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PepYVMLYV :

African cassava mosaic Burkina Faso virus
African cassava mosaic virus
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Bean dwarf mosaic virus

Chayote yellow mosaic Benin betasatellite
Cotton leaf curl Gezira alphasatellite
Cotton leaf curl Gezira betasatellite
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Okra leaf curl virus

Okra yellow crinkle Cameroon alphasatellite
Okra yellow crinkle virus

Pepper yellow vein Mali virus
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ToLCNGYV :
ToLCTGB :

ToLCV:
ToMoV :
TYDV :

TYLCMLYV :
TYLCTHV :

TYLCV:

TYLCV-IL :

WAAV1 :

Sweet potato leaf curl virus
Tobacco leaf curl Zimbabwe virus
Tomato leaf curl Burkina Faso virus
Tomato leaf curl Cameroon virus
Tomato leaf curl Ghana betasatellite
Tomato leaf curl Ghana virus
Tomato leaf curl Gujarat virus
Tomato leaf curl Mali virus

Tomato leaf curl New Dehli virus
Tomato leaf curl Nigeria virus
Tomato leaf curl Togo betasatellite
Tomato leaf curl virus

Tomato mottle virus

Tobacco yellow dwarf virus

Tomato yellow leaf curl Mali virus

Tomato yellow leaf curl Thailand virus

Tomato yellow leaf curl virus
Tomato yellow leaf curl virus-Israel

West Africa Asystasia begomovirus 1

Liste des abréviations

a) Organismes et institutions

3P:

AIRD :

CIRAD:

GenBank :
ICTV :

Pole de Protection des Plantes

Agence Inter-établissements  de

Développement

Recherche

pour

le

Centre de coopération Internationale en Recherche Agronomique

pour le Développement

Banque de données génomiques des Etats-Unis d’ Amérique

International Committee on Taxonomy of Viruses



INERA:
IRD:
LVBV :
NCBI :
UFR/SVT :

UMR/PVBMT :

Institut de I’Environnement et de Recherches Agricoles

Institut de Recherche pour le Développement

Laboratoire de Virologie et Biotechnologie Végétale

National Center of Biotechnology Information

Unité de Formation et de Recherche/Sciences de la Vie et de la
Terre

Unité Mixte de Recherche/Peuplements Végétaux et Bio-
agresseurs en Milieu Tropical

b) Autres abréviations

AAP :
ADN :
ADN-A :
ADN-B :
ADNdb :
ADNSsD :
ANSL :

ARN :
ARNmM :
ASL :
BamHlI :

cccDNA :
CMD:
CMGs :
COl :
CP:
CR:
dNTP :

Acquisition Access Period

Acide Désoxyribonucléique

Composant A du génome des bégomovirus

Composant B du génome des bégomovirus

Acide désoxyribonucléique double brin

Acide désoxyribonucleique simple brin

Biotype Sub-Saharan Africa non-Silver Leafing (mouches
blanches)

Acide Ribonucléique

Acide Ribonucléique messager

Biotype Sub-Saharan Africa Silver Leafing (mouches blanches)
Enzyme de restriction produit par la souche bactérienne Bacillus
amyloliquefaciens

Forme super-enroulée de I’ADN viral

Cassava mosaic disease

Cassava mosaic geminiviruses

Cytochrome oxydase |

Protéine de Capside virale

Common region

désoxynucléotide triphosphate



EcoRl :

ELISA :
Genn. :
IAP :
IR:
LIR:
MEAM :
MED :
MgCl; :
ML :
MP :
MSD :
NGS :
NSP :
OLCD:
ORF:
Ori :

pb :
PCR:
PDR :
Pstl :

PTGS :
PYVD:
RA:
RCA:
RCR:
RDR :

REnN :
Rep:

Enzyme de restriction produit par la souche bactérienne
Escherichia coli

Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay

Gennadius

Inoculation Access Period

Intergenic Region ou Région intergénique

Long intergenic region

Espéce cryptique Middle East-Asia Minor (mouches blanches)
Espéce cryptique Mediterranean (mouches blanches)
Dichlorure de magnésium

