haplotypesncluding?2singletongHDGI:0.98)(TablellandFig. 15). ST6
and ST24 from Reunion and ST17 and SnXfameroon were grouped, respectively,
intoCC,suggestingeneticallglosehaplotypeforeachCC.

At a regional scale (P20), all loci were polymokphiafging from 0.36 to 0.74;
mearHeg: 0.53; and mean A: 4.58). The 20 isolates were resolitddhaplotypes with
3 singletons and 2 CCs containing ST18 and ST7 from AEZ4 and AEZ5; ST2, ST3, ST4
ST13, ST14 and ST17 from AEZ3 and AEZ4; (HGDI{0:913 §, respectively.

At a local scale (P17), all sevenw@se monomorphic.

Altogetherthe65isolatefC65)wereresolvedn 32haplotypewith MLST,including
22 singletons. The discriminatory index HGDI was 0.91. Based on the MLST data
, the genetic relatedness eRBSC phylotype Il strains generally reflected
their geographical origin or structure; some haplotypes from Cameroon (ST28, ST7,
ST18andST8)andZimbabwdéST20andST30)wereexceptions hreeclonalcomplexes
(MLST-CC1MLST-CC2,andMLST-CC3)wereidentifiedpaclrcomplexvascomposed
of strains with a single geographic origin (Cameroon and Reunion, resgeciijely)
. Grouped haplotypes in MEST1 (ST2, ST3, ST4, ST13, ST14, aad)Siom
geographically close Cameroon localities (AEZ3 and AEZ4) were closely related, sh
allelesat6 ofthe? loci(orSLV);thedateareshowrin{Fig. 18] ST2wasacommothaplotype
for strains originating from AEZI3d AEZ4 in Cameroon; the five remaining haplotypes
mayoriginatéromthishaplotypeMLST-CC2wasanSLVbetweetheReuniomaplotypes
ST6andST24 MLST-CC3wascomposedf ST7andST18whichvariedatasingldocus.
Singlefield strains from Mfou E¢3) and strains from AEZ5 shared the haplotype ST7
[Fig.1E). ThisresulsuggesthatheMfou(AEZ3)andAEZS5strainsveresimilaranchada
commororigin.Mfou (AEZ3)straingnighthavebeerrecentlyntroducedo thesuveyed
field by clonal expansion or polyclonal introduction. /@ICSTwas distantly related to
ST8andST28romCamerooandMLST-CC1.TheMLST markersirerelativelyneutral

Ravelomanantsoa et al. (2016),

PeerJ, DOI[10.7717/peer|.1949 | 13/22



Peer

housekeepingnethatvolvedlowlyinsteadfundediversifyingelectiepressurgghe
locuseglis an exception). This may explain the phylogenetic relationships among rel:
Cameroostrain@andamongReuniorstrainsEachMLST-CCis mostlikely derivedrom

a common ancestor. This complex most likely spread withxplansiba, and a new
varianarosdéromthesourc&TandpropagategewclonalSTs Typically haplotypesom
Guinea and Zimbabwe were distantly related and differed by four to six loci within th
respective countries (ST11 and S15 from Guinea wetierexteat differed at two loci
(DLV) {Fig.1B}; howeverST30romZimbabwevass LVsfromReunionConnectiortsy

6 LVs were observed between strains originating from Cameroon (ST13) and Zimba
(ST27)/AngoléST19)/Madasca(ST22)HaplotypeBomZimbabwéST21 andKenya
(ST16Xifferedby 6 loci, andhaplotypefomIvory Coas{ST5)andBurkinaFasqST9)
alsadifferedby 6 loci. ST5fromthelvory Coastvas4 LVs from ZimbabweﬁSTZl

. HigherLV numbersuggedhatstrainsareverydiversedistanfromeachotherand
epidemiologically unrelated within a country and between countries. Haplotypes fron
Madagascar and Reunion Island were clelsebdrgenetically, with distances of 2 to 3
LVs. This close genetic relationship was already observed in previous studies involv

thepartiabequencir@eglgene@oussieetal.,20004, AFLPanaIysiﬁPoussieetal.,|
20001, andMLSAanalysi§Castillo& Greenberg2007Wickeretal.,2019.

Complementary input of MLST and RS3 -MLVA16 schemes to assess

the phylogeny and molecular epidemiology of RSSC phylotype Il

strains from Africa

The MLVA profiles for the 48 haplotypes generated BMIRE8L6 and the MLST
profilesof the32haplotypegesolvedyy MLST arelistedin[TableS Tin thesupplemental
information. The two typing methods reported a high level of haplotype diversity at tt
globakcaldP35RandheregionascaldP20)HowevemodiversitywasfoundwithMLST

at the locadcale (P17), whereas RE3V/A16 resolved the clonal strains in P17 into 4
haplotypefl ablel). Althoughallelicrichnesandthediversityindexgeneratedy MLST

were greater, except for P17, compared to those obtRS&8MhyA16, resulting in
highly polymorphic MLST loci, RB®VA16 had better resolving capacity than MLST
according to the high discriminatory ability indices HGDI, number of haplotypes, and
singletons observed in all populations surp*ayeld 6 Considering all isolates used

in this study (C65), MST analyges. () showed that R88LVA16 could subtype 7
haplotypes unresolved by MLST (ST1, ST2, ST3, ST4, ST6, ST7, and ST17) into Ml
haploypes (MTs|Hig. 14. ST1 was subtyped into MT39, MT41, and MT42 (Guinea);
ST2 was subtyped into MT16, MT27, MT31, MT32 and MT43 (Cameroon); ST3 was
subtyped into MT15, MT18 and MT19 (Cameroon); ST4 was subtyped into MT16 an
MT17 (Cameroon); ST6 was subtyped into MT8, MT9, and MT48 (Reunion); ST7 wz
subtyped into MT3, MT4, MT5, MT6, and MT47 (Cameroon); and ST17 was subtype
into MT25, MT28, and MT34 (Cameroon). Because TR loci are considered to be rap
evolvingnarkersthepatterrof locusvariatiorbetweeMTsfor eact5Tclongwhichwas
greatethanDLV excepfor MT4,MT5,MT6,andMT47ontheonehandandMT26and
MT17ontheothetandyeflectedheirrapidshorttermevolutionTheSLVsbetweeMT
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haplotypesiST7 suggest recent clonal expansion in the Mfou field (AEZ3, Camerool
and epidemiologically related strains; the source could be MT4. MT3 (ST7) represer
in AEZ4 (Cameroon) was 3 LVs from MT4. ST2, which was shared between AEZ3 a
AEZ4, and ST6 froReunion also exhibited recent clonal expansion-GAL G Tound

in Cameroon, was also differentiated into MTs bYIR&R16 [Fig. 14; the variation

in the MTs was greater than in the DLVs (except MT26 and MT27, whiclVjvere SL
Although the Cameroon haplotypes had a close genetic relationship, the strains wer
clearly unrelated epidemiologically (except for MT16 and MT27). The structure reve:
bytheMSTgenerateilomRS3MLVA dateemphasizddghlocivariationwhichresulted

in genetic diversity within the AEZEameroon.

The congruence between the two techniques was different depengiogubatitre
analysedit theglobalscalP35)RS3MLVAl6andMLSTwereslightlycongruenThe
aRcoefficientvasestimateet 0.3595%Cl,0.008 1.00) andthegenetidistancenatrices
betweethetwomethodwsvere0.15) N b o u feorretatiooefficientp-value= 0.05).

Coherence occurs primarily at the level of clonal clusters found in Reunion, Camerc
(AEZ4), and Ivory Ceta However, RSALVA16 showed higher differentiation of the

worldwidestrainghanMLST;RS3MLVA16predictetheSTsin 74.49%(95%CI,0.498
1.00)whereabILSThadalowerpredictiomfpartitiorbyRS3IMLVA16(aW:22.6%95%
Cl1,0.008 0.46) At theregbnalscalgP20)thegenetiadistancelsetweethetwomethods
werehighlycorrelated N b o u fearrelatioroefficientd.77 p-value< 0.001) butthey
showedlifferenpartitiongaRwas0.00) RS3MLVAl6wasmorediscriminativandhad
highpredictionfSTgaW:1.0095%CI,1.008 1.00)AtthdocakcaléP17)RS3IMLVAL6
andMLSTwerenotsimilar resultindgn higheresolutiomnf closelyrelatedtraindby RS3
MLVAL16 (ST7 subtyped into MT4, MT5, MT6 and MT47). Combining the 65 isolates
(C65)thecongruendeetweeRS3MLVAl6andVILSTwashigh ) N b o u fearrefation
coefficientd.56 p-value< 0.001;aRwad).5695%Cl,0.328 0.84) TheMT topredicST
wasD.84(95%CI10.608 1.00) andtheSTtopredicMTswas).50(95C1%,0.188 0.66).
Although e correlation between R®3VA16 and MLST was high, differences in the
distributionsfvariouhaplotypewereobservedLSTstructurevasnotfully maintained

in the MST of RSBILVA16. Haplotypes from Zimbabwe and Guinea were scattered
somewhat by thesence of haplotypes from CameroorMR®816 confirmed that
these haplotypes were epidemiologically unrelated. The Cameroon haploty@s were
LVs from the Zimbabwean haplotypes. The Guinean haplotypesiPdrg8from

strains from other countriZsr(babwe/Kenya/Cameroon/lvory déast1/4). The
haplotype from Burkina Faso (MT23) was 8 LVs from the Cameroon (MT36) and Ivo
Coast (MT1) haplotypes, as determined bIMR®816. The close genetic relationship
between Rmion and Malagasy haplotypes observed by MLST data were not consist
withRS3MLVA16 (Fig. 1B} andthefindingsof previoustudie§Poussieetal., 20004
[Poussieretal.,2000H Castillo& Greenbercq200qWickeretal.,2012). Thisincoherence

can result from the difference of evolutionary histories between TR markers and ML.
markers. FurthermoM|_ST resolved MTs; identical MTs showed different STs: MT2
showed 2 STs (ST11 and ST15), and MT4 combined ST7 and ST18. In such a situa
we cannot exclude the homoplasy effect on some TR loci. A previdughsigicled
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the inconsistency of trdmslt from DNA sequences and TR loci due to homoplasy tha
can arise through convergent/reverse evolution or horizontal ge.,
. Theresultsinderlinghehighcapady of RS3MLVA16 for strainiddentificatiorat
globalregionalandlocalscalesRS3MLVA16 alsounderlinegenetic/ariabilitywithin
thesameSTandCCandgivesafirst overviewof populatiorstructure.

The ability of a genotyping method to diffeterdize RSSC phylotype Il strain
from another and to delineate their relatedness enables us to unravel the evolutiona
patterrandbiologyof RSS(hylotypdll straindrom Africa. Assayingyenetivariation
is critical for understanding the emergedcgpagad of the RSSC phylotype IIl across
Africa and the Indian Ocean. However, MLST/MLSA has long been considered the ¢
standard in genotyping for many bacterial pathogens to delirezta loistprical
genetic relatedness and to resolvestangig epidemiological questions, resulting in
unambiguouesultsvith nucleotidsequenagatgMaidenetal., 199g[Maiden,2004.
However, MLVA typing was successfully applied to investigadpukation structure,
mostly in shotterm and finscale epidemiological outbreak investigations and notably
in various economically significant monomorphic plant bacterial pathogens. The spe
analysethcludeXxanthomonasitri, thecausativagenof Asiaticcitruscan ke
|etal. , 2013; Clavibactemichiganensighecausativagenof bacterialvilt andcanker
in tomatdZaIugaetaI.,ZOlE}; Candidausliberibacterthecausativagenbfthemost
destructive citrus disease world{¥idéoh et al., 207)1 andErwinia amylovorathe
causativagenbfamajordiseasef pome‘ruittrees{BUhImannetal.,2014.

In this study, RSEILVA16 clearly discerned closely and epidemiologically related
strains in fieldcale and smaltale analyses, whereas MLST was unable to discriminat
sufficientlyRS3MLVA16,whichwadasednTRIloci,wasnorecapablefrecognizinthe
rapidevolutiorof strainandwasableto describgreategenetidiversity RS3SMLVA16
provided insight into the regional and local epidemiology of RSSC strpaliryédiygme
lI. In this way, RS®ILVA16 can be used for shiemm epidemiology investigations
involving local disease outbreaks and routine surveillance. It was observed that the «
generated by RS8.VA16 complemented the information obtained from MLST. For
moleculaepidemiologgtudiesRS3IMLVA16 couldbeusel for theidentificatiorof the
origin(s)of aninoculumanalysiganalsoprovidensightintothemannein whichstrains
areestablisheid weedeservoirghepatterrof spreador successfelonalines thescale
of distribution, and other epida@ogical traits associated with the fithness of strains and
the extent afisease.

HighlyportableRS3MLVA16 canbeafirstlineassayor routinescreeningtlow cost.
WearecurrentlyusingRS3MLVALl6toinvestigatéhesanoleculaepidemiologyraitsin
bacterialilt diseaseausethy RSS(phylotypéll straingn Madagascar.

Genotyping data are useful for surveillance networks and outbreak investigations
infectious diseases. Currently, there is not a database for RSSC. The MLST and ML
databasdser RSS(hylotypell recoverettomtheglobal regionalandocalpopulations
should be used as a starting point for generatinglatetheae.
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RESULTATS ET DISCUSSION

Cing loci TR du schéma RS3/9 $ 19* X HéY §.B0Q3) : RS3L17, RS3L19, RS1L05, RS1L10
et RS1L12 ont été retenu, satisfaisant nos critéres de sélectiomgdesi@nt été amplifiés chez les 65
souches testées (typabilité = 100 %).

Pour compléter le schéma, nous avons sélectionné 11 nouveau loci TR identifiés sur le génome de la
souche de référence CMR15. Ces loci ont satisfait nos criteres de sélectidniezt ét¢ amplifies chez
les 65 souches testées (typabilité = 100 %).

8Q VFKpPD QRPMPS Wb6RPSRVp GH ORFL 75 56/ 56 / 56 /
RS3L19, RS3L30, RS3L31, RS3L32, RS3L33, RS3L34, RS1L05, RS3L35, RS3L36, RS1L10,
RS3L37, RS1L12) aéainsi mis au point et testé pour génotyper collection mondiale de souches du
ceRs (P65, n = 65) subdivisée en:
- une collection de souches distantes géographiquement (P35, n = 35) distribuées dans divers pays
GT$SIULTXH HW GHV ]R QAhyold; Burkin§ Fa&sp,00Qme@ud LGliQee, Kenya,
Zimbabwe, la Réunion et Madagad@ahelle globale)
- une collection de souches épidémiologiquement liées (P20, n = 20) isolées de 3 zones
agroécologiques du Cameroun (AEZ 3, AZE 4, AEZéhelle régioria) ;
- XQH FROOHFWLRQ GH VRXFKHV LVReéré¢isloaE)XQH PrPH ORFDOL

Les loci sont polymorphes pour les quatre collections (P35, P20, P17 et P65). Le schéfhy RE3

a généré 32 haplotypes chez la collection P35, 18 haplotyada coflection P20, et 4 haplotypes chez

la collection P17. Chez la collection P65, le schémaMRIS2A16 a identifié 48 haplotypes avec un
pouvoir de discrimination de 0.95. Le schémaREYA16 a été comparé avec un schéma MLST qui

est composé de 7 lotie schéma MLST a identifié 26 haplotypes chez la collection P35, 11 haplotypes
chez la collection P20 et un haplotype unique chez la collection P17. Chez la collection P65, le schéma
MLST a identifié en tout 32 haplotypes avec un pouvoir de discrimindéioB.91. Nous pouvons
constater que le schéma RBRBVAL6 est plus discriminant que le schéma MLST.

La congruence entre les donnéesREP$ HW 0/67 HVW GH S j OTpFKHOO
le coefficient de corrélation de Mantel est de 0.77 (p j OfpFKHOOH UpJLRQDOH 3
GRQQpHV VRQW GLIIpUHQWY j OfpFKHOOH ORFDOH FDU OH VFKpP
queleschémaRS8/9% D GLVFULPLQp HQ KDSORW\SHV 3RXU OYHQVHPE
sont congruentes a 56 % (p < 0.001). On constate que la congruence entre les doAMEFA S8t

0/67 YDULHQW VXLYDQW OD FROOHFWLRQ YRLUH OfpFKHOOH GYp)
liée par le fait que les loci MLST et les loci TRtane histoire évolutive différente. Cependant, on ne

SHXW SDV H[FOXUH OfHIIHW GH OfKRPRS OHpélesi diféfddciOpary ORFL 75
les loci MLST.
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/TDQDO\WH GX UpVHDX GHV UpVHDX[ GYKDSIVRW1Gei MLETRQVW U XL W'
PRQWUH TXIDX QLYHDX GH FKDTXH SD\V OHV VRXFKHV GX SK\OR
présentent pas de liens épidémiologiques. Ce qui suggeérerait que les souches du phylotype Il sont
HQGpPPLTXHV j FKDTXH cl®&ma\RSBM\RALEG d Hisgtininé Hes\souches du ceRs qui
pWDLHQW FRPSULVHV GDQV XQ FRPSOH[H FORQDO j OfpFKHOOH
GLIIpUHQFLp OHV VRXFKHV GX FH5V j OfpFKHOOH ORFDOH 3 {
MLVA16 montre que les souches dans la collection P20 ne sont pas liées épidémiologiqguement bien
TXTfHOOHV VRQW LVVXHV GIXQ DQFrWUH FRPPXQ FRPPH UpYpOp
schéma RS®ILVA16 montre un haplotype central (MT4) qui pourrait étensidéré comme
OfKDSORW\SH IRQGDWHXU GYfRe GLYHUJHQW KDSORW\SHV YDL
OTKDSORW\SH FRPPXQ 07 GYXQ ORFXV &HWWH FDSDFLWp GH GL
FDGUH GTXQH pWXGH pS$SUGPPIVRORIUFKN SEXQRFNDKP

Ainsi a la lumiére de ces résultats, nous avons pu démontrer que le schétiaMRIB est approprié

SRXU GHV pWXGHV pSLGpPLRORJLTXHV j OTpFKHOOH UpJLRQDOH
GpGLp SRXU GiHEMiomdieddBdHa meE T outefois, les données-REFYALG et MLST sont
complémentaires.
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CONCLUSION PARTIELLE

2XWUH OH GpYHORSSHPHQW GYXQ RXWLO DGDSWp j QRWUH SURE
souches Malgaches de phylotype lll, aotbjectif global était aussi de fournir a la communauté

scientifiqgue mondiale un schéma de génotypage MLVA optimisé pour les souches du ceRs phylotype lIl.

Cela doit permettre de traiter différentes questions relatives a la diversité génétique dessod@ies

de phylotype Ill pour mieux connaitre la biologie et la nature des épidémies provoquées.

Ce travail a démontré que le schéma-REYA16 que nous proposons était suffisamment robuste pour

différencier clairement les souches du ceRs phylotypéddiraphiqguement distantes et montrer les liens
épidémiologiques entre les souches. Les différences observées en nombre de locus variant (> 3LVs pour

le génotypage RSBILVA16) entre les souches qui sont groupées en MLST dans un complexe clonal

(cas des amhes du complexe MLSTC1) démontrent une évolution rapide des loci VNTR. Le degré

de résolution que posséde le schémaMRB3A16 est tres intéressant quant & son application pour des
LQYHVWLIJDWLRQV pSLGpPLRORJLTXHXTj PRXU PFWHOECH S\WXYWLRQE
la structuration géographique observée par la méthode MLST (considérée comme méthode de
JpQRW\SDJH JpQpUDQW GHV UpVXOWDWY QRQ DPELJXV EDVpV VXL
par séguencgage) est égalatmebservée par la méthode RBBVA16. Ce nouveau schéma RS3

MLVAL6 va maintenant étre utilisé pour génotyper les souches du ceRs malgaches de phylotype Ill afin

GH UpSRQGUH DX[ TXHVWLRQV GH UHFKHUFKH OLopléty¢é du OD GLYHU
flétrissement bactérien dans les bassins de productions des Hauts Plateaux malgaches. Egalement, RS3
0/9$% HVW SURSRVp SRXU OH JpQRW\SDJH GHV VRXFKHV GX FH5V
Afrigue et dans les iles de la zone SOOQI.
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CHAPITRE 2.
DIVERSITE GENETIQUE DU ceRs
ET EPIDEMIOLOGIE




Figure 14 tlLocalisation des bassins et zones de production de pomme de terre a
Madagascar.

Figure 15 +Zones agroécologiques destinées a la culture de pomme de terre a Madagascar. (A)
&XOWXUH G @bV LW X &XOWNdhell VXU §X O W X (Chdité phbtodGL ] L g U H
Cellier.
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INTRODUCTION

La pomme de terresea la fois une culture vivriere offrant une diversification alimentaire intéressante a la
population malgache, mais aussi un facteur économique important a Madagascar, garantissant
notamment un revenu important pour les petits producteurs des zoress Riesd que la culture de la

pomme de terre soit pratiquée dans les régions cotieres (Antsiranana, Sofia, Marovoay, Bekily et
Ambovombe), la production est concentrée dans la partie centrale des Hauts Plateaux, ou on
distinguetrois principaux bassins dproduction primairesitués dans les régions Vakinankaratra,

Analamanga (Andramasina) et Itasy, qui assurent environ 90 % de la production natiopaques

EDVVLQV VHFRQGDLUHV VLWXpV GDQV OHV UpJLRQWitI$PRURQTL
Manjakandriana) et Alaotfslangoro Figure 14).

La pomme de terre est généralement cultivée en altitude, entre 1200 et 2000 m ou la température est
IUDVFKH OfKXPLGLWp HVW VXIILVDQWH HW OHV W\Sktle/ GH VROV
PR\HQ GH FXOWXUH HVW GH MRXUV HW OD SURGXFWLRQ SHXYV
année. Les cultures de la saison pluviale (Septembre a Janvier) et de la saison intermédiaire (Janvier a

Mai) sont installées sur legt W D (pla#e] et collines ol les sols sont principalement de type
IHUUDOLWLTXH HW OHV FXOWXUHV GYLUULJDWLRQuileth FRQWUH V
6HSWHPEUH SRXU OHV FXOWXUHV WDUGLYHV syehuiziErés\ét LEDLERKF
plaines Figure 15 /D SRPPH GH WHUUH VYDGDSWH j XQH ODUJH JDPPH (
limoneux, limoneargileux a sol argileux, souvent a des pH acides (6 a 6,5).

Le flétrissement bactérien figure parmi les principautetas de pertes chez la pomme de terre avec le

mildiou (Phytopthora infestafsLe flétrissement bactérien est historiquement observé spr\ié®,Q H W\ |
FDUDFWpULVp SDU GHV LQIHFWLRQV SHUVLVWDQWHYVY GH IDLEOH
de flétrissement se manifestent généralement tardivement, de la tubérisation a la fiégaisoiq).

Récemment, une épidémie de flétrissement bactérien a provoqué des dégats tels que la production
nationaleD pWp WRXFKpH GDQV GtfhésQ & predbcidd eGgdhant\et D, ARdods\V G H

HW UL]LqQUHV /uDSSDULWLRQ GHV VA\PSW{PHV GH IOpWULVVHPHQW
ORUV GH OYpPHUJHQFH FRPSOqWH GHV IHXLFpO&iI)).jC&deD SKDVH G
épidémie dans les bassins de production est la plus forte menace a laquelle doit fait face la culture de
pomme de terre depuis des décennies.

$ FH MRXU OD GLYHUVLWp JpQpWLTXH GHV VRXFKHV GX FH5V SUp
collection de souches réduite (n = 29) : phylotype Ill sequevar 1®jlisolée sur pomme de terre (n =

3) et collectée en altitude (1672em) 1997 et 2006, et phylotype$d et 146isolées sur tomate, piment,

aubergine et bréde morelle collectées em@lgi2 & 1320 m) en 2006 (Priral. 2007, comm. pers; et

a la classification en race et biovar pour les souches de race 1 bitedimahomed & Rakotobe

Rabehevitra 1988Rahetlah 2008Randriamampianing®®7; Randrianangaly 2008)ui pourraient étre

du phylotype Il mais non caractérisées a ce jour.
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Figure 16 1Stades de développement de la pomme de terre et des symptomes de
flétrissement bactérie@rédit illustation: S. Kotchi.

Figure 17 +Symptémes de flétrissement apparaissant précocement, au début de
développement des feuill&sédit phota S. Arribat.
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Les populations prévalentes dans les bassins de productioodtiéel FDSDEOHV GYLQIHFWHU O
SRPPH GH WHUUH VRQW GRQF PpFRQQXHV HW VH VLWXHQW DX
flétrissement bactérien dans les Hauts Plateaux malgaches. Comme la pomme de terre est sensible au
flétrissement bactérienausé par des souches tombant dans pas moins de huit groupes génétiques
phylogénétiqguement distants localisés dans chacun des quatre phyloglies& Prior 2010) il est
LPSRUWDQW GH FRQQDVWUH OD ELRORJLH GHV SRSXODWLRQV SC
réponses doivent étre apportées sur la composition des populations du ceRs dans les bassins de
production de pomme de terre. LesRBFWpULVWLTXHV GH OfpSLGpPLH ODLVVHQW
SRSXODWLRQV GH VRXFKHV GX FH5V SUpVHQWHY GDQV OHV +DXW
agressives sur pomme de terre. Leur aptitude & coloniser des milieux agroécolofiémeats dit
OTH[LVWHQFH GH VRXFKHV LQIHFWDQW OD PrPH HVSqFH GY{K{WH
SRXUUDLHQW UHQGUH FRPSWH GTXQH LPSRUWDGEWMH aGLYHUVLW
probablement rendu difficile contrdledelama@ LH SDU OTXWLOLVDWLRQ GHV YDULpW

La réponse a ces questions doit étre recherchée en explorant et en caractérisant les différences génétiques

au sein des souches du ceRs (intraspécifique, intraeBMeB XODWLRQV | SDildhbdge GTXQ ODL
SURVSHFWp GDQV OHV SULQFLSDOHYV JRQHVY GH SURGXFWLRQ GHV
multi-marqueurs par génotypage MLST/MLSA et MLVA.
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MATERIELS ET METHODES

CONSTITUTION DE LACO LLECTION DE SOUCHES DU CERS

La premiere étapepl GH FH WUDYDLO pWDLW OYDFTXLVLWLRQ GHV VRXFKt
phytosanitaire prévalant dans les bassins de production de pomme de terre. Les prospections ont été
réalisées avec la contribution des équipes scientifiques et teshdigu€iraeBP (SaintPierre, La

5pXQLRQ & HSab#PR@eY EaVRéunion), du FIFAMANOR (Antsirabe, Madagascar), des
&HQWUHYVY GH 6HUYLFHV $JULFROHYV GHV UpJLRQV FLEOHV &6% GX
O 1DV V R FY-OBFRER @ntsicabe/\Wadagascar).

Choix des sites de prospection

Pour atteindre nos objectifs, nous avons procédé a un échantillonnage par quotas pour les choix des sites
de prospection. Un échantillonnage par quotas est de type non probabiliste, ou les écbkantillons
déterminés selon des critéres. Les prospections de souches sont effectuées dans les bassins de production
VLWXpV GDQV OHV UpJLRQV O9DNLQDQNDUDWUD $QDODPDQJD )\
ces régions les prospections sont orientégeritairement vers les principales zones agroécologiques
(ZAE) productrices de pomme de terre et dans des localités représentatives de chaque ZAE :
X Sur des parcelles historiquement reconnues pour présenter une infection réguliere et persistante
au flétissement bactérien. Dans ce contexte, nous espérons isoler les souches responsables
impliguées dans la situation endémique.
x 6XU GHV SDUFHOOHV HQ VLWXDWLRQ GTpSLGpPLH UpFHQWH
OfpPHUJHQFH GX | Ousivischag\eZREH QW EDFWpULH
/ID UHSUpVHQWDWLYLWp GHV pFKDQWLOORQV V{HVW UDSSRUWQpPH
ODUJH FRXYHUWXUH GH OYDJURV\\FiglePH) :Haylors Hésgrepbified QV GH S
(zones agricoles), milieux agroéagitques (plaines, bdend et collines Figure 15, nature du sol (acide
a calcaire, texture argileuse a limoneuseHW j OD GLYHUVLWp G He @dhitiedéd HV SgFH
WHUUH /HVY FRRUGRQQpPHYV JpRIJUDSKLTXYHKW GBI6FKDTXH VLWH VRQ

Prélevement de matériels infectés/contaminés

$X SODQ GH OD SDUFHOOH OfYpFKDQW L OéorariiiiQnd ddpobiopsilep FRQG XL\
tige (environ 10 cm de longueur prélevé a partir du cdfigiyre 18B SURYHQDQW GTXQH S
symptomatique, sont prélevés au hasard et se voulant représentatifs de la population de plantes infectées.
8QH SODQWH VAPSWRPDWLTXH HVW LGHQWLILpH VRLW SDU OD SU
plant Figure 18A). Les prélévements ogWp IDLWV GH PDQLqUH OD SOXV H[KDXVWL
GLYHUVLWp GHV VRXFKHV GDQV OHV ORFDOLWpPV GYpFKDQWLOOR:
des tubercules infectéBigure 18C), des vitroplants et tubercules semences dbgs@ produits par le

FHQWUH ),)$0$125 HW GHV pFKDQWLOORQV SUpOHYpV VXU GIDXW

# Anses : Agence nationale de sécurité sanitaire de |'alimentation
% Fert : Association francaise de coopération internationale pour le développement agricole des pays en
développement et émergents.
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Figure 18 +Matériels prélevés. (A) Plante fiétrie (B) Portion de tige prélevée sur
un plant fliétri. (C)Tubercule infectéeCrédits photos(A) S. Ravelomanantsoa, (B, C)
G. Cellier
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DV\PSWRPDWLTXH GHV HDX[ GJLUULJDWLRQ HW GH OD UKL]JRVSK
de position GPS) et les informations suivantegyeéss : date du prélevement, nom de la localité,

QXPpUR GH OD SDUFHOOH FRRUGRQQpHYV JpRJUDSKLTXHV ODWL
HVSgFH YDULpWp VWDGH SKpQRORJLTXH GH OTHQOWM®HEOH GH C
HEDLHBHBHRDG HW QDWXUH GH OfpFKDQWLOORQ SUpOHYp WLJH 'V

3pULRGHV GIpFKDQWLOORQQDJH

Les prospections ont été réalisées en trois périodes, réparties dans 12 ZAEs sur trois saisons de culture
différentes et ont coincidé avec BpULRGH GH GHQVLWp PD[LPDOH G{DSSDUL
flétrissement bactérien sur les cultures :
x Prospection 1 (23 et 24 Octobre 2012) : une prospection préliminaire sur des cultures de contre
saison installées sur riziere et terrains irriguées daid =$( GI$SQWVLUDRREH O0DQDQ!
Manjakandriana
X Prospection 2 (04 au 13 Avril 2013) : une large prospection sur des cultures de saison
intermédiaire installées syr W D, QHEY LEeR& il irrigué en terrasse dans 4 ZAEs de la
Région Vakinankaradr: Antsirabe, Betafo, Faratsino, Ambatolampy ;
x Prospection 3 (03 au 13 Décembre 2013) : une large prospection sur des cultures pluviales
installées surp W D @andV3 fZAEs : Arivonimamo, Miarinarivo, Soavinandriana, Haute
Matsiatra (Ambohimahasoa), AmRrQfL ODQLD $PERVLWUD $QDODPDQJD
Mahitsy).

TRAITEMENT DES ECHANT ILLONS

Au champ

/IHV pFKDQWLOORQV RQW pWp SUpOHYpV DYHF XQ VpFDWHXU GpFR
groupés par parcelle de culture, mis en sachet codibnservés dans une glaciére pour son
acheminement au laboratoifégures 19A, 19B.

Isolement des souches

Nous avons mis en place un petit laboratoire mobile dans les locaux du FIFAMANOR (Antsirabe) pour

les prospections 1 et; 2ans les locaux du CidgAntananarivo) pour la prospectionFgure 19. Les

manipulations se sont faites sur une paillasse dans des conditions aseptiques. Chaque échantillon (portion

GH WLJH RX WXEHUFXOHVY HVW ODYp j OTHDX G KXot ®E&QHW VpFK
HQVXLWH IODPEp /fH[VXGDW EDFWpULHQ HVW UpFXSpUp j SDUWL
OfHDX SXUH VWpULOH 3RXU OHV WXEHUFXOHV XQH SRUWLRQ GX
pure stérilisé et laisséédffdser pendant quelgues minutes. Les premiers isolements sont réalisés par la
PPWKRGH GTHQVHPHQFHPHQW SDU pSXLVHPHQW GH —0O GH VXVS
(Kelman 1954) Les boites sont ensuite incubées a température amp@ardant au moins 48 h.

I TMYLGHQWLILFDWLRQ YLVXHOOH GHV VRXFKHV VH IDLW SDU REVH
caractéristiques. Les colonies virulentes sont muqueuses, larges et de forme irréguliére, de couleur opaque
(Figure 20). On procéd a une purification des cultures dans le cas ou des contaminants sont repérés sur

OD ERLWH 4XHOTXHV FRORQLHV LVVXHV GTXQH FXOWXUH SXUH
stérile contenue dans des tubes Eppendorf. Les tubes sont enduéite dans une boite a température

ambiante et ramenées au laboratoire de microbiologie du-3Rrg8aintPierre, Réunion) pour une

ultime vérification de la pureté de la souche.
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Figure 19 xTraitement degchantillons et travaux de microbiologie de campagne. (A) Sachet codé
contenant les échantillons de tiges prélevées sur une parcelle. (B) Conservation dans une glaciére. (C)
Laboratoire mobile installé au Fifamanor (Antsirabe). (D) Laboratoire mobitdléngans un hotel
(Ambatolampy). (E) Laboratoire mobile installé au siege du Cirad (Antananani&djs photos (A, D,

E) G. Cellier (E) S. Arribat (C) S. Ravelomanantsoa

Figure 20 t&RORQLHYV Y LU XO HQUdheldu 6&RsSSUMXlidVK eBriie@isiphotos
S. Ravelomanantsoa.
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Purification des isolats

Les suspensions préparées a Madagascar ont été remises en culture dans un bouillon nutritif pendant 2
jours & 28°C. La culture est ensuite ensemencée earteBrsesur milieux SMSAEIphinstoneet al.

1996)et Kelman(Kelman 1954) LQFXEpH j f& HW SXULILpaddéleéur QURREY HD X SR X
Les colonies pures de chaque isolat sont suspendues dans un tube de cryobilles. Le surnageant est aspiré

et le tube contenant les cryobilles (25 répliqgues de culture) est ensuite conservé pour une longue
conservation é80°C (cryoconseation).

COLLECTION DE SOUCHES

/I THQVHPEOH GHV VRXFKHV FROOHFWpHV OHXUV FDUDFWpULVWL-
présentés eAnnexe 1. S RPSWH WHQX GH OfHIIHFWLI pOHYp XQH FROOHFW
HVW FR P&fratiiads @(frésentatifs de souches provenant de différentes localités et zones de
production de pomme de terre des Hauts Plateaux malgaches et de souches de références représentatives

de la diversité de souches du ceRs dans le monde (sélection SBIBML WLRQ SK\ORJpQpWLTXH
JpRJUDSKLTXH OfDQQpH GILVROHPHQW HW OTK{WH /HV GRQQr
sont comparées a celles des souches de référence qui proviennent de la collection RUN3Bu Cirad

(Saint Pierre, La Réiom).

CARACTERISATION MOLEC ULAIRE DES SOUCHES EN COLLECTION

/1$'1 PDWULFH QRQ SXULILp HVW XWLOLVp HQ PHWWDQW HQ VXV
DYHF XQH DQVH GILQRFXODWLR®stGd. —O GDQV  —O GJHDX +3/

Diagnostique du conS OH[H G RHdI&adearet phylotypage

,O VIDJLW GH FRQILUPHU TXH OHV VRXFKHV FROOHFWLRQQpPHYV
FKDTXH VRXFKH XQ SK\ORW\SH 'HV DPSOLILFDWeL&IQatteH |UDJPHC
phylotypes (I, I, lll, IV) sont réalisées par PCR multiplefgegan & Prior 2005)avec les
amorceligonucléotidigues 759/760 (marqueur interne au ceRs), N:mult21l:1F (phylotype ),
N:mult21:2F (phylotype 1), N:mult23:AF {glotype IIl), N:mult22:InF (phylotype V), N:mult22:RR

(Tableau 5. La réaction PCR est réalisée dans un volume de 15 pl contenant 3 pl de tampon de réaction
colorée GoTaq Flexi 5X (Promegad,9 Wl de solution MgGl(25mM) ; 0,3 pl de solution mélange

dNTPs (10mM chacun) —O PL[ GIDPRUFHV VIOQ2% uHA s@uGow ADNH Q V ;
polymérase Gotag® G2 Flexi (5U/pl, Promega) —O GTHDX ;#81&l deWyshehsipi
EDFWpULHQQH IUDVFKH /H PL[ G D PRbbsE ida/759R| G6OF W pP@ WLV HQV
chacune N:mult21:1F, N:mult21:2F, N:mult22:InF, N:mult22:RR a 6 pmol chacune, et N:mult23:AF a

18 pmol. La réaction est placée dans un thermocycleur GeneAmp® PCR System 9700 thermal cycler
(Applied Biosystems, Foster City, CAJSA) soumise au programme suivant : une activation de la
polymérase et dénaturation initiale et a 96°C pendant 5 3ircycles delénaturation a 94°C pendant

15s thybridation a 59°C pendant 3Gtslongation a 72°C pendant 30et une élongationrfale a 72°C

pendant 10 min.