Maximum-likelihood

Protéine de Mouvement

Maize streak disease

New Generation Sequencing

Nuclear Shuttle Protein

Okra leaf curl disease

Open Reading Frames ou Cadre ouverte de lecture

Origine de réplication

Paire de bases

Réaction de Polymérisation en Chaine

Pathogen-derived resistance

Enzyme de restriction produit par la souche bactérienne
Providencia stuartii

Post-Transcriptional Gene Silencing

Pepper yellow vein disease

Random Amplification

Rolling Circle Amplification

Rolling Circle Replication ou Réplication en Cercle Roulant
Recombination-Dependent Replication ou Réplication dépendante
de la Recombinaison

Replication Enhancer ou Protéine activatrice de la réplication

Protéine de Réplication



SCR:
SDT :
SGS:
SIR:
SiRNA :
SRAS :
RC1:

ssDNA :

TAS-ELISA :

TGS :
ToLCD:
TrAP :

TYLCD:
Vo :

Satellite Conserved Region

Strain Demarcation Tools

Second Generation Sequencing

Short intergenic region

Small interfering Ribonucleic Acid

Syndrome respiratoire aigu severe

Protéine multifonctionnelle intervenant dans la séverité de la
maladie

Single-stranded circular DNA

Triple Antibody Sandwich-Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
Transcriptional Gene Silencing

Tomato leaf curl disease

Transcriptional Activator Protein ou Protéine activatrice de la
transcription

Tomato yellow leaf curl disease

brin viral
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Introduction

1. Contexte général

“Les maladies infectieuses ne disparaitront jamais. Il en
naitra toujours de nouvelles; il en disparaitra lentement
quelques-unes; celles qui subsisteront ne se montreront
plus sous la forme que nous connaissons aujourd "hui “

Charles Nicolle — Destin des maladies infectieuses, 1933

Lauréat du Prix Nobel de Médecine

Les maladies associées a des populations virales émergentes font 1’actualité de ce début
de siécle. On peut citer en exemple quelques maladies virales émergentes de I’Homme
(Syndrome respiratoire aigu sévere, SRAS, Holmes & Rambaut, 2004 ; dengue, Farrar
et al., 2007; chikungunya, Pialoux et al., 2007; Ebola, Coltart et al., 2017; Zika, Saiz et
al., 2017), des animaux (fievre aphteuse Grubman & Baxt, 2004) et des plantes
(enroulement foliaire et jaunissement de la tomate, Navas-Castillo et al., 2011; striure
brune du manioc, Patil et al., 2015; nécrose létale du mais, Mahuku et al., 2015).
Cependant, méme si les virus ont longtemps €té regardés comme des parasites ou des
pathogenes, les derniéres avancées en métagénomique virale ont permis de démontrer
que les virus font partie intégrante du vivant et qu’ils représentent le groupe
d’organisme vivant le plus abondant et diversifi¢ au Monde (Suttle, 2005; Roossinck,
2013).

L'émergence d’une nouvelle maladie virale apparait aujourd’hui comme un processus
naturel associé aux déplacements des équilibres écologiques aux seins des
communautés hétes/virus. Ainsi, parmi le large spectre d'association entre virus et
hotes, incluant la symbiose et le mutualisme, I'association antagoniste aboutissant a
I'expression de maladie serait minoritaire. En effet, durant des millions d’années, de
nombreux phytovirus ont co-évolué avec leurs hétes sauvages (Cooper & Jones, 2006).
Ce processus évolutif progressif a permis aux virus de s’adapter de fagon trés fine aux
évolutions de leurs hotes, en intégrant les aspects les plus complexes de leur biologie.

La domestication des plantes a profondément perturbé cette coévolution, en modifiant
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rapidement les relations entre les plantes cultivees, les virus et leurs vecteurs (Jones,
2009). Ces perturbations de 1’équilibre des pathosystémes ont été exacerbées par le
transport des plantes cultivées de leurs centres de domestication vers des régions
lointaines ou d'autres continents. Ces invasions biologiques ont favorisé de nouvelles
rencontres entre les plantes cultivées et les virus. Associées aux pratiques agricoles
modernes, tels que les monocultures, ils ont favorise I’émergence d’épidémies
fréquentes et dommageables, généralement considérées comme rares dans les

communautés végetales indigenes.