# Eau HPLC : eau ultrapure pour procédure analytique
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Tableau5 +$PRUFHV VSpFLILTXHV HW SURGXLWV 3&5 DWWHQGXV SR
phylotype et le sequevar I.
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Six microlitres du produit PCR sont ensuite chargés QrdiH O G $&akentuLEWghrose (Lonza,

Béle, Suisse)le 1,5 % dans un tampon TAE 1X (Taidde acétiqueDTA) pour électrophorése a 110V

pendant 1 h. Aprés migration, le gel est révélé dans un bain de bromure d'éthidium et photographié sous

89 DYH$FSOUBKLO GH V\VW q P HsytinePCahnbriddeHRdyaddsi). La taille des

bandes est estimée par comparaison avec les bandes du marqueur de poids moléculaire (Ladder) de
100SE 3URPHJD ODGLVRQ :LVFRQVLQ 86% rteridhcEdnQeBet Igs SE LQGL
bandes a 144 pb, 372 pb, 91 pb, giddiquent leur appartenance respectivement aux phylotypes |, II,

I, et IV (Figure 21).

'PWHFWLRQ GHV VRXFKHV p%URZQ URWY ,,%

Les souches IIB sont des organismes nuisibles réglemdriéRPO 2015)La détection est réalisée par
OTDPSOLILFDWLRQ GY$%$'1l VSPKIHE TAHVDKRXSRXS/AeyiMtrak UFHV
1998a) La réaction de PCR eshfiéée dans un volume de 15 pl contenant 3 pl de tampon de réaction
colorée GoTaq Flexi 5X (Promegad,9 ul de solution MgGl(25mM) ; 0,3 ul de solution mélange

dNTPs (10mM chacun), 0,36 Wl de chaque amorce 630 et 631 (10uM chacyiR5 ul de solion

ADN polymérase Gotag® G2 Flexi (5U/ul, Promega) —O GY{HDX #&/Buye/pULOH
suspension bactérienne fraiche. Le programme PCR est 4867 ; 30 cycles d&4°C +15 s, 60°C+

30s, 72°C+30 s; et 72°C +10 min. Une bande a 307 pldique la présence du groupe-iiB

Identification des sequevars

Chaque phylotype peut étre subdivisé en sequevars fondés sur le polymorphisme de séquence partielle du

gene endoglucanase egl (Fegan & Prior 2005) e seuil de divergence nucléotidique pour définir un
VHTXHYDU HVW GplLQL | VXU XQH WRWDOLWp GH WDLOOH GH
souche, le génegl HVW DPSOLILp SDU 3&5 HQ XWLOLVDREEYAN@IRIFRXSOH GT
2005) SXLV OHV SURGXLWYV 3&5 VRQW VpTXHQFpV edldstSi&ERWRFROH C
GDQV ONLSyendtypiA§ uG H O 1 D Uingdrd-daris leSckdapiDd écéd@&dvelomanantsoa

et al.2016) Les séquences sont éditées dans le logiciel MEGA version 7.0.18 (Molecular Evolutionary

Genome Analysis\Kumar et al. 2016), corrigées manuellementalLIQpHY VXLYDQW OfDOJF
MUSCLE (Multiple Sequence Comparison by tegpectation)(Edgar 2004); ensuite analysées
phylogénétiqguement et comparées aux séquences références connues afin de déterminer les sequevars
auxquels les souches malgaches sont assignés.

Génotypage MLVA

Le génogpage par MLVA exploite la variation de nombre de ségquences répétées en tandem qui survient
au niveau des différents loci choisis comme marqueurs. Chaque souche typée est définie par son profil
allélique, qui définit un MLVAtype ou MT numeéroté de faconbraire. Le profil allélique est
représenté par un code numériqué-dhiffres k = nombre de locus), et dont chaque chiffre correspond

au nombre de séquences répétées a chaque locus.

Pour une caractérisation fine des relations entre les souches éoEERdans chaque localité (site) des
bassins de production de pomme de terre, nous avons utilisé le schéma récemment pUbN6ARE3
(RS3L27, RS3L28, RS3L29, RS3L17, RS3L19, RS3L30, RS3L31, RS3L32, RS3L33, RS3L34,
RS1L05, RS3L35, RS3L36, RS1L10, RS3|.RS1L12) Figure 22 pour génotyper les souches de
phylotype lll(Ravelomanantsaz al.2016)
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Figue21 +*HO GIpOHFWURSKRUQVH :Rabhghue d RPES/E Q QG LSIXRGA 1L VS/S B&JSN |
au ceRs (piste 2), la bande a 91 pb au phylotype Il (piste 5), 144 pb au phylotype | (piste 4), 213 pb au
phylotype IV (piste 3), 372 pb au phylotype Il (piste 1). La piste M est le marqueur de taille a 100 pb.
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Pour caretériser les souches appartenant au groupg, lii®us avons sélectionné 12 marqueurs VNTR

hautement polymorphes (RS2AL01, RS2AL02, RS2AL03, RS2AL04, RS1L05, RS3L17, RS3L19,

56 %/ 56 %/ 56 %/ 56 %/ HW 56 %/ S WRBRUY)Et SDU 1T*XHYV
marqueurs VNTR (L504, L539, L540, L563, L578) publiés par Parkietsai(2013).

/IHV VRXFKHV PDOJDFKHV GH SK\ORW\SH , QH IHURQW SDV OTREMH

Le procédé de génotypage par MLVA des souches de notre collection est d&trit@l&n $SIDMAW LH p
genotypindf GH O D UMQW¥©OUH SSEOM. O H FKDSLWUH SUpFpGHQW /D OLVYV
pour amplifier chaque locus est présentétrerexe 2.

Génotypage et séquencage multilocus (MLST/MLSA)

Le polymorphisme génétiquaes souches du ceRs isolées dans les bassins de production est ensuite

abordé par génotypage et analyse multilocus (MLST/MLSA). Pour cela, 7 loci polymorphes bien repartis

sur le génome et peu recombinants au sein des 4 phylotypes sont sélegjimy&O3 pb) gyrB (393

pb), rpIB (654 pb) leuS(723 pb) adk(468pb) mutS681 pb) ekgl (708pb) (hotaegl présente des traces

de recombinaison chez le phylotype | qui pourrait perturber le signal phylogén@fifici®r et al.

2012) &HV GHX[ WHFKQLTXHV VRQW IRQGpHV VXU OYDPSOLILFDW
amplicons.

/H JpQRW\SDJH 0/67 UHSRVH VXU a@fpDeab sain\del clagte Joeus. \ThegueS KLV P H
isolat est identifié par un profil allélique qui correspond a une série de sept numéros alléliques établit dans

O R U G U HydwAOWED B tleuS +tadk £mutS +egl (selon la position par ordre croissdas

loci sur le génomeHgure 22). Un profil allélique définit un type particulier, appelé séquence type (ST).

Pour chaque locus, chaque séguence obtenue des différentes souches malgaches est comparée a une base

de données de profils alléliques génédass mon précédent travail pour se voir attribuer un numéro
DOOpOLTXH HW GYHQ GpGXLUH OH SURILO DOOpOLTXH 8Q QRXYH
allele identifié et pour chague nouveau profil est attribué, de fagon arbitraireyeamouméro ST.

/YDQDO\VH 0/6%$ VH EDVH VXU OYDQDO\WH GH VpTXHQFHYV FRQFDW
assembléestetE rFKH /H SURFpGp SRXU OYDPSOLILFDWLRQ 3&5 HW VpT>
S D UMLEHggnrotypin G H 1© fiublidigdré-dans le chapitre précéd@avelomanantsoet al.

2016) /HV ORFL HW OHV FRXSOHV GTDPRUFHV XWL@&I&%pE SRXU DPS
Pour les souches deférence, les séquencess dmarqueurs sont récupérées de GenBank
(http:/mww.ncbi.nlm.nih.gov/genbajk/ /HV QXPpURV GYDFFHWheRM® MRQW OLVW,|
séguences sont éditées dans le logiciel MEGA v.7.0.18 corrigées erarug]l alignées suivant

O D OJRULW K énsuite ariad/gées phylogénétiguement.

ENQUETE EPIDEMIOLOGIQ UE

'"HV HQTXrWHV SRQFWXHOOHV SDU VLWH GYpFKDQWLOORQQDJH
auprés des paysans agriculteurs progiéeHV GHV SDUFHOOHV GYpFKDQWLOORQQDJ
du FERT, et de FIFAMANOR par le biais de ses agents de terrain localisés dans chaque ZAE de la

région Vakinankaratra={gure 23). A cet effet un questionnairdifnexe 5 D pWp pWDEQL /THQTXr
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Figure 22 +Localisation des marqueurs MLSA (en bleu), R83/A16 (en rouge) et RS2
MLVAQ9 (en vert) sur le génome des souches de phylotype Il (CMR15)-&t(LBV551).

Figure23 t&RQGXLWH GIHQTXrWH pSLGpPLRORJLTXH
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réalisée en discutant avec les paysans et en posant des questions ouvertes axées principalement sur
OfKLVWRULTXH GX IOpWULVVHPHQW EDFWpPpULHQ DX QdeYHDX GH O
tubercules semences, les itinéraires et pratiques culturales. Elle est complétée par des renseignements sur

OH VLWH SDUFHOOH GYpFKDQWLOORQQDJH OYK{WH SDU GHV RE\
guestions posées est exhaustgl®n la situation phytosanitaire au niveau des sites. Les données sont
FRQIURQWpHY DYHF OHV UpVXOWDWY GTDQDO\VH JpQpWLTXH SRX

ANALYSE DES DONNEES

La répartition des sites de prospection ainsi que la diribdes lignées phylogénétiques (phylotypes)
identifiées dans les différents ZAEs sont représentées sur une carte géoréférencée en utilisant le logiciel
de systéme d'information géographique QGIS vDofbur (QGIS Development Team 2013)

Analyse phylogénétique

La reconstruction phylogétique est réalisée avec des séquences nucléotidiques individuelles et des
séguences concaténées de 7 loci, pour représenter les relations génétiques et évolutives entre les
séguencgypes de souches du ceRs étudiées. Les arbres phylogénétiques saiis cpastiiélement,

par la méthode Neighbdoining (BioNJ) et la méthode de maximum de vraisemblance (ML).

/I fTHVWLPDWLRQ GX PRGqOH GYfpYROXWLRQ OH PLHX[ DGDSWp |
nucléotidiques est calculée avec le logiciel jModelTeasiomr2.1.9Posada 200&}t la fonctontORGH OV

_ JLQG %HVW '1$ 3UR Witddrég dams GIH@AV.7.0/48f Le modéle qui présente une

valeur de BIC® (Bayesian information criterion) la plus failflereweret al.2016)est sélectionné.

/ID UREXVWHVVH GHV EUDQFKHYV LQWHUQHV j VRXWHQLU XQ Q°X
caractéres génétiques similaires est testée par une analyse de ljafistrapal. 1996), effectuée en

1000 réplicats avec MEA v.7.0.18. Un arbre consensus est ensuite généré et présente les regroupements

qui sont majoritairement apparus. La valeur de bootstrap, exprimée en %, indique le nombre de fois ou la
branche (ou le regroupement) est observée dans tous les arbresmefdtigu nombre de tirage
HITHFWXpV /D ORQJXHXU GHV EUDQFKHY HVW SURSRUWLRQQHOO
construit par la méthode ML, le ou les premiers arbres de recherche heuristique sont obtenus en
appliquant les algorithmeslBR1- | XQH PDWULFH GH GLVWDQFHYVY SDU SDLUHV H
vraisemblance composite maximale (MCL).

La congruence entre les arbres phylogénétiques (topologie et phylogénie) issus de portions de génes
individuels et de séquences concdinest testée avec la méthode CADM (Congruence Among

Distance MatricediCampbellet al.2009; Campbellet al.2011; Legendre & Lapointe 2005Pour ce

faire, la congruence entre les matrices de distancesastégnsous le logiciel R version 3.(RRCore

Team 2013) DYHF OHVCARQpOBIL RADNyglobalf LQWpJUpHYV GDQV OD OLEU
(Paradiset al.2004) Ces fonctions calculent le coefficient de conancg de Kendally), la statistique

® Friedman, les corrélations de Mant@ldt les pvalue. Les coefficient@/etr = 1 indique une parfaite

congruence entre les matrices’(@/, r ” : ). Une incongruence entre les topologies des arbres
suppoHUDLW XQH GLYHUJHQFH HOQWUH OYKLVWRLUH pYROXWLYH GH'

#* /[H FULWqQUH G-LQIRUPDWLRQ ED\pVLHQ %,& HVW XQH PHVXUH n@#tleOD TXDOLWp G
statistique en ajoutant  k-parametres afin de satisfaire le critere de parcimonie ( k = nombre de parametres a
estimer du modéle)
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3RXU GpWHFWHU GYpYHQWXHOV VLIQDX[ GH UHFRPELQDLVRQ JpQ
des alignements de séquences, représenté par les arbres phylogénétiques, des réseatigs/iogen

pWp JpQpUpV HQ XWL O L \Net@BWanD& \baithR 2004 Kléhente lddnd RiiitRTtee

version 4.14.4Huson 1998)La recombinaison entre les souches est ensuite évaluée par le test PHI
(Pairwise Homoplasy IndexXBruenet al. 2006)implémenté dans SplitsTree v.4.14.4. Les séguences
nucléotidiques sont ensuite analysées avec le logiciel RDP version 4 Beta 4.72 utilisant sept algorithmes

de détection de recombinaisoRDP (R) Geneconv (G)Bootscan (B) MaxChi(M), Chimaera (C),

SiScan (S), 3Seq (TMMartin et al. 2015) et 1000 permutations pour détecter des événements de
recombinaison possibles.

Exploration du polymorphisme génétique des populations

MLSA : La diversité haplotypiquéHgl), la diversité nucléotidique§ OH QRPEUH KafpK® SORW\ISHV
nombre sites polymorpheS)(la teneur en G+C sont déterminés et des tests de neubBatig& Tajima

(Tajima 1989t Fs de Fu(Fu 1997)sont réalisés grace au logiciel DnaSP version 5(Lihfado &

Rozas 2009)_a diversité haplotypique prendencoiiH OH QRPEUH GYLQGLYLGXV DLQVL
haplotypes. Elle se définit comme la probabilité que deux haplotypes tirés au hasard dans un échantillon

soient identiques. La diversité nucléotidique mesure la divergence nucléotidique moyenne éggre tous
SDLUHV GH VpTXHQFHV GTXQ PrPH pRé&BQWMREDOIRDteFK®RLVLHY DO
neutralité sélective ont étélaalés pour les populations présentant un polymorphisme nucléotidique. En

outre, un test de recombinaison est effectué pour chaque population pour déterminer si les événements de
recombinaison participent a la diversification génétique au sein des poaulat test est réalisé avec le

logiciel DnaSP v.5.10.1.

MLST et MLVA : La diversité génétique inti@opulation est mesurée en calculant la proportion de loci

polymorphesP OH QRPEUH GTKDSORW\SHV HdWj @O DAIGHH BGKL W P RKD D@ |

GenAlEx version 6.%Peakall & Smouse 2012)a richesse allélique| par raréfactiofEl Mousadik &

Petit 1996) HVW FDOFXOpH HQ XRidrichn&sSQMRWDIURRA FBLRQY @D OLEUDL

(Goudet 2014) Les relations entre haplotypes sont représentées par un arbre couvrant minimum
MPLQLPXP VSDQQL®JY MR @ Ml CFRRQIEMIBIFR deh/ 4. ROaPpléviameé dans

le logiciel PHYLOVIZ (Franciscoet al. 2012) /L Q G L F H-GastorH3GQIY\(Hubker & Gaston

1988)est calculé pour évaluer le pouvoir de discrimination de chague méthode de génotypage.

Structure des populations

Pour tester la structure génétique et le niveau de diversité (intrgpaptéationnel etrégional), une

analyse de variance moléculaire (AMOVA) et un calcul du déséquilibre de liaison pour chaque paire de
ORFXV GDQV FKDTXH SRSXODWLRQ VRQW UpDOEXpfer&@OIDLGH GX
Lischer 2010)Les populations testées correspondent aux difféerents ZAEs échantillonnées. Le degré de
diversification génétique entre les populations est évalué en calculant les indices de différEggiation

(Nei 1977) et Rsr (Slatkin 1995)avec ARLEQUIN v3.5 pour les données de séquences répétées en

tandem. Comme lesloi5 PLFURVDWHOOLWHY HW PLQLVDWHOOLWHYV QfpY
suivre des modéles de mutation différefiistoup & Angers 1998 Shriveret al. 1993) les deux

parametrefsret Rsrsont calculés en méme temps pour vérifier la cohérence des résultats.
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3DU DLOOHXUV XQH DSSURFKH ED\pVLHQQH HVW XWLOLVpH j SL
GENELAND (Guillot et al.2005; Guillot et al. 2008)pour déterminer sargspriori le nombre le plus

probablek GH JURXSHV JpQpWLTXHPHQW GLIIpUHQFLpV TX-L PLQLPLVE
"HLQEHUJ HW PDILDREWHIQ®HOWpDKVRQ DX VHLQ GHV SRSXODWLRC
DSSDUWLHQQH j XQ JURXSH JpQpWLTXH VRXV XQ PRGqOH GH IU]
FRUUpOpH GIDXWUH SDUW VLPXODWLR @8t cAnplétpdpaQ@deixi V- HVW
autres simulations en utlisant la position spatiale de chaque échantillon relevée pendant
OTpFKDQWLOORQQDJH SRXU GpWHUPLQHU OD VWUXFWXUH JpQpV
chaque échantillonnage, chaque sinaragst réalisé de la fagon suivante : 10 simulations indépendantes

de 200 LWpUDWLRQV GH OYDOJRULWKPH GH ORQWH &DUOR SDU F
Carlo,MCMC) DYHF OTRSWLRQ GH U pantiligm/bilvhoR R posifspadidledeR X QR Q
chaque individy en permettant kde varier librement de 1 a 200 TLQWHQVLWp PD[LPDOH GX ¢
Poisson fixée a 100. La valeur kiest déterminée sur la base de la plus forte vraisemblance obtenue
SDUPL OfHQVHPEOH nG&devidantey Effectu@ds.VEELSRI® ®vek les données spatiales, la
SUREDELOLWp GYDSSDUWHQDQFH GH FKDTXH LQGLYLGX j FKDTX
domaine spatial étudié (500 x 500 pixels).