La plupart des recherches in natura en évolution virale ont porté sur I'évolution de virus
a ARN, qui représentent les plus importants agents pathogenes viraux humains et
animaux en général. Leur succeés en tant que virus émergent a souvent été attribué a des
taux d'évolution trés élevés, que ce soit par mutation ou recombinaison. En effet, méme
si il est toujours difficile de lier taux d'erreur et taux de substitution, le peu de fidélité
des ARN polymérases et des transcriptases inverses serait un atout majeur pour la
création de diversité et I'adaptation a de nouveaux hotes et nouvelles conditions virus-
hote-environnement. Au contraire, chez les plantes la plupart des émergences virales
sont liées aux virus a ADN simple brin (ADNsb) du genre Begomovirus et Mastrevirus
de la famille des Geminiviridae (Seal et al., 2006). Malgré leur réplication par les
polymérases cellulaires de leur hote, ayant un niveau de fidélité élevé, ces virus
présentent un taux élevé de mutation et de recombinaison et affichent a I'échelle de la
population ou de I'néte des niveaux de diversité comparables a ceux de certains virus a
ARN (Isnard et al., 1998; Ge et al., 2007; Duffy & Holmes, 2008). Le potentiel
important d'évolution de ces virus a ADNsb, I'importante gamme de plantes hotes
monocotylédones et dicotylédones et la trés large distribution géographique et gamme
d’hote de leurs insectes vecteurs ont fait de ces virus une menace majeure pour la
sécurité alimentaire de nombreux pays dans le monde et d'Afrique en particulier. Outre
I'impérieuse nécessité de lutter contre ces maladies, elles nous offrent 1I’opportunité de
mieux comprendre les conditions et les facteurs associés a leur émergence et les

mécanismes biologiques et moléculaires sous-jacents.
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2.  Geéminivirus

2.1. Généralités et classification des géminivirus

La famille des Geminiviridae comprend des virus dont le génome est constitu¢ d’une
molécule (monopartite) ou de deux molécules (bipartite) d’ADN simple brin (ADNsb)
protégées par une capside icosaédrique en doublet de 18-20 nm de diametre et d’environ
30 nm de long (Figure 1) qui a donné son nom a cette famille virale (du latin Geminus,
jumeau) (Zhang et al., 2001; Jeske, 2009).

Figure 1 : (a) Reconstruction par cryo-microscopie électronique de la particule virale du maize streak
virus (MSV). L’échelle représente 10 nm. D’aprés Zhang et al., 2001. (b) Particules virales purifiées de
MSV montrant leur forme icosaédrique associée en doublets. L’échelle représente 50 nm. D’apres Brown

etal., 2011.

Historiquement, ces virus avaient été classés en quatre genres, en fonction de leur
gamme d’hote, leur insecte vecteur et leur organisation génomique (Brown et al., 2011),
avec le genre Mastrevirus, infectant principalement des plantes monocotylédones et
transmis par des cicadelles, le genre Begomovirus, infectant principalement des plantes
dicotylédones et transmis exclusivement par l'aleurode Bemisia tabaci, le genre
Curtovirus infectant des plantes dicotylédones et aussi transmis par des cicadelles et
enfin le genre Topocuvirus infectant des plantes dicotylédones et transmis par un
membracide (pour revue Rojas et al., 2005). Grace a I’essor des nouvelles méthodes de
biologie moléculaire, et notamment le développement de protocoles de clonage et de
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séquencage adaptés aux géminivirus (Inoue-Nagata et al., 2004; Haible et al., 2006;
Shepherd et al., 2008), de nombreuses nouvelles especes ont été caractérisées, et cing
nouveaux genres ont été récemment approuves dans la famille Geminiviridae par
’International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV, Zerbini et al., 2017) :
Becurtovirus, Eragrosvirus et Turncurtovirus (Varsani et al., 2014) puis Capulavirus,
Grablovirus (Varsani et al., 2017). En outre, quatre autres espéces de virus tres
divergents qui sont étroitement liés aux géminivirus ont été acceptées par le Comité
exécutif de I'ICTV pour inclusion dans la famille Geminiviridae et resteront non
attribuées a un genre, en attendant l'identification des especes vectrices et la
confirmation la morphologie de la particule virale (Varsani et al., 2017). 11 s’agit des
espéces Apple geminivirus (Liang et al., 2015), Citrus chlorotic dwarf associated virus
(Loconsole et al., 2012; Guo et al., 2015), Grapevine geminivirus A (Al Rwahnih et al.,
2017), Mulberry mosaic dwarf associated virus (Lu et al., 2015; Ma et al., 2015) et
Tomato associated geminivirus 1 (Fontenele et al., 2017). Ces récentes découvertes ne
font que confirmer la trés grande diversité et plasticité d'organisation génomique des
géminivirus et des virus @ ADN circulaire simple brin en genéral (Krupovic, 2013;
Labonté & Suttle, 2013; Roux et al., 2013).

Parmi les neuf genres actuellement définis qui composent la famille des Geminiviridae,
le genre Begomovirus dont 1’espéce type est le Bean golden mosaic virus comporte le
plus grand nombre d’espéces décrites, selon le seuil de distinction taxonomique de 91 %
d’identité nucléotidique (Brown et al., 2015), avec plus de 320 espéces reconnues par
I’ICTV (nombre en augmentation permanente). Il est suivit du genre Mastrevirus dont
I’espéce type est le Maize streak virus (MSV) avec plus de 30 especes reconnues
(Zerbini et al., 2017) sur la base d’un seuil distinction de 78 % d’identité nucléotidique
(Muhire et al., 2013).
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2.2. Organisation génomique des genres Begomovirus et Mastrevirus
2.2.1. Organisation génomique des genres Begomovirus

Sur la base de leur origine, les bégomovirus ont été divisés en deux groupes : les
bégomovirus du Nouveau Monde regroupant les pays du continent américain et de
I’Ancien Monde impliquant le reste du monde (Abhary et al., 2007). La plupart des
bégomovirus originaires de 1’Ancien Monde sont monopartites, alors que ceux
originaires du Nouveau Monde sont presque exclusivement bipartites (Figure 2) (Duffy
& Holmes, 2007; Melgarejo et al., 2013; Sanchez-Campos et al., 2013; Brown et al.,
2015).
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Figure 2 : Organisation génomique des géminivirus. Les ORFs sont colorés conformément & la fonction
des protéines correspondantes. LIR, long intergenic region; SIR, short intergenic region; CR, common

region. D’aprés Zerbini et al., 2017.
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Les bégomovirus monopartites possedent un unique composant génomique, appelé
ADN-A like, d’une taille d’environ 2800 pb tandis que le génome des bégomovirus
bipartites est constitué de deux composants, appelé ADN-A et ADN-B, de taille
similaire. Chacun des composants possede des genes codant pour plusieurs protéines et
une région intergénique (Intergenic Region, IR) d’environ 200 pb comprenant 1’origine
de réplication (ori), les itérons (courtes séquences répétées), la région commune
(Common Region, CR) et la tige boucle (5 TAATATT|AC 3°) (Brown et al., 2011,
Zerbini et al., 2017 ; Figure 2).

L’ADN-A porte une IR et six cadres ouverts de lecture (régions codantes) ou
ORFs (Open Reading Frames) dont certains sont chevauchants (Brown et al., 2011;
Fondong, 2013). Dans le sens viral, ’'ORF V1 (AV1 chez les bipartites) code pour la
Protéine de Capside CP qui représente 1’unité de base dans la constitution de la
particule virale en doublet des géminivirus. L’ORF V2 (AV2 chez les bipartites) code
pour la Protéine de Mouvement MP qui intervient dans les mécanismes de diffusion du
virus dans la plante héte (Brown et al., 2011; Fondong, 2013). Les bégomovirus
bipartites du Nouveau Monde ne possédent pas I’ORF AV2 (Rojas et al., 2001; Bull et
al., 2007; Fondong, 2013; Hanley-Bowdoin et al., 2013). Dans le sens complémentaire,
I’ORF C1/AC1 code pour la protéine associée a la réplication (Rep). L’ORF C2/AC2
code pour la TrAP (Transcriptional Activator Protein) une protéine activatrice de la
transcription et responsable de la transactivation des ORFs AV1 et BC1 (Sunter &
Bisaro, 1997; Wezel et al., 2001). La TrAP est également impliquée dans la suppression
du mécanisme de Post-Transcriptional Gene Silencing (PTGS) (Voinnet et al., 1999;
Vanitharani et al., 2005). La protéine REn (Replication Enhancer) (ORF C3/AC3) est
une protéine activatrice de la réplication (Hanley-Bowdoin et al., 1999). La protéine C4
codée par ’ORF C4/AC4 semble étre un determinant majeur dans I'expression des
symptémes, et également un suppresseur du PTGS (Krake et al., 1998; Vanitharani et
al., 2005).