Les séquences partielles des genes produitesaicetia présente étude ont été déposées dans GenBank
OLVWH SUpOLPLQDLUH GHV QXPpURMMBFFHVVLRQ .8 j .8
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RESULTATS ET DISCUSSION

$03/(85 '( /-(&+$1LLONNAGE ET
COLLECTION DE SOUCHE S DU ceRs

Un total de 1224 isolats ont été pragpe a partir :xde plants symptomatiques de pomme de terre
(Solanum tuberosun82 % des souches), toma&olanum lycopersicumiO %), aubergine africaine
(Solanum gilp 4 %), géraniumRelargonium spl %), bident hérisséidens pilosal %), poivron
(Capsicum annuuyn haricot Phaseolus vulgans bréde morelle Jolanum nigruin; x GH OfHDX
G 1L U UL JD;,WdeRchizosphére (2 %kt xde plante héte potentielle asymptomatigue : amour en
cage Physalis sp (Figure 24).

/D FRQFHSW InRidapnagéia @spyré ¥hB large couverture des principaux bassins de production
des Hauts Plateaux. Les 1224 isolats sont collectés sur un total de 74 sites au cours des 3 prospections,
dont 4 sites prospectés en Octobre 2012 (3 % des souches isolétes),e88Avril 2013 (59 %), et 32

sites en Décembre 2013 (38 %). Les sites sont reparties sur 12 ZAEs : ZAE 1 (Antsirabe, 28 % des
souches), ZAE 2 (Betafo, 17 %), ZAE 3 (Faratsiho, 9 %), ZAE 4 (Ambatolampy, 8 %), ZAE 5
(Andramasina, %), ZAE 6 (Ambohidratimo, 4 %), ZAE 7 (Arivonimamo, 15 %), ZAE 8 (Miarinarivo,

3 %), ZAE 9 (Soavinandriana, 6 %), ZAE 10 (Ambositra, 7 %), ZAE 11 (Ambohimahasoa, 3 %) et ZAE

12 (Manjakandriana avec une souche en collecfidgiire 25).

Différentes strates agrosystémiquessg@néant différents types de sol sont représentged/ D QH W\
ferralitique fertilisé, terrains irrigués et plaines argiloniques, Y E D L Eliména4&rgilo-sableux)

(Figure26 HW VLWXpHV j XQH DOWLWXGH DOODQW Gdduvert leg P /NpF
trois saisons de culture : contre saison (prospection Octobre 2012), pluviale (prospection Décembre

2013), intermédiaire (prospection Avril 2013), et différentes variétés de pomme de terre (n = 25). Il faut

ELHQ UHFRQQDVWUHK@WQ@UYRBHQBPRWW HJWHOTPERV\VWqPH YRLUH
PFRORJLTXHV TXTRFFXSHUDLHQW OHV VRXFKHV GX FH5V
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Figure 24 tLes différentes especes de plantes hotes et autres matéestaspi@)Solanum
lycopersicum(tomate). (B)S. gilo (aubergine africaine). ((Phaseolus vulgarigharicot). (D)
Bidens pilosgbident). (E)S. nigrum(brede morelle sauvage). (Eapsicum annuurfpiment).
(G) Physalis sp(amour en cage). (Helargoniun sp (I) vitroplants de pomme de terre. (J)
tubercules semences de-paseCrédits photos(A) L. Costet., (Bl) Cellier, (J) Ravelomanantsoa.

126



Figure25 +/RFDOLVDWLRQ GHV VLW HaltsPRieaux SeMiagaaR QQDJH VXU OH

Figure 26 +Les différents types de sol sur lesquels se cultivent la pomme de terre. (A) sableux. (B)
limoneux. (C) limoneargileux. (D) argildimoneux. (E) argilesableix. (F) argileuxCrédits photos
Ravelomanantsoa.
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PHYLOTYPES, SPECTRE '-+27(6 (7 ',675,%W0OGN
GEOGRAPHIQUE

/HV SURILOV GYDPSOLILFDWLRQ 3&5 PXOWLSOH[H VSpFLILTXH DX
montré que les 1224 isolats appartienneen lBsiu ceRsa raison de 124 (10 %) isolats assignés au

phylotype |, 22X18 %)au phylotype IllI; et la grande de majorité des isolats tombent dans le

phylotypell (879 isolats qui représentent 72 % des échantillons). Le phylotype | est isolé nettetaent sur

partie NordOuest des Hauts Plateaux, a une altitude comprise entre 1000 et 1600 m. Les phylotypes Il et

1l sont présents dans la presque totalité des zones prospectées de moyenne et haute altitude (1000 a 2000

m).

Les souches du phylotype | sont M&R ULWDLUHPHQW LVROpHV FKH] OD WRPDWH

(35 OD SRPPH GH WHUUH HW GIDXWUHV VRODQDFpHV FRPPH
91% des souches de phylotype Il est isolé de la pomme de terre, mais quelqeessamicdgalement
LVROpHVY GH OD WRPDWH GX KDULFRW HW GY{XQH PDXYDLVH

terre (bident). Quatreingt-trois pour cent des souches du phylotype Il sont isolées de la pomme de terre,

mais il est aussi isoléedla tomate, du piment, du haricot, du pélargoniumPlagsalis spet des

adventices comme le bident et la brede morelle sauvage. Les souches de phylotype Il ont présenté un
VSHFWUH GTK{WH SOXV ODUJH TXH OHV M& XaH&¢e\colehisatsrK \ORW\SH
spatiale. Les trois phylotypes affectent donc la pomme de terre mais aussi la tomate. En outre au moment

Re QRXV DYRQV IDLW OD SURVSHFWLRQ OD SUpVHQFH GHV VRXFK
laisse a suppos¢ TXH OHV HDX[ GTLUULJDWLRQ VHUDLHQW VRXUFHV SR
irriguées situées en aval. Egure 27 montre la distribution spatiale des trois lignées phylogénétiques

VXU OTHQVHPEOH GHV =$(V SURYVSHeuw disiriutio© EnX dittutdeS HFWUH G
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Figure 27 + Fréquence des phylotypes identifies (A) sur les Hauts Plateaux centrales de
Madagascar, (B) sur un transect Nord au Sud, (C) sur les eksptaseéchantillonnées, et (D) selon
OfDOWLWXGH
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,'(17,) $ 1 '"( (&27<3( T%52:1 52B-1
ET DE SE EQUEVARS

/YDPSOLILFDWLRQ GX IUDJPHQW VS p#)d Eté alisde sr MFR2BFH$0lY L% UR Z(
du phylotype Il retenus dansRROOHFWLRQ GH WUDYDLO /HV LVRODWY VRQW |
des sites prospectés, des ZAEs et des périodes de prospection. Un amplicon spécifique de la taille attendu

] SE D pWp SURGXLW FKH] O1H Q WHapgafeHarGd-hv gtovfie GeBabidied QGL T XL
GH TXDUDQWDLQH ,0 VYDJIJLW GH OD SUHPLQUH GHVHAULSWLRQ H
malgaches et donc le premier signalement de ces souches adaptées au froid a Madagascar.

Des séquences partiellesgeneegl VRQW REWHQXHV j SDUWLU GTXQ HQVHPEOH G
GH FKDTXH SK\ORW\SH HW GH OfpFKDQWLOORQQDJH GDQV OHV
souches du phylotype I, 142 souches du phylotype Ill. Les séquegices soohes malgaches du

phylotype Il ne présentent aucun polymorphisrhtl,: S Hap et S = 0. Ces séquences sont ensuite

comparées avec celles des souches de référence internationales (n = 158) qui couvrent la diversité
génétique connue en termes de phylotyesequevars. Les arbres phylogénétiqgues générés avec le

modele ML et NJ sont congruents (r = 0.81, W = (90, /[fDUEUH SK\ORJpQpWLTXH E
VpTXHQFHYV Sdlprfgdnts Qidindtementiesliatre groupes phylogénétiques : phsylotype

I, IV. Un total de 7 séquencégpe bien distincts avec une similarité de séquence inférieure & 99 % a été
LGHQWLILp DSUqV DOLIJQHPHQW GHV VpTXHQFHV /YDQDO\VH SKN\C
ou sont assignées les souches du cERSOJDFKHV GRQW FKDTXH Q°XG HVW VRXW
bootstrap supérieure a 60 %. Chaque groupe est identifi€ par un ségoenge est défini comme un
sequevarHigure 28).

Les souches malgaches du phylotype Il sont assignées au sequevar évalsatstrap : 62 %),

confirmant ainsi leur appartenance au groupelll@igure 29). Ces souches unifient un groupe
PRQRSK\OpWLTXH DYHF OHV VRXFKHVT %H \WRQ@WRMR QI6 LUOGHAREZQWU
'"TPYLGHQFH RQ SHXWde spuehes int®HuitesaXMadagascdkR Q

/H SK\ORW\SH , HVW VXEGLYLVp HQ GHX[ JURXSHV GR{BW OTXQ GH

(67 séguences identiques avec les séquences références, valeur de bootstrap : 64 %), et un groupe qui

diverge del % du sequevar 18 et différents des autres sequevars du phylotype | (valeur de bootstrap : 92
FRQVWLWXDQW DLQVL XQ QRXYHDX VHTXHY DRgueXI9VieL Q G X SK\C

sequevar 18 est identifié dans les ZAE 6, ZAE 7, ZAR A& 9. Le sequevar 58 est composé de

séquences appartenant a 5 souches échantillonnées a deux endroits distants géographiquement. Ces

VRXFKHY SURYLHQQHQW GTXQH SDUW GH OD =%( Q SUpOHYpl

HW G 1 DdeVd BAE Dt BY\prélevées sur pomme de terre. Les variations génétiques de la séquence

partielleeglau sein du phylotype | sont faiblé$éd= 0.13 S=0.00,Hap =2 etS =5). Sur la base de ces

séquencesgl, aucun signal de recombinaison génétiu§ D pWp GpWHFWp HQWUH OHV GHX]

/1DQDO\VH G ldgVdes sauzhidsie phylotype Il montre que le phylotype Il est génétiquement

plus diverseld = 0.53 S= 0.02,Hap =4 et S =23) que les deux autres phylotypes (I et Il). Le

phylotypel,, HVW VXEGLYLVp HQ JURXSHV JpQpWLTXHV GRQW OfXQ G
72) et les 3 autres groupes divergent chacun du sequevar 19 et entre eux a 1 % et plus. Nous avons
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Figure 28 +Arbre phylogénétiqueonstruit a partir de 447 séquences partielles duaggper la

méthode de Neighbdoining. Les distances évolutives ont été calculées en utilisant la méthode

TamuraNei (Tamura & Nei 1993) /fbelavec la plus grande vraisemblance (0.46150929) est

représenté. 1000 itérations sont effectuées lors des analyses de bootstrap. Les valeurs de bootstrap

SRXU FKDTXH Q°XG VRQW SUpVHQWpHV j F{Wp GHV EUDQFKHV /
longueurs de branche dans les mémes unités que celles des distances évolutives utilisées pour inférer

I'arbre phylogénétique. Les analyses évolutives ont été menées dans ia@Aaret al. 2016)

131



LGHQWLILp DLQVL WURLY DXWUHV QRXYHDX[ VpTXHYDUV GX SKN\C
99 MHVHTXHYDU 9§ YDOHXU GH ERRWVWUDS Hdike WWHTXHYD
29). Le sequevar 55 regroupe 2 souchelgdés de ZAE 1 sur pomme de terre cultivée dans une méme

parcelle, et coexistant avec des souches du sequevar 57 et aussi du phylotype Il. Le sequevar 56 regroupe

2 souches isolées chacun sur pomme de terre, et isolé de ZAE 1 (souche coexistant aveewhe so

phylotype Il) et ZAE 10 (souche coexistant avec des souches assignées a différents séquevars : 19 et 56

dans une méme parcelle). Le sequevar 57 est composé de 67 souches provenant de sept ZAEs différents :

ZAE 1, ZAE 2, ZAE 3, ZAE 4, ZAE 8, ZAE 1ZAE 11. Le test PHI a identifié des évenements de
recombinaison entre les séquences du phylotype Hlal(®@ < 0.001). Deux évenements de
UHFRPELQDLVRQ RQW pWp GpWHFWpV DYHF 5'3 /fpYgQHPHQW H®
identifient lesequevar 56 comme recombinant, le sequevar 19 comme parent majeur et le sequevar 57
FRPPH SDUHQW PLQHXU /fpYgQHPHQW HVW LGHQWLILp SDU Pp
55 comme recombinant, le sequevar 19 comme parent majeur etdeasdsy comme parent mineur.

I TMK\SRWKgqVH GYpFKDQJHV GH PDWpPULHO JpQpWLTXH VHUDLW S(
sequevars 56 ou 55 coexistent avec les sequevars 19 et 57 dans la méme parcelle ou ils ont été
échantillonnés.

En enlevant esSDUWLHY VXSSRVpHV UHFRPELQDQWHY GDQV OD FRQVW
UHWURXYRQV OD PrPH UpSDUWLWLRQ GHV VHTXHYDUV VXU OYDUE

Le phylotype et le sequevar désignent chacun des groupes hiérarchiques de séquences partageant un
degré de sSmMLWXGH GIXQ PDUTXHXU JpQpWLTXH VWDEOH HW FRQVHUY
23S ARNr eegl(Fegan & Prior 2005). lls expriment des liens de distances génétiques (parenté) entre les
souches.

$XFXQ pFKDQJH GH PDW pUL Enbe [&p thpdtypet X H I3 6rla seiiende pantidid- W p
dugeneegd VXU OD EDVH GH VRXFKHVY PDOJDFKHV DQDO\VpHV 'DQ
montrent une forte diversité génétigue sur la base de la séqgénftdd = 0.78 S= 0.04,Hap = 7 et

S= 87). Six ZAEs (ZAE 2, ZAE 3, ZAE 4, ZAE 7, ZAE 0 et ZAE 11) sont infestées a la fois par les 3
phylotypes le sequevar B VH UHWURXYH GDQV OfHQVHPEOH GHV =%$(V VDXI
PFKDQWLOORQQHU TX1 X Qethieht Rixdmees. EeD Weqlerbts 19p 3R B \WtHY se

retrouvent dans les ZAEs de la région Vakinankaratra et dans le Sud tandis que les sequevars 18 et 58

sont plutdt présents dans la partie NOukst des Hauts Plateaux.

La majorité des sequevars affettéa pomme de terre et la tomate, excepté le sequevar 56. Pour le

phylotype lll, le sequevar 19 est en plus isolé chez le hat@alis que le sequevar 57 présente une large

JDPPH GY{K{WHV DIIHFWDQW WRXWHV OHV iV gkt sqmiFKDQWLOO
DQFHVWUDOLWpP SDU UDSSRUW DX[ DXWUHV VHTXHYDUV GX SKN\(
sequevars 18 et 58 ont été essentiellement isolés de Solanées.

(QILQ GX SRLQW GH YXH pSLGpPLRORFRWX\ HOUL% B R QHQRW JGjHO/D \GR
sa large dispersion et surreprésentation dans les échantillons de pommes de terre affectées par le
IOpWULVVHPHQW EDFWpPULHQ LQGLTXH FODLUHPHQW TXH OfpSLC
DVVRFLpH jpa fds QidHes\du philotype-IBCes données seront confirméesres avec la

méthode de génotypage MLVA.

La Figure 30 montre la distribution des sequevars dans les ZAEs prospectées et chez leh@speces
échantillonnées.
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Figure 29 £(A) Réseau phylogénétique (B) Arbre phylogénétique basé sur 7 séeypaces
geneeglidentifiés a partir de 447 séquences partielles.

Figure 30 +Répartition (présence/absence) des diffésataevars) dans les ZAES prospectées
et (B) chez les espéekéte échantillonnées.
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EMERGENCE ET INVASION EPIDEMIQUE DE POPULA TIONS CLONALES DE L §COTYPE U &OWN
ROT 1B -1

'LYHUVLWp JpQpWLTXH GH OTpFRW\SH n%URZQ URWY ,,%

/HV VRXFKHV p%U4dizdes tbBcwe§ hautément virulentes soumises a réglementation, leur
SUpVHQFH GDQV OHV EDVVLQV GH SURGXFWLRQ GH SRPPH GH WF
La comparaison par alignement des séquences partielles des septggdegyB, rplB, leuS, adk,

mutSetegl GTXQ pFKDQWLOORQ GH V R Xdpii€deative dEdANSs & KsgedRdV \SH ,, %
h6te a montré urebsence totale de polymorphismeléfinissant en conséquence une unique séguence

type. Comme les souches {1Bsontconnues comme formant groupe monophylétiquede souches,

cela implique que les souches-IBeparties dans les ZAEs affectant la tomate et la pomme de terre sont
LVVXHV GIXQ DQFrWUH FRPPXQ /YDEVHQFH GH YDWh&ELOLWpP D
PXWDWLRQ QYD pWp DFFXPXOpH VXU FHV VpTXHQFHV SRXYDQW
récente.

Pour pouvoir différencier les souches entre elles, nous avons sélectmrirnEOpolymorphegpour les

souches IIBL malgaches : RS2BL25, L83RS2BL22, L540, RS2BL21, RS2AL01, RS2BL24, L563,

L504 qui composent le schéma R829% 8QH FROOHFWLRQ GH VRXFKHV &
collection de 255 souches représentatives des souches malgachefl) (EM@e collection de 30

souches représatives de la collection mondiale (CREFssue de 30 pays différents) ont été

génotypées. La collection CMIGest composée de 10 collections de souches échantillonnées sur 10

ZAEs : C2ZAE1? (n = 75), C2ZAE2 (n = 65), CZAE3 (n = 23), CZAE4 (n = 42) C2ZAE5 (n =

1), C2ZAES6 (n = 12), CZAE7 (n = 23), CZAES8 (n = 6), CZAE10 (n = 2), CZAE11l (n =9), de

VRUWH TXTRQ DLW DX PRLQV XQH VRXFKH SDU SDUFHOOH pFKDQW
leurs caractéristiques sont présentéésmexe 1.

'DQV OYHQVHPEOH OHYV ORFL 75 SUpVHQWHQW GX SRO\PRUSKI
variables (respectivemert = 0.61 et 0.57A = 3.16 et 1.33). Le schéma RERVA9 indigue un bon

pouvoir de discriminatiotiGDI = 0.80. RSMLVA9 indiquent unefaible diversité génétique des

souches IIB1 mais distingue au total 47 haplotypes pour la collection ¢285 0.20A=1.73,P=94

%) ; 19 haplotypes pour la collection CREKHg = 0.24,A = 1.66,P = 88 %,HGDI = 0.89); et 31

haploypes pour la collecton CMG (He = 0.19, A = 212, P = 100 %, HGDI = 0.78). Le

polymorphisme génétique des loci est présenté ddiableau 6 Le profil allélique des souches du

ceRs phylotype IIBL est présenté émnexe 1.

Les relations génétiquestemnles haplotypes des souches du ceRs phylotygeriBlgaches provenant

de différentes ZAE et les souches du ceRs provenant de différents pays sont représentées par un arbre
couvrant minimum (ACM1) ou chaque cercle représente un haplotype uniquehi@ie cegment

reliant deux haplotypes est associé au nombre de locus qui les différencient et tient compte du nombre
GTDOOQqOHYV jFgWdILX H IR $&0 PRQWUH TXH Qpr&semté&&XFKHYV GX
dans les bassins de production de pomeierre sont groupées en deux complexes clonaux : CE MTII

1 et CC MTIF2, dont un complexe clonal majeur CC MTIet présente 3 haplotypes singletons MTII

MTII - 07 LH KDSORW\SHV TXL GLYHUJHQW GHV &aWMUHY KDSOR

# C2-ZAE1 = collection de souches du phylotype IIB -1 échantillonnées dans la ZAE1 (C : collection, 2 :
phylotype Il, ZA E1 : zone agroécologique #1)
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Tableau 6 +Indices de polymorphisme des 9 loci constitutifs du schéma RS2
MLVA9 mesurés dans la collection CMG

Na QRPEUH Gfithessqidlidque, Hindice de diersité de Nei.
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nous révéle gue les souches malgaches sont quasiment regroupées dans un méme complexe clonal avec

les souches IR largement répandues dans le monde. Les liaisons DLV pourraient étre liées a des
KDSORW\SHV PDQTXD Q Mévhagelsuppisanttaing la e Gehgdnte €3 ¥ouctiea 1B

SDUWLU GTXQ DQFrWUH FRPPXQ XQLTXH 7URLV KDSORW\SHV L\
VRXFKHV GH GLIIpUHQWYV SD\Vispddr3 @sibaddiis deprodusticemiiéSH 07,
GDQV FHUWDLQV SD\V GT$IULTXH 1LJHULD *XLQpH 5ZDQGD GT1(
de la Méditerranée (Maroc et Turquie), en Guadelddpy j OD 5pXQLRQ OfvOH OD SO
ODGDJDVFDU /9 K&eSt@resént &Hst@den France HW O KD S®©Rt\Wésehted 7 , ,

Norvege. Ces observations indiquent que les souches malgachesoiiBénétiquement proches des

souches mondialeet FRQILUPHQW OfK\SRWKqgVH GIXQH LQWURGXFWLRQ
Madagascar.

Chaque haplotype regroupe des souches ayant le méme profil alléligue (qui constitue donc un clone,
HI[FHSWp SRXU OHV =$( HW =%( Re LO QY\ D TXTXQ VHXO pFKDQV
RQ D LVROp OH SOXV GYKDSORMWISHY ZAEB(= 7 MTs, DABA =6J(Ts,

ZAE 5 =1, ZAE 6 =4 MTs, ZAE 7 = 6 MTs, ZAE= 2 MTs, ZAE 10 = 2 MTs, ZAE 11 = 1 MTs).

&KDTXH =$( HVW FRORQLVp SDU SOXV GTXQ KDSORW\SH

/I TH[SORUDWLRQ GH OD GLYHUVLWp GHV é&dsdisked\@iindeDIX VHLQ G
populations de souches :-BZ° (n = 22), PZ2 (n = 22), PZ3 (n = 25), PZ4 (n = 19) prélevées

respectivement dans les ZAE 1, ZAE 2, ZAE 3, ZAE 4. Chaqgue population est donc composée de
VRXFKHV LVROpHV GMOWDEIVH SBYFrBHQBRPWBEE TXIDX QLYHDX |
parcelle de culture, qui présente en moyenne une superficie 2 a 4 ares, coexistent plusieurs haplotypes :

P2Z1 (5 MTs), PZZ2 (7 MTs), P2ZZ3 (7 MTs), PZZ4 (4 MTs). Ces haplotypes sont groupés dass

complexes clonaux (SLV), en singletons (DLV) et les CC sont distants entre eux par 2 loci. Les
différences alléliques chez les DLV sontentear /D SUpVHQFH GH SOXV GI1XQ FRPSO
singletons pourrait supposer de multiples contaromsatpar différentes sources. Cependant un biais
GTpFKDQWLOORQQDJH QYHVW SDV j HIFOXUH Re OHV 6/9 LQWHUPp
DX QLYHDX GH OD SDUFHOOH RX SRXU OYDQDO\VH 0/9% VXJJpUDQ
pDUFHOOH VRQW SUREDEOHFY@WB2ALVVXV GTXQH PrPH VRXUFH

Les relations génétiques entre les haplotypes des souches du ceRs phyldtypeldi@ches provenant

GHV GLIIpUHQWHYV =3%$(V VRQW WigusdBp M Eshaglptipes MIGMTO MU EUH $&0
OHV KDSORW\SHVY OHV SOXV GRPLQDQWYVY /YfKDSORW\SH 07 HVW
=$( HW =%( HW OfKDSORW\SH 07 HVW SUpVHEWetGAEQV =$(V =
7). Vu que nous avons retenu que 29 % des solighdsisolées des bassins de production pour
OTDQDO\VH 0/9% RQ QH SHXW SUpGLUH TXL HVW OYdeDiSSORW\SH IR
que le complexe clonal CC MTll semble étre structurée génétiquement en 3cepaglexes clonaux

(SCC) dspersés dans les zones de production, dont chacun des SCCs présente un haplotype prédominant

Re OD GLYHUJHQFH UDGLDOH SRXUUDLW rWUH LQLWLpPH 6&& DYH
FHQWUDO 07 HW 6&& DYHF OFY kansans de\ SuttipEsHirodiuctiots des VXVSI
souches IIB GDQV OHV EDVVLQV GH SURGXFWLRQ GYfXQH SDUW R>

* pP2-Z1 = population de souches du phylotype 11B -1 collectée sur une méme parcelle localisée dans la ZAE1
(P : population, 2 : phylotype Il, Z1 : ZAE1)
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Figure 31 +Arbre couvrant minimum (ACML1) obtenu a partir des données de génotypage RS2

MLVA9 (9 loci) de 285 souches ceRs phylotype-1IRC285). Chaque cercle représente un

haplotypgMTI) XQLTXH GpILQL SDU XQ QRPEUH j OTLQWPpPULHXU GX FHUF
nombre de souches ; les couleurs correspondent aux pays (€liquettes souches ont été

échantillonnées. Un trait épais reliant deux cercles correspond a un SLV et un trait plus fin
FRUUHVSRQG j XQ '/9 8Q FRPSOH[H FORQDO HVW HQWRXUp GTXC
MTII - OIDXWUH GH FR®OHXU JULV && 07,,

Figure 32 +Arbres couvrant minimum obtenu a partir des données de génotypalyft R&82 (9

loci) des souches ceRs phylotype-1iBsolées de quatre parcelles de cultureZBP272, P2Z3,

P2-74). Chaque cercleeprésente un haplotydT) XQLTXH GplLQL SDU XQ QRPEUH j Ofl
cercle ; la taille est proportionnelle au nombre de souches. Les traits reliant les cercles correspondent

j XQ 6/9 8Q FRPSOH[H FORQDO HVW IRUPp gttt X RW\SHY UHOLp
haplotypes non reliés au complexe clonal a DLV.
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Figure 33 Arbre couvrant minimum (ACM2) obtenu a partir des données de génotypage RS2

MLVA9 (9 loci) de 255 souches de phylotydB-L (CMGHI). Chaque cercle représente un

haplotypgMTIl) XQLTXH GpILQL SDU XQ QRPEUH j OTLQWpPULHXU GX FHUF
nombre de souches ; les couleurs correspondent aux ZAES ou les souches ont été échantillonnées.

Un trait épas reliant deux cercles correspond a un SLV et un trait plus fin correspond a un DLV. Un
FRPSOH[H FORQDO && HVW HQWRXUp GTXQ KDOR GH FRXOHXU MI
SCC désignent un sous complexe clonal.
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polyclonales. Par ailetrty OD SUpVHQFH GTXQ KDSORW\SH j OD IRLV GDQV S
distantes indique clairement un mode de dispersion par échange de matériel végétal infecté ou contaminé.

Structure génétique et organisation spatiale des populations des souatephylotype 11B-1

La structure génétique des populations des souches de phylotypeddils les Hauts Plateaux
PDOJDFKHV D pWp HVWLPpH SDU XQH PpWKRGH GIDVVLJQDWLRQ E
permet de déterminer le nhomiirele groyes génétigues homogenes ( = unités de populations) le plus
vraisemblable au sein de la collection CM@jui représente les souches isolées dans les 10 ZAEs, sur la

base des données R829% DLQVL TXH OD SUREDELOLWp GIPE@RUWHQDQFF
SRSXODWLRQV 1RXV DYRQV FKRLVL G{XWLOLVHU OH PRGQqOH V
DOOpOLTXH QRQ FRUUpOpHY &HWWH DQDO\WH QRXV D SHUPLV Gt
dans la collection CM@, CLII-1 (87 soahes,Heg = 0.12, 18 MTs, 8 loci polymorphes), CiA1(148

souchesHg = 0.13, 19 MTs, 8 loci polymorphes), Ci3l (20 souchesi: = 0.12, 6 MTs, 5 loci
SRO\PRUSKHV /HV SUREDELOLWpPV GYDSSDUWHQDQFH GH WRXV (
élevées (supérieure a 0.93). Les 3 populations sont génétiguement différenciées les unes par rapport aux
autres (valeur moyenne Her= 0.47 (p< 0.001) eRsr= 0.40 (p < 0.001}igure 34). Un total de 48 %

(Fsp / 41 % Rsy de la variabilité génétiquetale est expliqué par la variation intra population et 52 %

(Fs7) /59 % Rsy) est attribué aux différences entre populations (p < 0.001). Les indices de différenciation
génétique entre les populati@mt : CLIFL vsCLII-2 = 0.45 Fsy) / 0.26 Rsy), CLII-2 vsCLII-3 = 0.50

(Fsp/0.69 Rsy), CLII-1vsCLII-3 =0.62 Fsy) / 0.46 Rsy).

$LQVL OD VWUXFWXUDWLRQ GHVY SRSXODWLRQV HQ JURXSHYV Jp
3 SCCs du CC MTHL. Le SCC1 semble correspondre a la [atom CLII-2, SCC2 correspondrait a la

population CLI#1, et SCC3 correspondrait a la population @ fFigure35 /fDQDO\VH GH OD VWU
génétique, représentée suFlgure34 PRQWUH SOXVLHXUV SRVVLELOLWpV TXDQV
CLII-1 et CLII-2 ; et la population CLI8 pourrait étre issue de ZAE 2.

En général, chaque haplotype est assigné a une population mais il y a des haplotypes qui sont assignées
GDQV SOXVLHXUV SRSXODWLRQV 3DU H[HPSOH OJKEOEZFORW\ISH O
populations, ainsi que les 10 autres MRgre 35. Comme la méthode prend en compte de fagon
H[SOLFLWH OD GLPHQVLRQ VSDWLDOH FHWWH DVVLJQDWLRQ VL
VRXFKHV GTXQH SRSXO DrfibrRd® spuehestentieXpdplldtions. Bn effet, Lin faible
GpVpTXLOLEUH GH OLDLVRQ HVW PLV HQ pYLGHQFH VXU OTHQVHP|

/D IRUWH VWUXFWXUH HQ && SUpVHQWp VXU OT$&0 VXJIqQUH ¢
épidémigH /TRUJDQLVDWLRQ VSDWLDOH GHVFigur§ B6SDEO/BWAL RQV HVW
population CLIt1 est plus localisée dans le N@dest et dans le Sud avec une petite portion représentée

dans la ZAE 1 la population CLH2 est concentrée darl®| SDUWLH FHQWUDOH GH OD UpJLR
et la population CLiB est restreinte dans la ZAE 2.

'LVSHUVLRQ GHV VRXFKHV GX FH5V GH OfpFRW\SH p%URZQ U

/[fRUJDQLVDWLRQ VSDWLDOH GH OD GLYHUVLWp Jip®Qqes/LTXH VHP
tubercules semences dans les bassins de production. Le centre primaire de production nationale de
tubercules semences de pomme de terre se situe dans la ZAE 1, ou les flux de semences sont tres
importants. On pourrait supposer que les populatidtis’Cet CLIF SURYLHQQHQW j OTRULJL(
ZAE 1. La population CLHL est prévalente dans les ZAEs plus éloignées du centre de production ZAE 1
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Figure 34 HReprésentation de la structure génétigipapulations d la collection de souches B

1 (CMGIHI) isolée dans les principaux bassins de production de pomme de terre (10 ZAES). Le
JUDSKLTXH HVW FRQVWUXLW j SDUWLU G i?\db§ddréeIpBRIAIO LWpPpV GIDS!
logiciel Geneland. Chaque coutereprésente une population et la couleur des haplotypes
LQGLYLGXHOV UHSUpVHQWH P@ba SittrRadEs Bpblhtivhs. (@ BBSDUWHQDQF
verticaux de couleur noire marquent la délimitation de chaque ZAE. La collectionrliGMG

structuréeen 3 populations bien distinctes aRReob > 0.99, assignement obtenu sous un modeéle de

fréquence allélique et données spatiales non corrélées.
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Figure 35 HReprésentation de la répartition des 3 populatidhgsO 1 $ & 0

Figure 36 Hnférence de la structure génétique des populations des souches ceRs Browi)rot (1IB

dans les bassins de production de pomme de terre des Hauts Plateaux malgaches sur la base des

donrées RSMLVA9. (A) Répartition spatiale des 3 populations proposées par Geneland. (B, C,

D) Les graphigues montrent la probabilaéposteriori de chaque pixel de la zone étudiée
GIDSSDUWHQLU j XQH GH \CLIMERCIM3SIR §radzidd/ torl€piva’dly, ,

blanc, jaune, jaune orangé vers le rouge exprime une plus forte a plus faible probabilité
GIDSSDUWHQDQFH j XQH SRSXODWLRQ ( ,00XVWUDWLRQ PRQW!
dans les bassins.
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(ZAE 6, ZAE 7, ZAE 8, ZAE 10ZAE 11); tandis que la population CEA est plus centrée dans la

partie centrale (ZAE 1, ZAE 2, ZAE 3, ZAE 4, ZAE 5). A partir de la structure spatiale de ces
populations, on supposerait gue le lot de tubercules semences infectées par les soudhmsdaiioma p

CLII-1 serait plus ancien a celui infecté par les souches de la populatie. Enlleffet, les ZAEs

situées dans la partie centrale sont plus proches des zones de multiplication de tubercules semences et ont

la possibilité de renouveler leutsercules semences a chague saison de culture. Ce qui expliquerait la
prépondérance de la population GRltlans ces zones. Notons au passage que dans la partie centrale, les

ZAE 4 et ZAE 5 sont également des grands producteurs pomme de terre et dedsieenemces, la

=$( HPQGUDPDVLQDY pWDQW OH GHX[LgPH EDVVLQ GH SURGXF\
FHQWUDOHYV (Q RXWUH OD UpJLRQ pu,WDV\Y WURLVLgPH EDVVLQ
ZAE 9 et colonisé par la populatohG SUDWLTXH OfDXWRSURGXFWLRQ HQ WXEH
GH pODQDODORQGRY =%( -3RXRLWDHE®RSKGPWILRH) @H, OTXQH RX G
qui se sont adaptées localement et que nous avons peu échantillonnées, soit Bl® oviG 1 X QH
LOQOWURGXFWLRQ GH ORW GH SRPPHV GH WHUUH LQIHFWpHV SDU
localement.

$LQVL OH PpFDQLVPH GH GLVSHUVLRQ GHV VRXFKHV p%URZQ L
tubercules semences infectées. EXWUH OD SUpVHQFH GH FHV VRXFKHV GDQV
SRVVLELOLWpPp GI1XQH FRQWDPLQDWLRQ GH SDUFHOOH HQ SDUFHO

POPULATIONS ENDEMIQUE S DIVERSIFIEES ET COMPLEXES DE SOUCHES MALGACHES DE
L ECOTYPE AFRICAIN PHY LOTYPE I

Diversité genétique desouches de phylotypes lll

/ITDQDO\WH GX SRO\PRUSKLVPH JpQpWLTXH GHV VpTXHQFHY SDUW
FRQFDWpPQpHY D pWp UpDOLVpH DX VHLQ GITXQH FROOHFWLRQ GH
les ZAEs localisées dafes bassins de production de pomme de terre (142 souches isolées en 2013 + 2
souches de référence isolées en 1997 et en 2806exe 1 'DQV OYHQVHPEOH OHV O
polymorphesRk = 86 %) exceptés le loclezSqui ne présente pas de variations nuicligptes. Le locus

egl montre le plus de polymorphisme avec 23 sites polymorphes et une diversité nucléotidique

S La variabilité élevée est surement liée a son implication dans les mécanismes de virulence. En
revanche, lelocusuSVHPEOH rWUH WUqV FRQVHUYp QTpYROXDQW SDV DX
La méthode MLSA/MLST indique une diversité impote dans la collection C144 avec un total de 15

haplotypes identifiedHd ou Hg = 0.73,A = 2.3,P = 86 %), le pouvoir de discrimination de la méthode

étant de 0.73. Les indices de diversite SHap, SG+C HW $ SRXU FKDTXH ORFXV HW VXU
loci calculés par la méthode MLSA/MLST sont présentés dafabieau 7 et les différents profils

alléliques générés par la méthode MLST sont donn@smexe 1

/HV UHODWLRQV GY{DSSDUHQWHPHQW GHV VpTXHQg$dMleSH JgQHV (
DUEUHV LQGLYLGXHOV GH ORFXV HW GT1XQ FRQFDWpPQkW GH VpT
concaténées est suggéré comme étant une représentation la plus robuste des relations phylogénétiques
(Hanageet al.2006) une analyse des caractéres individuels de chaque locus permet de détecter parmi les

sept loci celui ou ceux qui présentent un signal non phylogénétique permettant de déceler des probables
évenements de recombinB) RX GIKRPRSODVLH 3RXU OD FRQVWUXFWLRQ G
pdhAT gyB T rpiB  adkK muSTH¥gIW HW %LR1- QRQ UHSUpVHQWpPp GDQV OH P
VXEVWLWXWLRQ SURSRVp SDU -ORGHO7HMWEGA v.7.0.18et©®©D IRQFWL
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Tableau 7 xIndices de polymorphisme nucléotidique au niveau des sept loci MLSA/MLST dans
un ensemble de 144 souches phylotype Ill isolées dans les Hauts Plateaux malgaches.