L’ADN-B porte deux ORFs qui codent pour deux protéines. La protéine MP
(ORF BC1) est impliquée dans le mouvement de cellule a cellule de I’ADN viral tandis
que la protéine NSP (Nuclear Shuttle Protein, ORF BV1) est impliquée dans le
transport de I’ADN viral du noyau vers le cytoplasme a travers la membrane nucléaire

(Sanderfoot et al., 1996; Gafni & Epel, 2002).
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Trois types de molécule d’ADNsb ont principalement été décrits en association
avec les bégomovirus monopartites : les alphasatellites et les betasatellites d’une taille
d’environs 1350 nucléotides chacun (Briddon & Stanley, 2006; Zhou, 2013) et les
deltasatellites d’une taille d’environs 700 nucléotides (Lozano et al., 2016). Les
alphasatellites (précédemment connus sous le nom d'ADN-1, Briddon et al., 2004) ne
sont pas des satellites stricts, puisqu'ils sont capables d’autoréplication dans les cellules
végetales, mais dépendent de leurs bégomovirus assistants, également nommeés
« helper », pour le mouvement intra-plante et la transmission inter-plantes via I’insecte
vecteur (Mansoor et al., 1999; Saunders & Stanley, 1999). Ces satellites qui codent pour
une seule protéine associée a la réplication (alpha-Rep, Zhou, 2013), semblent moduler
la virulence du complexe bégomovirus-betasatellite (Idris et al., 2011) en diminuant,
voir en supprimant 1’expression des symptomes de certaines maladies a bégomovirus. Si
les alphasatellites ont d'abord été identifiés dans 1’Ancien Monde en association avec
des bégomovirus monopartites (Saunders et al., 2000; Briddon et al., 2001), des
données récentes décrivent des alphasatellites en association avec des bégomovirus
bipartites dans I'Ancien (Patil & Fauquet, 2010; Harimalala et al., 2013). et le Nouveau
Monde (Paprotka et al., 2010; Romay et al., 2010).

Les betasatellites (précédemment connus sous le nom d'ADN-B) contiennent
trois régions conservées : une séquence riche en Adénine (A-rich sequence), une
séquence conservée connus sous le nom de région conservée des satellites (satellite
conserved region, SCR) et un seul géene dans le sens complémentaire qui code pour une
petite protéine (~118 acides aminés) connue sous le nom de BC1. La protéine BCI1 est
une protéine multifonctionnelle qui intervient dans la sévérité de la maladie et la
suppression de certains mécanismes de résistance de la plante comme I’extinction
génique transcriptionnelle (TGS pour transcriptional gene silencing) et ’extinction
génique post-transcriptionnelle (PTGS pour post-transcriptional gene silencing ;
Briddon et al., 2001; Cui et al., 2005; Zhou, 2013). Les betasatellites augmentent
I'accumulation de leurs bégomovirus associés dans les plantes hotes (Briddon, 2003;
Zhou et al., 2003). La seule séquence de similarité entre les betasatellites et leurs
bégomovirus est le nanonucléotide TAATATTAC dans la tige-boucle faisant partie du
SCR. Les betasatellites ont quasi-exclusivement étés identifiés en association avec des

virus monopartites en Afrique et en Asie (Zhou, 2013) méme si leur association avec un
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virus bipartite a été décrite en Inde (Sivalingam & Varma, 2012).