Hd: Indice @& diversité haplotypiqueHe: indice de diversité de NeiS Indice de diversité
nucléotidiqueS: nombre de sites polymorphés, richesse allélique.

Tableau8 +Similarité entre la topologie des arbres phylogénétiauasuil statistique de 5 %.
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PRGgOH GYfpYROXWhaRMA 1092) dfi prend en compte les taux de
H7UDQVLVWLR Gkt 7dd Dapationsl tevid B Qovitenu G+C, en incluant les paramétres de
distribution gamma (83 /H PR G qO Hamidra & flei 1993)ui prend en compte les fréquences

en bases distinctes et une distinction des transitions (AG) et (CT) a été utilisé sans distribution gamma,
SRXU OD FRQVWUXFWLERSG GMH FKRQ@WW U MEEHERGER Bos\sE)ddDdds
FRQFDWpQpHV D XWLOLVp OH PRGQOH p7 * 1 FRPELQDQW OHV PF
invariables , /HV UpDUUDQJHPHQWYV GH OYDUEUH FRQVLGQUHQW OfpF
et 1000 réplicaRQV GH ERRWVWUDS SRXU WHVWHU OD UREXVWHVVH GH
completement congruents. Statistiquement, le signal phylogénétique et la similarité topologique entre les

arbres sont en moyenne congruents a 67 % avec un coeffeieoncordance de Kendallde 0.70 et

statistiqguement significatif avec une valeur gldanférieure a 0.0001 au seuil de 5 % (10 000
permutations). Parmi les sept marqueurs, leseigicigyrB et gdhA présentent une topologie la plus

SURFKH G HéquemesEdhehtéadds (r = 0.87, 0.85, 0.82) ou les branches internes sont soutenues

SDU SOXV GH GHV Up8&dlL FEAWMR GY S R X HRWDIOVE B B K HGiH

SRXU @QueLesUdifférents coefficients de concordanceeetes arbres phylogénétiques sont

représentés dansTableau 8et les arbres phylogénétiques sont représentésguta 37.

/IMLQFRQJUXHQFH HQWUH OD WRSRORJLH HW OHV GRQQpHV GH Vp
pas la méme histoire & O XWLYH HW TXH GHV pYgQHPHQWY GH UHFRPELQDL'
OD VWUXFWXUH GH OTYDUEUH GHV VpTXHQFHVY FRQFDWpPQpHV SHU
bien distincts dans la collection C144, soutenus par une valeur derdpoctupérieure a 60 %

(Figure38 /RUVTXTRQ HQOQYH OHV UpJLRQV UHFRPELQDQWHV GpWl
WRXMRXUV LGHQWLILpY VXU OH QRXYHO DUEUH JpQpUp PDLV OH
clusters 1 et 5, tandisque ¥DOH XUV GH ERRWVWUDS GHV Q°XGV GHV FOXVWH
initial (Figure 38). La congruence des deux arbres est de 76 % et avec un coefficient de conéérdance
égale &4 0.87 (p 3RXU OHV GHX[ DUEUHQWOID\W B M BN QW RJIFRUREK W
impossible de résoudre les liens de parenté entre les clusters.

Nous avons démontré plus haut que deux évenements de recombinaison (événement 1 et événement 2)

ont été détectés au niveau du loegk Toutefois, aucun éveieHQW GH UHFRPELQDLVRQ QYD
avec le test PHI implémenté dans Splitstree v.4.14.4. et le logiciel RDP v.4.Beta 4.72 au niveau des six

autres loci. Les valeurs deYyDOXH GX WHVW GH OYLQGLFH 3+, HVW ODUJHPHQ)
0.8pour le locusdKa 1 pour les logydhA gyrB, rpIB, leuSetmutS

3RXU OTHQVHPEOH GHV VpTXHQFHV FRQFDW-paip HVPHB t¢stOD FROOH
inférieure a 0.05 (p = 3.7k2) confirme que des événements de recombinaison pounaieriea. Les

événements de recombinaison concernent en grande partie la portion elgl. géoes événements de
UHFRPELQDLVRQ RQW pWp GpWHFWpV DYHF 5'3 SDU SOXV GH Pp)
évenement par seulement deux méthotl§p YqQHPHQW T HVW GpWHFWp DYHF 5'3 SI
M, C, S, T) ou les haplotypes ST88, STIIF39, STIIF42, STIIF3, STIIF5 sont considérés comme

GHVY KDSORW\SHV UHFRPELQBRMPH OSDKDB®OWRWDIAHHXB7,HW OJKDS
LYpYgQHPHQW 9 HVW GpWHFWp DYHF 5'3 SDU BHaWKREHY 0 & 6

% La transiion HVW OH UHPSODFHPHQW G-XQH SXULQ3 08DA& XQHH SSNUPRGILBH SDU XQH
pyrimidine (C UT), la transversion HVW UHPSODFHPHQW G-XQH SXULQH SDU XQH RX G-XQH S\UL
purine

* La distribution gamma est une loi statistique permettant décrire des distributions en changeant la valeur

G-XQ SDUDPGWURUPH HQ / SURFKH GH O-H[SRQHQWLHOOH QpJDWLYH FDUDFWpULVDQ'
<1), en cloche proche de la loi normale caractérisant une forte hétérogénéité ( . >1).
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Figure 37 Arbres phylogénétiques de maximum de vraisemblance basés sur desesqoprgislles de

sept loci individuelsddhA gyrB, rplB, leuS adK, mutS eg)) et de séquences concaténées des sept loci
REWHQX VRXV OH PRU(GqOH 1 GHEMNE OBW toiBJ adkK T mutSTH \aglfu

H71  SRSUHW p7 RXW OIDUEUH GHV VPpTXHQFHV FRQFDWpPQpPHYV
de 60 % obtenues aprés 1000 réplications sont indiquées en rouge. Les arbres sont dessinés a I'échelle,

avec des longueurs de branche dans les mémes unités que celles des distaivessidliotes pour

LQIpUHU FKDTXH DUEUH SK\ORJpQpWLTXH /D EDUUH GTpFKHOOH 1
analyses évolutives ont été menées dans MEGA7 (Kumar et al. 2016).
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Figure 37 (suite) +Arbres phylogénétiques de maximum de vraisemblance basés sur des séquences partielles

de sept loci individuelgy@ihA gyrB, rplB, leuS adK, mutS egl) et de séquences concaténées des sept loci
REWHQX VRXV OH PRGQOH G@XLBMBN W RQKT muSTHegI L p71 1
SRY¥USUHW pu7 * f SRXU OYDUEUH GHV VpTXHQFHV FRQFDWpPQpHV
obtenues apres 1000 réplications sont indiquées en rouge. Les arbres sont dessinés a I'échelle, avec de
longueurs de branche dans les mémes unités que celles des distances évolutives utilisées pour inférer chaque
DUEUH SK\ORJpQpWLTXH /D EDUUH GpFKHOOH UHSUpVHQWH OH Q
ont été menées dans MEGA7 (Kuretzal. 2016).
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Figure 38 + & RPSDUDLVRQ GYDUEUHV SK\ORJpQpWLTXHV GH PD[LPXP
séquences partielles de sept loci individuels (A) en tenant compte dess régméotidiques

recombinants (arbre initial), (B) en enlevant les régions recombinantes. La similarité topologique est de

76 % (p<0.0001).
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VRQW VXSSRVpV rWUH GHV KDSORW \8HidmroeHparR Eraeld @WYV O TKEL
OTKDSOR®BBB®BPMHPEH/ SDUHQW PLQHXU /TpYqQQHPHQW 1 HVW GpWHFWp
0 & 6 7 Re OTKDSORMWMSHRQVLGpUp FRPPH UHFBREW@EDQW OfKL
SDUHQW PDMHXU HW FERIKDH GGRDWHSEGIWE P,LQH XU évbluionuddsODWLRQV
séquences mettant en évidence des transferts horizontaux de génes possibles sont visualisées dans un
réseau phylogénétique représenté shiidare 39 /fHQVHPEOH GHV VRXFKHV TXL VRQV
Q°XG SUpVHQWDQW X Q péri¥eGitdX 38 cQridspiril R Wh\cMstdrDE jdighant a ces

données les haplotypes identifiés par la méthode MLST, le cluster 1 regroupe les souches ayant

O 1 KD S O R-29} &Hdlustér,2 regroupe les haplotypes S34) STIIF35, STIIF36, STIIF37, ST -

41, STIIH44 ; le cluster 3 regroupe les haplotypes S38let STII22 ; le cluster 4 est composé des

haplotypes STHA0 et STIt23 HW OH FOXVWHU FRU 38 MSRQ@/pPesEHKD SORW\SFH
42, STIF43 et STIF  Q 1D S S D UAliduidggoQpie. @helcyn pourrait constituer un groupe génétique
indépendant mais peu représenté dans la collection de souches du ceRs échantillonnées dans les bassins

de production ? Toutefois, au moins 5 groupes génétiques de souches du ceRs sontapsesits d

bassins de production.

En joignant les données MLST obtenues a partir de notre premier travail de génotypage de la collection

de référence P@Ravelomanantsaz al.2016)avec les données MLST de la colle€lio & OYDQDO\VH
confirme que les haplotypes sont propres a chaque pays. Les relations génétiques entre les haplotypes
LGHQWLILpY GDQV FHV GHX[ FRO O HF§re RRQ V(¥ R&MD XOMS KB VAM I WHpHH\
souches de phylotype Ill malgacdle QH SDUWDJHQW DXFXQ KDSORW\SH DYHF (
(Figure 40A). Toutefois les haplotypes STBY et STIIt6 identifiés a La Réunion sont génétiquement
SURFKHV HW IRUPHQW XQ FRPSOH4b iderifie @ MadagaScarFA@®J KD SORW\!
PYQQHPHQW GH UHFRPELQDLVRQ QYD SDU DLOOHXUV pWp GpW|
OfKDSORW\SHpBEDQLRQ HVW UHODWLYHPHQW SURFKH |j GHX[ ORF
STIII-45. Cet haplotype est par ailleurs relié a un évémnied® recombinaison détecté avec RDP ol

O 1K D S O RMb\ $Hiit 617 recombinant, le STIB serait le parent majeur et une autre séquence
LQFRQQX OH SDUHQW PLQHXU 3DU DLOOHXUYVYDLOW $=DU WIRH VB K
complexe clonal &c les haplotypes STHI3 et STIF TXL SRXUUDLHQW rwWUyét OTJKDSOR\
pJDOHPHQW OHYV SDL-86HY SGH K DEEIOXKRMW \ SHBR&Y STH7 ,, GTIDXWUH SDUW
(Figure 40B). Le reste des haplotypes sont distants génétiquemetgpaloci. En résumant ces séries

GH UHODWLRQV JpQpWLTXHYV GTXQ F{Wp RQ DXUDLW XQH FLUFXO
GH SK\ORW\SH ,,, HQWUH 5pXQLRQ HW ODGDJDVFDU HW G{XQ D
divergent par traffiart horizontal et évoluent ensuite par expansion clonale dans les différentes ZAEs.

/H SRXYRLU GH UpVROXWLRQ VXSpULHXU GX JpQRW\SDJH 0/67 SDI
le génotypage de séquence partielle du gélest visualisé sur lBigure 40C

3RXU FRPSUHQGUH OfpSLGpPLRORJLH GHV VRXFKHYVY GH SK\ORW\S
collection de 217 souches du phylotype Il (CMKE(dont 215 souches sont isolées de 9 ZAEs-: C3

ZAE1 (n = 68), CZAE2 (n = 2), CZAE3 (n=32), C3ZAE4 (n = 18), CZAE 7 (n=17), CZAE 8

(n=9), C3ZAE10 (n = 8), CZAE11 (n = 21), CZAE12 (n = 1) en 2013 et 2 souches malgaches de

référence isolées en 1997 et en 2006) sont génotypées en utlisant le schélbBVRE3
(Ravelomanantsoet al.2016) 'DQV OTHQVHPEOH OHW O&RPA). MRIQAMUS RO\PRUS¥
présentent les plus de variations alléliques sont RS3L33 et RS3L17 (respectiemersio et 0.86A

= 6.81 et 5.72). Cependant, trmisi (RS3L28, RS3L31, RS1LO05) ne présentent pas de polymorphisme

dans la collection CMdl. La collection de souches CMIB est génétiquement diverse. RBRVA16

révele un total de 117 haplotypes € 0.40,A = 2.96,P = 81 %) avec un pouvoir de résaa égale a
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Figure 39 tRéseau phylogénétique des séquences concaténées des sept génes dans la collection
C144 de souches de phylotype Il montrant les différents choix possibles de relations évolutives des
groupes génétiqgues et haplotypes et mettant en évidence de possibles échanges de matériels
génétiques entre haplotypes par des branches qui se rejoignent pour former une surface réticulée.

Figure 40 +Arbrescouvrant minimums obtenus a partir des données de génotypage MLST (7 loci).

&KDTXH FHUFOH UHSUpVHQWH XQ KDSORW\SH 67,,, XQLTXH GplL(
taille est proportionnelle au nombre de souches. Les couleurs correspdbde@ DQV Of$&0 DX]

pays ou les souches ont été échantillonnégs % GDQV O1%$&0 Dex[Cx$(V Q

j OIDVVLIJQDWLRQ HQ VHTXHYDUV 8Q WUDLW pSDLV UHOLDQW Gt
fin correspond a un DLV, un ttale couleur gris correspond a un 3 locus variants (LV) et un trait en
SRLQWLOOp FRUUHVSRQG j XQ /9 8Q FRPSOH[H FORQDO HVW HQW
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$ OTpYLGHQFH amHVAIEReR Ms Siscdrhindibque le génotypage MLSA/MLS
Le polymorphisme génétique des 16 loci est préserfiéldeau 9 et les différents profils alléliques des
souches étudiées générés par la méthode MLVA sont donfigaexe 1

En outre, pour situer les haplotypes des souches malgaches et évalgiatitauavec les autres souches

GH OfpFRW\SH DIULFDLQ XQH DQDO\VH VXSSOpPHQWDLUH D pWp
collection CMGIII avec celles de la collection P@Ravelomanantsagt al.2016 qui est une collection

GH VRXFKHV GH UplpUHQFH SK\ORW\SH ,,, LVROpHYV GH GLIIpUHQV
relations génétiques sont présentées sur les arbres ACM5 et AOM& @1). Comme observée dans
OTDQDO\VH 0/6 RWDRAXQIKVBOSDUWDJIp HQWUH ODGDJDVFDU HW O
OfvOH GH OD 5pXQLRQ 3DU DLOOHXUV OD FORQDOLWpP GHV KD
identifiés a Madagascar est confirmée par le génotypagtIR&816. En effd, les haplotypes MTH9

(isolé de pomme de terre en 1993) et M48I(isolé déPelargoniumen 1980) correspondant a SHll

HW O9YKDSOR\GTHH2 Bad1é de pomme de terre en 2013) forment un complexe clonal qui

indiguerait que ces souches 8N pSLGpPLRORJLTXHPHQW OLpHV 6RXV UpVHUY
marqueurs MLSA/MLST et des TRs, on pourrait supposer que la dispersion longue distance de ces
VRXFKHV VIHVW SUREDEOHPHQW IDLWH j OfRULGdn&gMatB U pFKDQJ
GDQV OH WHPSV GDQV XQH PrPH ORFDOLWpP SRXUUDLW rWUH OL
primaire sur les débris végétaux, plantes hotes réservoirs dans le sol, etc.

Au total 11 complexes clonaux (CC) sont identifiés dans la tolle€MGHII dont deux complexes

CCMTIII -1 et CC MTIIF2 majoritairement représentés. Les CC distants entre eux par 4LV, présentent
JpQpUDOHPHQW XQH VWUXFWXUH HVW HQ pWRLOH VXJJpUDQW TX
(fondateur) par mation, et évoluent de facon sporadique au sein de chaque ZAE pour former une
population. Les complexes CC MFllet CC MTIIF2 rassemblent des populations qui forment des
souscomplexes clonaux composés de souches génétiquement liés évoluant par exjma®on
SUREDEOHPHQW SDU OTDGDSWDWLRQ GH PXWDQW j VD QRXYHOO|
OTDQDO\VH GH Of1%$&0 OHV =%( HB8(=%$(=$(VRQW FRORQLVpHV S
complexe clonal de souches distant chacun de pl&i e et les ZAE 2, ZAE 8, ZAE 11 sont

colonisées par des haplotypes évoluant au sein de chaque zone par expansion clonale (sauf la ZAE 12 qui

QH FRPSWH TXIXQ KDSORW\SH LGHQWLILp FDU QRXV QYDYRQV SX
est anoter que chaque ZAE contient des haplotypes singletons qui sont trés distants des CC. En moyenne

LOV GLIIqUHQW SDU SOXV GH ORFL HW OH QLYHDX GH OLDLVRQV
SRXVVpH D PRQWUp TX1Dat@d (PHED R3ILBHIZE PAZF AZMHSZ13)A

OD SRSXODWLRQ GH VRXFKHVY HVW GLYHUVLILpH DYHF XQH SURSHF
pomme de terre symptomatigues assez élevée et distants des autres haplotypes de plusdeedlLV, pr
SUREDEOH GH OD SHUVLVWDQFH GHV VRXFKHVY GDQV OH VRO DX
mécanique. La diversité génétique des souches et le niveau de liaison existant au sein de chaque ZAE

sont résumés alableau 10

Les collections deasiches de phylotype Il isolées dans les ZAEs sont diversifiees et présentent une

diversité assez similaires (moyenne tes= 0.33) sauf pour la ZAE 11 qui semble étre constituée
PDMRULWDLUHPHQW GYKDSORW\SHV D\DQ WablerrentPdlP& urgURILO DO
dispersion clonale de souches. Les collections de souches issues des ZAEs sont relativement différenciées

entre ellesKst= 0.24,Rst= 0.46) et la majeure partie de la variation se situe au sein de chaque collection
(coefficient de vaationFst= 76 % ; coefficient de variatidRst= 54 %) Figure 42 'DQV OJYHQVHPEOH
un fort déséquilibre de liaison est mis en évidence entre les 13 loci polymorphes au sein de chaque ZAE.

150



Tableau9 tindices de polymorphige des 16 loci constitutifs du schéma R83/A16
mesurés dans la collection CMIG

Na QRPEUH A fidb&dse gldligd]:: indice de diversité de Nei.
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Figure 41 +Arbres couvrant minimums obtenus a partir des données de génotypalgt \RSIH

(16ORFL &KDTXH FHUFOH UHSUpVHQWH XQ KDSORW\SH 67,,, XQ
cercle ; la taille est proportionnelle au nombre de souches. Les couleutsldd SRQGHQW $ GDQV Of
aux pays ou les souches ont été échantillonnées (N =288 GDQV O71$&0 DX[ =%(V Q

trait épais reliant deux cercles correspond a un SLV et un trait plus fin correspond a un DLV, un trait de

couleur gris corregmd a un 3 locus variants (LV) et un trait en pointillé correspond a un 4LV. Un
FRPSOH[H FORQDO HVW HQWRXUp GfXQ KDOR GH FRXOHXU RUDQJ
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Figure 42 +5pVXOWDWY GH OYDQDO\VH GH Yob gen&@qué ItresPeR idkgrF X ODLUH
collections. Les collections sont différenciées entre elles avec une importante diversité exprimée au sein
de chaque collection. Les valeursfeg et Rst pour les collections ZAE 2 et ZAE 12 ne sont pas

significatives a caesde leur faible effectif.
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Tableau 10 Hndices de diversité génétique, niveau de liaison entre haplotypes au sein de chaque ZAE et au niveau de la parcelle.

Seules les collections qui ont un effecif fFFKDQWLOORQV VXSpULHXU RX pJDONj non®bi@ \de sp\WipeBD poire@itdgeHe 10éiW D WLV W
polymorphesNa QRPEUH & fichesSegadéitiellap QRPEUH G HE DrfliCeRiev/digersite de Nebing: nombre de sigletons,CC: nombre de
complexes clonaux,V : niveau de liaisomLV: nlocus variantP3-Zx: parcelle de culture localisé dans la ZAE x.



Figure 43 Hnférence de la structure génétique plsulations des souches ceRs phylotype Il dans

les bassins de production de pomme de terre des Hauts Plateaux malgaches sur la base des données
RS3MLVA16. (A) Répartition spatiale des 11 populations. (B) Projection des polygones sur une

carte géographigp. (C) Représentation de la structure génétique a 11 populations bien distinctes

(Prob > 0.99) de la collection de souches ceRs phylotype Il {@MiSolée dans 8 ZAEs des

bassins de production de pomme de terre. Le graphique est construit a pamobebiités
GTIDSSDUWHQDQFH DX[ SRSXODWLRQV 3URE JpQpUpHV SDU OH OR
XQH SRSXODWLRQ HW OD FRXOHXU GHV KDSORW\SHV LQGLYLGXI
Prob a différentes populations. Les traits vauk de couleur noir marquent la délimitation de

FKDTXH =%( /I TDVVLIQHPHQW REWHQX DYHF OTRSWLRQ plUpTXIH
VSDWLDOHV QRQ FRUUpPOpPHVY " SGHSUpVHQWDWLRQ GHV SRSXOD
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Tableau 11 *Indices de diversité génétique et degré de déséquilibre de liaison des loci au
niveau de chaque population.

N: nombre de soucheB,: pourcentage de loci polymorphééa QRPEUH G dl@eteOHYV
allélique, Hap QR P E abty@$,K:: indice de diversité de NeloDL: pourcentage de
combinaisons significatives.
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Un total de 74 % de combinaisons alléliques sont significatives sur les 394 combinaisons testées dans

OTHQVHPEOH GHV FROOHFWLR QZAE3HAERXAK 8] YAS10RZKEH D QW GHV
S FH TXL VXJJqQUHUDLW TXH OHV ORFL 75 pYROXHQW HQ PDM

une structure clonale des populations au niveau de chaque ZAE modulée par des événements

mutationnels, et/ou que dispersion se fait & tres faible échelle (différenciation entre parcelles au sein des

=$( RX HQWUH ]RQHV DX VHLQ GHV SDUFHOOHV 3DU DLOOHXUV

faible différenciation génétique est significativement détectée lea collections GZAE 1 et C3ZAE

3 Rsr-0.05, pYDOXH VXJIpUDQW TXILO H[LVWHUDLW XQH PLJUD)

OTDXWUH

Structure génétique et organisation spatiale des populations des souches de phylotype Il

Les hypothesegnoncées précédemment sont testées en identifiant les entités génétiques probables
formant chacune une population avec le logiciel Geneland & partir des donndds\R38. Nous

DYRQV FKRLVL GIXWLOLVHU OH PRGqOH ¥ EBVWIDIPpHORH W HREO pPY
analyse nous a permis de mettre en évidence 11 populations bien distinctes dans la colleelibn CMG

(Figure 43 /HV SUREDELOLWpPV GIDSSDUWHQDQFH GH WRXV OHV LQ!
élevées (égalea 1)/ HV SRSXODWLRQV VRQW RUJDQLVpHVY GDQV OYHVSDFF
JRQHV GTpFKDQWLOORQ QLA Fetrolize daRsIaXZAB; ¥éd pouiatians CLHPR,

CLIIl-7, CLIN-9, CLIII-3 sont concentrées dans la ZABdis avec es délimitations géographiques

bien nettes la population CLIH4 dans la ZAE 7 la population CLIH5 colonise la ZAE 10, plus deux

souches de la ZAE 2 sont incluses dans cette populé&®ipopulations CLHB et CL10 se retrouvent

dans la ZAE 11, QI -8 est présent dans la ZAE 3, plus deux souches de la ZAE 1 sont incluses dans

cette populatiorny et la population CLIHL1 se retrouve dans la ZAE 8. Les 11 populations sont
génétiquement différenciées les unes par rapport aux degre®R6 /Rsr = 0.43) Figure 44). La

diversité génétique de la collection CMG est exprimée au sein des populations (coefficient
devariationFsr =74 % ; coefficient de variatioRst= 56 %) qui présente un importante déséquilibre de

liaison sauf pour les populatis CLIIF6 et CLII-10 colonisant la ZAE11 ou tous les loci polymorphes

sont faiblement liés confirmant ainsi une dispersion clonale des souches entre parcelles. Par ailleurs, la

valeur de~srentre les populations CLi8 vsCLIII -7 et la valeur d&srentre les populations CLI2 vs

CLIII-7 et CLIIKS vs CLIII-10 sont tres faibles suggérant un flux de génes entre chaque paire de
populations. En effet ces populations sont géographiquement voisines.

(Q FRPELQDQW DYHF O9DQDO\\&seniett dn iripbidnt déSeauilitéeOdD idisoR QV S U

au niveau des loci MLST. Les analyses des tests de recombinaison et de neutralité pour chaque
population supposent un excés dalleles de fréquence intermédiaire (vaisudel&upositives) qui

serait d0 a um sélection équilibrante. La valeDrde Tajimapositive chez les populations Cl-8let

CLIlI-3 (D = 1.87,p < 0.05) indiguerait une présence de mutations en fréquences intermédiaires par
PDLQWLHQ GfDOOQOHV DYDQW D JH Xdnde@énHiéspapOltigns da val§ud | THW G T >
D est en outre négative chez les populations @L#t CLII-9 (respectivement) = -1.98 et1.51,

p< TXL H[SULPHUDLW XQH DFFXPXODWLRQ GH PXWDWLRQV V
Chez le reste & SRSXODWLRQV OHV UpVXOWDWY QfpWDLHQW SDV VW
croisant les données MLVA aux données MLST, les évenements de recombinaison et les indices de
différenciation des populations, les populations GLIICLIII-4, CLIII-5, CLIII-6, CLII-10 et CLIIF11

VRQW pJDOHPHQW GHV SRSXODWLRQV LVVXHV FKDFXQH GYKDS(
chacune localement. Ces haplotypes fondateurs ancestraux sont les haplotypes qui sont les plus
prédominants (i.e. sur
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Figure44 +t5pVXOWDWY GH OTDQDO\VH GH YDULDQFH PROpFXODLUH H\
populations. Les populations sont différenciées entre elles avec une importante diversité exprimée
au sein de chaquepulation.
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O1$&0 FH VRQW OHV KDSORW\SHV TXL RQW OH SOXV JUDQG GLD
possédent le plus grand nombre de branches qui divergent) et pouvant aussi étre partagés par les
différentes populations : MTH1, MTIII-56, MTIII-57, MTIII-59, MTIII-49, MTIII-56, MTIII-62,

MTIII -68, MTIII-66, MTIII-78, MTIII-82, MTIII-77, MTIII- HWF 'f{XQH SDUW OHV PXOWLS
fondateurs prédits, le nombre élevé de CC et les relations proches entre ces dertigrdesbus

propagation des souches du ceRs dans les Hauts Plateaux malgaches par de multiples introductions et
pFKDQJHY GH PDWpPULHOV YpJpWDX[ LQIHFWpHV $ FH SURSRV O
SDV j OfpYLGHQFH OD WU D Qnénteg \dé. po@mE Deltere HEW efieXdhHdddnX OHV V't
compte des flux de semences au sein des bassins de prodhigtion 36E), nous devrions avoir une

structure de CC ou un ou plusieurs haplotypes sont partagés avec plusieurs ZAE. La diversité génétique et

le degré de déséquilibre de liaison au sein de chaque population sont réstiat@eaaull.

'LVSHUVLRQ GHV VRXFKHV GX FH5V GH OfpFRW\SH $IULFDLQ

6L QRXV UHYHQRQV j OfKLVWRULTXH GHV VRXFKHYV ditgie OHV GRQQ

a long terme, nous avons vu que les haplotypes-&GIIBTIIF42 ont été génétiquement proches des

haplotypes identifiés a la Réunion SHIkt STIIF25, isolées tous les deux Eelargoniunsp Ensuite

DYHF OHV GRQQpHV 0/9%2 IOQKRKO$V RBW\FWH @ T KBDW ORWIBFHOKRW\SH 07,
LQFOXV GDQV 1% ksanSpmoBhés\ &bl h&pfotypes MTII[STII-25) et MTIII-8 et

MTII- LQFOXV GDQV © TKRDXYRINVSEW 6GRXV DYRQV pPLV TXH OfK\SR

de matériel végétal de longue distance était probable mais en confrontant avec les données MLVA ou les

loci TRs évoluent rapidement, la parenté proche entre ces haplotypes pourrait étre due a une homoplasie

des loci a évolution paralléle. Ces haplotype®deH QW DORUV LVVXV GTXQ DQFrwWUH FRI

FHV WURLYV LQIRUPDWLRQV QRXV SRXUULRQV VXSSRVHU TXH OH\

fait par le biais de boutures de pélargonium. Certes historiguement, le pélargonium eahtene pl

RULJLQDLUH GH OfS$IULTXH GX 6XG LQWURGXLW j @BnmeptXQLRQ HW

1981; Dasuki 2002 de La Bathie 1931)e pélargonium a cette époque était une culture de rente

florissante dans les deux iles. A Madagascar, Bouriquet en 1935 a rapporté que les cultures de

pélargonium étaient gravement atteintes de flétrissement bactérien c&issofzaracearurtBouriquet

1946) En tenant compte du fait que les souches phylotype Il affectent aussi les pélargoniums, on

pourrait supposer ainsi que les souches phylotypaarl les Hauts Plateaux malgaches sont transmises

j OTRULJLQH DX GpEXW GX ODQFHPHQW GH OD FXOWXUH SDU Gt

pélargonium eu niveau de chaque ZAE. En effet, cette hypothése est possible du fait quedsidss les

GIpFKDQWLOORQQDJH SUDWLTXHQW OD F ¥MNeldteHalGI99SpODUJRQL

Ninnin 1998; PADR 2007; Randrianangaly 2003)ien avant le déploiement méme de la culture de

pommedet® UH GDQV OD UpJLRQ 9DNLQDQNDUDWUD LQFLWpPH SDU OflL

La filiere pélargonium a connu son essor vers les années 90 et la culture reste pratiquée de nos jours du

IDLW TXH OHV GpERXFKpV VRQ thaque ¥YAElAD 84 prddrel i@pitérel (DM R X U G

SODFH SDU GLYHUV SURMHWYV °XY U Bigu 4% poQridit expliquiérde. qUH KX LC

structuration des populations de souches du ceRs selon des zones géographiques bien délimitées et

conforté parOTK\SRWKgVH GH QRQ WUDQVPLVVLRQ SDU OHV WXEHUF

tubercules semences entre les différents ZAEs. Les flux de génes entre les ZAEs voisines pourraient alors

impliquer des échanges de matériels végétaux infectés.
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Les soghes phylotype Il pourraient perdurer ensuite au niveau de la paraddie plantes réservoirs

telles que les adventices. En effet, nous avons isolées des souches des adventices les plus communes des
parcelles de cultures : bident et bréde morelleagm)weconnus comme étant des plantes réservoirs

(Akiew & Trevorrow 1994; Girard et al. 1993 ; Shekhawatet al. 1992 ; Stander 2001

Swanepoel992; Tusiimeet al. 1998) Par ailleurs, comme nous avons isolésdeshes du phylotype

., FKH] XQH SODQWH QRQ V\PB/RER Bxsitd plaxtel pduxtait jbLier\vh ©If &V S q F H
réservoir naturel aux souches du phylotype Il dans la parcelle. Diverses études ont souligné cette
potentialité chePhysalissp (Buddenhagen 1962Mondal et al. 2011) pour les biovar 2 et biovar 3

(Akiew et al. 1993; Black & Sweetmore 1993 Dittapongpitch & Surat 2003 Swanepoel 1992)

Belalcdzar (2004) a obtenu des symptoémes bénirBsgsalis peruvianaoculés avec des souches de la

race 1,2 et3etarappontXdd OTHVSqFH PRQWUH XR.ldolahpoéariuBeRICAFadt D X[ VR XFK
al. 2003) La culture dé’hysalisperuvianaR X HpSRN SRNY XQH SODQWH LQWURGXLWF
des Andeg¢Decary 1963 DLW SDUWLH GHV FXOWXUHYV GH UHQWH GYH[SRUW!I
YHUV OH GpEXW GHV D Q Q@RAN Conshtxhts TLOO% CTHIX ROBAXRNGH ROOQ)

(Figure 46 6L HOOH QYHVW SDV FXOWLYpH VXU XQH JUDQGH VXUIDF
GHV SDUFHOOHYV GH FXOWXUH (QILQ OTLQRFXOXP SHXW rWUH FR
dans la parcelle apres réddlt GLVVpPLQp SDU OYHDX GYfLUULJDWLRQ HW OfYHD
des pluies comme pour le cas de la dispersion de souches clonales dans la ZAE 11 ou les parcelles
GTpFKDQWLOORQQDJH VRQW VLWXpHVY HQ SHQWH DYHF XQ GpQLYt

Entre oute, le voisinage des souches Zimbabweéennes et les souches malgaches représemtées :
OTDUEUH SK\ORJpQpWLT Xddl) ot Bs/geqieaks 20,2V, 27 (ZMR ket Qégtievar 19

0* VRQW JURXSpHV PDLV OH Q°X\GXH&OVW D LE DKFPFHOQRENV VIRK WH,Q,X

=: HVW GLVWDQW j /9 GHMGBEED&® BALISH) &t7jstant de 6LV de
O 1K D S O RWQ §uG, $eqyeyab7,CLINN-11); xSOXV OH IDLW TXIXQ pYqgQHPHQW Gt
été détecté avec RDP par deustimdes (B, M) impliguant la souche NCPPB0505 (ZW, sequevar 20,
STIII-29, MTIII-38) comme parent majeur de la souche MAD403 (MG, sequevar 5738 TTIII-
101, CLIII-5) considérée comme ayant une portion de géne recomiihést souches du sequevar 5
groupés dans les populations CJI CLIII-7, CLII-9, CLHI-10, CLIlI-11 possédent les mémes
séquences recombinants ou des traces de €éelles RQW DWWLUp OTDWWHQWLRQ &HV RE
issues des travaux de Fegan et Prior (2005), def2®©09), Poussiet al.(1999, 2000), Remenagit al.
(2010) sur les relations de parenté entre les génotypes dgragps des régions Afrique du Sud et
Océan Indien incluant les souches du Zimbabwe, Madagascar et la Réunion. On notera ausgide voisin
des haplotypes 2\&CM et CMMG (haplotypes singletons anciens MLI8B, MTIII87, MTIII-85
groupés dans le sequevar 56). A la lumiére de ces constats, on pourrait avancer que ces haplotypes ont un
SDVVp FRPPRX®LUHTHWXWLOV VRQW ERPRPYXQGCHNQ TMXFIEONU RQW HQV
indépendamment dans chaque pays pour créer de nouveaux variants qui deviennent a leur tour les
IRQGDWHXUV /H IDFWHXU FRPPXQ HVW OfH[SORLWDWLRQ WDEDw
RULJL Q D Lidué] a@t§ thtropllit & Madagascar antérieurement au XVlle siécle. Elle est devenue une
FXOWXUH GITH[SRUWDWLRQ SHQGDQW OD SpULRGH GH FRORQLVDYV
pWp DPpOLRUpH SDU OYLQWUR @Xdn\igine Qe @ridernviddt JdepddigancSdDxXV SHUI
maladie et de qualité recherchée au niveau du marché internétitamedr 1934; Monnier 1946)
(Figure 47). Actuellement la culture du tabac est toujours pratiguée au sein du bassin de production
(MAEP-UPDR 2004h)Rasolofo en 1965 a rapporté que la culture de tabac a souffert de flétrissement
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Figure 45 +Exploitation de Pélargonium sur les Hauts Plateaux malgaches (champs, pépiniere,
alambg). Crédits photosG. Cellier et L. Costet.

Figure 46 +3 O D Q W D W L R @hgélis gpsriNesS-HadtsTPlateaux malgacisesices Agrisud
(2016), www.fedevaco.ch
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Figure 47 +Centres de production de tabac a Madagaseédit illustration: P. Monnier.
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EDFWpULHQ GDQV OD UpJLRQ GY$PEDWRODPS\ =3%( HW GT$QW
01,530 UHPpGLp SDU OTLQWUERGRRWYRQ GHV & D WM pOHFW I$KE X Q H
GLVSRQLEOH FRQFHUQDQW OHV IRUPHV G 1RpoaR GxieMidssRQ GX WL
éclairages sur la possibilité de transmission a longue distance de ces souches. Mais commesles souche
phylotypes Il sont isolées et affectent les plants de {&phinstone 2005h Subediet al. 2013) on
SRXUUDLW VXSSRVHU TXYLOV FRQVWLWXHQW XQ UpVHUYRLU G¢YL¢
ou les rotations par la culture de pomme de terre est pratiquée.

SYNTHESE ET ANALYSES DES DONNEES D ENQUETES

Historique du flétrissement bactérien

6HORQ OHV SD\VDQV OH IOpWULVVHPHQW EDFWpULHQ H[LVWH GH
de production de pomme de terre causant de pertes acceptables de rendement surtout, en cultivant les
variétés résistantes ou tolérantes développées par FIFAMANOR. Autrefois, le flétrissement bactérien se
manifestait surtout en période chaude et humide, suculeires pluviales et en saison intermédiaire,

cultivées surpu W D.Qél éblit de développement des symptbmes est en général observé par les
agriculteurs avant la floraison avec un pic pendant la phase de floraison. Longtemps, le flétrissement
bactérienQ D pWp REVHUYp VXU OHV FXOWXUHV LQVWPDBDIpEHRKRAU GH)\
A lumiére de nos résultats, ces infections impliquent probablement les populations endémiques de
VRXFKHV GX SK\ORW\SHYV ,,, T Ehbl&/dRQINESdep haEsDie produetiod,leQV O T H (
phylotype | étant plus localisé dans la partie Nestldes Hauts Plateaux.

Situation phytosanitaire actuelle

Depuis ces cing derniéres anfiéesOH 1OpWULVVHPHQW EDFWpULHQ ®ffHVW GpYH
Vakinankaratra, Andramasina et Manjakandriana (ou la culture de pomme de terre est presque
abandonnée) sur des cultures de pomme de terre et de tomate de contre saison sur rizieres ou parcelles
irriguées, et également sur sol volcanique (dans la réGith % HWDIR DYHF GYLPSRUWDQ\

UHQGHPHQW SRXYDQW DOOHU MXVTXTj 'DQV OD UpJLRQ ,WDV
DLW pWp UHPDUTXpH HQYLURQ YHUV OfDQQpH SRXU FHUWDLC
GDQV PHEI\E XV LPSRUWDQWH GHSXLV OTDQQpH VXU OHV FX(

GpYHORSSHPHQW GH OD PDODGLH FRPPHQFH DX GpEXW GH OD
tubérisation, ce gui est tout a fait inhabituel. Comme explicaidfipPHUJHQFH GHV VRXFKHV n%
associée a ce changement de situation épidémiologique dans les différentes ZAEs. Le contraste entre la
SPULRGH GYDSSDULWLRQ GHV pSLGpPLHV GDQV OD UpJLRQ 9DNLC
dans la régioiitasy (ZAE 7 a ZAE 9) et les régions du Sud des Hauts Plateaux (ZAEs 10 et ZAE 11)
VHUDLW OLp j OfDPSOHXU GHVY DFWLYLWpV DJULFROHYV HW IOX[ G
pomme de terre dans la région centrale ou sont situés les elmiprpibassins de production étant le plus

intense avec des échanges importants de tubercules semences.

Résistance des variétés de pomme de terre

Certains paysans ont constaté que les variétés estimées autrefois résistantes ou tolérantes au flétrissement
bactérien commBandy akamgDiamondral Meva Maneva BemangaJaingyapparaissent désormais
sensibles a la maladie. De méme, ils ont remarqué gue les cultures de haricots sont maintenant atteintes

* |RAT : Institut de Recherche Agronomiques Tropicales et des Cultures vivri eres
*AQQpH GH O-HQTXrWH pWDLW HQ
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par le flétrissement bactérien. Quelles que soient ligimerles variétés locales paraissent plus ou moins

sensibles a tolérantes au flétrissement bactérien, tandis que les variétés développées par FIFAMANOR

sont plus sensibles. Autrement dit, les variétés de pomme de terre dont les semences sont produites
OFDOHPHQW VR QVWusSlesXafiéiet govutlleg Bémapashbidfiennent de FIFAMANOR. Ces
FRQVWDWDWLRQV VRQW OLpHV SDU OYLQIHFWLRQ DX[ VRXFKHYV
OTpYLGHQFH OHV YDULpWpPV G senSitieB & scuiechesMIBROUN ide GuPgst@é RUpHV VF
la résistance des variétés locales, cela indique que la contamination aux sotiches/tt des lots de
WXEHUFXOHV VHPHQFHY QRXYHOOHPHQW VpOHFWLR@PpHY SUpVH
controlés.

Flux de tubercules semences

Les tubercules semences de pomme de terre utilisées proviennent généralement du marché local
(autoproduction locale de tubercules semences et distribution par des organisations paysannes), du
PDUFKp GHANddbR (An@rfanarivo) (notamment pour la Région Itasy, Analamanga
$PERKLGUDWULPR $QGUDPDVLQD OH PDUFKp GH JURV GT$VDEI
GH SURGXFWLRQ GH OD UpJLRQ 9DNLQDQNDUDWULa qudlit¢ OH PDUFK
VDQLWDLUH GH FHV VHPHQFHV QTHVW FHSHQGDQW SDV YpULILj
national de semences de base certifiées en pomme de terre. Dans chaque zone productrice de la région
Vakinankaratra existe des groupements de paysanenciers qui se procurent ces tubercules semences
FHUWLILpHV HW IRQW HQVXLWH GH OYDXWRSURGXFWLRQ GDQV
groupements de paysans semenciers revendent leur récolte au marché local, ou les autres paysans
agiFXOWHXUV GH OD PrPH ]JRQH VIHQ DSSURYLVLRQQHQW 3RXU C
etc.), le Ceffédf- XQ FHQWUH GYH[SPULPHQWDWLRQ HW GH IRUPDWLRQ HQ
SURMHW )HUW DVVXUH O 1D SsBrieRcéd. ©e porgeHde He@aNded @bardHds HUF X Ot
VHPHQFHV TXL VRQW DFKHWpPHYV j OfRULJLQH DX ),)$0$125 HW XQ
HVW HQVXLWH UpDOLVpH SDU OH FHQWUH j OfLVVX GHV WUDYDX]
Pourlazone QGUDPDVLQD OH GHX[LqPH EDVVLQ GH SURGXFWLRQ GH (
GH WHUUH VRQW j OfRULJLQH LVVXV GH ),)$0&é2dGion®Xh& OHV SD\
autoproduction de tubercules semences. Par ailleurs, il leerdgrise procurer des tubercules semences
DX PDUFKp GH JURV GT1$QWDQDQDULYR HW pJDOHPHQW GH OD ]F
tubercules semences chez FIFAMANOR.
Pour la région Itasy, le troisieme bassin de production (Arivonimamo), une autbiorode tubercules
semences est réalisée en altitude dans la zone de Manalalondo. Les tubercules semences proviennent
principalement ainsi de cette zone. Par ailleurs, certains paysans de cette région se procurent les
tubercules semences au marché d&/gr6 1$QRVLEH (JDOHPHQW SRXU $PERKLGUDW
OHV WXEHUFXOHY VHPHQFHY SURYLHQQHQW GX PDUFKp GH JURYV
de tubercules semences identifiées sont Manandona (Antsirabe), Androkavato (Antsiciaapb&
(Antsirabe), Antanifotsy (Antsirabe), Faratsiho, Ambohimiadana (Andramasina) et Manalalondo
(Arivonimamo). La majorité des paysans utilise un tubercule entier pour le semis, mais il existe
également ceux qui pratiquent le partage du tubercule.

Pratique et itinéraire cultural

Concernant les pratiques culturales, la majorité des parcelles de cultures sont fertilisées avec du compost
RX GX IXPLHU GH IHUPH GHV HQJUDLV FKLPLTXHV FRPPH OH 13.

* Ceffel : &HQWUH G-H[SpULPHQWDWLRQ HW GH IRUPDWLRQ HQ IUXLWYV HW OpJXPHV $QWYV
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Au cours de leur @je végétatif, les plants de pomme de terre sont également traités avec des insecticides

a base de pyréthrinoides, et de fongicide comme le Dithane (mancozébe) pour contréler le mildiou. La

rotation culturale est pratiquée, par exemple : jaclhi@oeme deerre Hiz tharicot Hmai's #pomme de

terre;; mais les paysans de la région ltasy (ZAE 7, ZAE 8, ZAE 9) ont affirmé que le fiétrissement

bactérien revient méme en pratiquant la rotation et les jachéres. Cette situation pourrait liée par la
persistanceab souches dans le sol favorisée par les plantes réservoirs. Nous avons vu par exemple que

OHV VRXFKHV GX SK\ORW\SH ,,, SRVVgGHQW XQ VSHFWUH GYK{WF
parcelles de culture.

Observations et données supplémentais

Dans la majorité des parcelles de pomme de terre et de tomate, nous avons observé une distribution
irréguliere et ponctuelle de flétrissement sur les plants. Néanmoins, de grands foyers de maladie sont
observés sur aubergine (Miarinarivo) et géraniumigdsitra). Une distribution sporadique de la maladie
VXJIJgUHUDLW XQ LQRFXOXP GH GpSDUW YLD GHV VHPHQFHV FRQ\
OD PDODGLH HQ XQ YDVWH IR\HU GYLQIHFWLRQ LQGLSTXHUDLW X
adventices que nous avons pu reconnaitre sont le bident Hg&idess pilospqui présente également le
symptome de flétrissement, le cosmBegmos sp. le cyperusCyperussp.), le galinsoga3alinsonga
sp.),etc. Par ailleurs, au cours de ses oagiens, le sélectionneur en pomme de terre de FIFAMANOR

5 5DQGULDWVDODPD D REVHUYp TXH OH ELGHQW KpULVVp j SUI
lui aussi flétri. A la lumiére de cette observation, le bident qui est une adventice codansries
WHUUDLQV GH FXOWXUH SRXUUDLW rWUH XWLOLVpH FRPPH puSOD
souches du ceRs au hiveau de la parcelle.

165



CONCLUSION PARTIELLE

Ce travail avait pour objectif de caractériser la diversité et la strudgsrg@opulations des souches
malgaches du ceRs pour décrire les épidémies dans les bassins de production de pomme de terre de
Madagascar.

La caractérisation moléculaire des souches du ceRs isolées des différents ZAEs mdotte une
diversité génétiquedes souches malgaches qui sont constituées de trois lignées phylogénétiques : les
phylotypes | et Ill qui ont été déja auparavant décrits (Poassie2000; Prioret al. 2006, non publié)
et@aSUHPLqQUH VLIQDOLVDWLR phyletipe IBFRXFKHV p%URZQ URWT

/TMDQDO\VH GHV VpTXH@JFBI\5 18D B MW & GO/ QESHuSa@IES, 111 -55,

Il -56 et 1lI-57 chez le ceRen plus des 3 sequevars connud8, llI-19 et IIB-1. Le phylotype | de
sequevar-l QYD SDV pW pladrollgetidir Bnvgifetcdas®¥guevars ont été isolées en zone de
plaine de basse altitude (27m) (Pebal.2006, non publié).

/fDQDO\WH GH GLYHUVLWM%PRZW L BIREKSBHisYaeVRerE Kekidénce
@fhergencede populations récerstale ces souches a Madagascar. Il est démontré que les souches

isolées dans les bassins de production de pomme de terre présentent des similitudes génétiques avec des
souches IIBL mondialement répandues, confirmant ainsiilgtwduction malheureuse sue territoire

malgache. Ces souches affectent principalement les cultures de pomme de terre et de tomate et ont une

trés large distribution géographique. Elles sont présentes dans 11 ZAEs échantillonnées et sont associées

j OTpSLGpPLH GH di@mpidns leg baddhbl dg \produEtien/de pomme de terre. Ces souches

sont regroupées eleux complexes clonawdont un complexe clonal majeur. Les structures en étoile au

sein de ce complexe clonal suggérent une récente expanpioputigtions clonalesqu se diversifient

par desnutations. Ces observations corroborent une structugogalation épidémique La présence

GHV SRSXODWLRQV GDQV OHV EDVVLQV SRXUUDLW rWUH OLpH
polyclonales de souches qui se smopagées par des tubercules semences infectdeer ailleurs, au

QLYHDX GTXQH SDUFHOOH RX GTXQH ORFDOLWpPp OYHDX GTLUULJI
sources potentielles de contamination (Alvaseal. 2010; CABI 2016; EPPO 2015 Siander 2001

Swanepoel 1992

/I TH[SORUDWLRQ GH OD GLYHUAPFR G HBUEVBRMIBHSE fPext DFKHYV GH
inter-populations trés importante qui se retrouventiniguement a Madagascar Un total dell

populations hétérogenesest dstribué dans des zones géographiques bien délimitées dans les bassins de
production. Cette observation corrobore celle de Poessie(1999) sur une structuration géographigue

de la diversité génétique chez les biovar/ fH[FqV GH P X \VbhaftégRepdé intdrnédiaidetdu

sein de chaque population semble indiquer que les populations de souches de phylotype Il sont soumises

aux pressions de sélectiolu milieu et évoluent en conséquence par des sérigsidions pour

V D G D SW H Usedled; parksemplelaRige niche écologique (le froid) ou a un héte (la pomme de
WHUUH SDUWLFXOLHU &H VFpQDULR G 1 parss@itasbbfir@antHe/ W FDUDFV
caractereendémiquede la maladie. La présence des 11 populatians les bassins de production est
probablement liée a deffux anciens de matériels végétaux infecttsomme les boutures de
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SpODUJRQLXP GH WDEDF RX JUDL@QHW S ®RXT XN Q WWIIHW XS@HD QWMDY
tubercules semences de pom@eH WHUUH 2XWUH OD FRQWDPLQDWLRQ SDU OH
UXLVVHOOHPHQW OfKpWpURJpQpLWp OH ODUJH VSHFWUH GTK{W
GH GLVSHUVLRQ HW GH VD SHUVLVWBHI@GFH j OTpFKHOOH GYXQH SD

3DU DLOOHXUV DVVH] F)pbkLréetriswvdtiBd-tQudties QR XhyloQoed MRQ NB

correspondant & lece 1 biovar 1(Lallmahomed & RakotobRabehevitra 1988 Rahetlah 2008
Randriamampianina 1997Randrianangaly 2003). Etant dénque les souches de phylotype Il sont
SDWKRJqQHV GH OD SRPPHV GH WHUUH GHGCaler R®EMH GH OfDX
le fatqueQRXV QH OTD\RQV SDV LGHQWLILp j SDUWLU GH FH ODUJH pF
pourrait signifier que :

1) &HV JURXSHV GH VRXFKHV QH VRQW SDV SUpVHQWY GDQV OHV
avons pas prélevé dans leungale prévalence.

2) &HV JURXSHV GH VRXFKHV VRQW SUpVHQWYV PDLV PDVTXpV SDU «
3)&HV JURXSHV GH VRXFKHV RQW VXEL XQ JRXOHW GTpWUDQJOHPI
4) ,0 VIDJLW G T xcatichpdrDoe\d classific&isrien race de ces souches. En effet, le biovar 1
WRPEH DXVVL GDQV OH SK\ORW\SH ,,, ORUVTXTLO HVW DVVRFLp |
doute adoptée aprés isolement ou identification des soucheslJdf QW HYV FXOWXUHY HW TXH
SDV pWp LGHQWLILpH GDQV OHV JRQHV GIDOWLWXGH &HSHQGDOQ\
WHO TXILO D pWp GplLQL j OfRULIJLQH &HOOLHU HW FRPPF
phylotype Il (ancien race 3 biovar 1) est bel est bien présent en moyenne altitude et également en basse
DOWLWXGH P FRPPH GDQV OffvOH GH OD 5pXQLRQ <DKLDRXL
reste ainsi a €lucider.

Les deux schémas de g8mage n560/9% fet u560/9% Tdéveloppés dans le cadre de ce

travail ont révélé upouvoir discriminant élevé SDU UDSSRUW DX JpQRW\SDJH 0/67 0/6
des données MLVA et MLST/MLSA ont permis de déatieex profils épidémiologiques contrastés

dH OfpFRW\SH pn%URZQ URWY HW pOfpFRW\SH $IULFDLQY SUpYDOI
bassins de production de pomme de terre des Hauts Plateaux malgaches.

3RXU FRQFOXUH FHWWH pWXGH LOOXVWUH @dds yaDrOiedd GIXQH LC
FRPSUHQGUH GfXQH SDUW OHV PpFDQLVPHYV ELRORJLTXHV TXL I
évolutive de ces deux écotypesHW OHXU PpFDQLVPH GH GLVSHUVLRQ GDQV OH
part. Les données fourniearces analyses vont nous permettre de définir aux mieux des mesures de

gestion du flétrissement bactérien adaptées dans les Hauts Plateaux malgaches. Cette étude constitue une
SUHPLqQUH pWXGH GYpSLGpPLRORJLH PRO pReOEDMadddass® AW D QW VX
OfLVVX GH FHV DQDO\VHV GHV VRXFKHV UHSUpVHQWDWLYHV GH
OD UpVLVWD®Iletliosd:Xxdpdicsdr hbrime de terre cultivées a Madagascar.
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CHAPITRE 3.
EVALUATION PRELIMIN AIRE DE
LA RESISTANCE DES VARIETES
CULTIVEES A MADAGASCAR



















































































































































































































	TITRE