Les deltasatellites, troisieme classe d'ADN satellites en association avec des
bégomovirus, a récemment éte définit (Fiallo-Oliveé et al., 2012; Zhou, 2013; Lozano et
al., 2016). Ces satellites non codant, auparavant qualifiés de défectifs, comprennent
entre autres le satellite associé au Tomato leaf curl virus un bégomovirus monopartite
d’Australie (ToLCV-sat; Dry et al.,, 1997), des satellites identifiés a partir d’une
collection de Bemisia tabaci en Floride (Ng et al., 2011) et les satellites trouvés a Cuba
(Fiallo-Olivé et al., 2012). Cependant, ils sont distincts des alphasatellites et des
betasatellites en raison de la petite taille de leur génome (~ 700 nucléotides) et de
I’absence d'ORF. Ces satellites contiennent une tige boucle portant le nanonucléotide
TAATATTAC, une TATA box et des itérons des bégomovirus dont une région riche en
Adénine (A-rich) et une petite région partageant un pourcentage d’identité nucléotidique
élevé avec des SCRs de betasatellites (Zhou, 2013). D'autres études sont nécessaires
pour confirmer si ces molécules d’ADN satellites sont répliquées par leurs virus
associes et si elles ont des rdles similaires & celles des betasatellites ou des
alphasatellites dans la pathogénicité.

2.2.2. Organisation génomique du genre Mastrevirus

Les mastrévirus ont un génome monopartite (ADN-A) d’une taille d’environ 2700 pb
qui comprend quatre ORFs, V1 et V2 codés par le brin viral et, C1 et C2 (ORFs
chevauchants), portés par le brin complémentaire. Les ORFs V1 et V2 codent
respectivement pour la MP et la CP. Le transcrit qui porte les ORFs C1 et C2 codent,
apres épissage, pour une Rep (Mullineaux et al., 1990; Dekker et al., 1991; Wright et
al., 1997). Deux IRs séparent les deux paires d’ORFs, une grande appelée LIR (Large
Intergenic Region) qui porte I’ori et le promoteur bidirectionnel et une petite appelée
SIR (Small Intergenic Region) qui contient les deux signaux de terminaison des
transcrits (Figure 2). Récemment, un alphasatellite et un betasatellite ont été associés a
un mastrévirus chez le blé. Ce fut la premiére fois que I'un de ces composants a été

identifié chez une monocotylédone (Kumar et al., 2014).
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2.3. Réplication et transcription

Les géminivirus sont dépendants de la machinerie cellulaire de I'h6éte pour leur
réplication dont des facteurs comme I’ADN polymérase cellulaire. Les géminivirus se
multiplient dans le noyau de cellules différenciées en phase G qui ont terminé leur
activité de réplication propre. L’infection virale réactive la réplication en convertissant
la cellule en phase S du cycle cellulaire (Hanley-Bowdoin et al., 1999). Pour les
mastrévirus, la synthése du brin complémentaire aprés décapsidation de I’ADN viral se
fait a partir d’'une amorce d’ADN déja présente et hybridée dans la région SIR (Figure
3). Pour les bégomovirus, il y a synthése d’une amorce ARN complémentaire a la IR
apreés décapsidation (Saunders & Stanley, 1999). La synthése du brin complémentaire
est initiée a partir de ces amorces (Figure 3). L’ADN db circulaire des deux types de
virus en s'associant avec les histones de la cellule hote, forme des minichromosomes
viraux. Cette premiére étape est réalisée avec la seule utilisation des protéines de I'h6te
(Pilartz & Jeske, 1992). Cet ADN db est alors capable de se répliquer en cercle roulant
(Rolling Circle Replication ou RCR, Figure 3) de maniére analogue aux phages a ADN
circulaire simple brin (Novick, 1998). Apres liaison a I'ADN au niveau des iterons, la
protéine Rep initie le cycle de réplication en introduisant une ouverture (|) au sein de la
séquence conservée de la tige boucle (TAATATT|AC) (Hanley-Bowdoin et al., 1999).
Apres le clivage, la protéine Rep se retrouve liée de fagon covalente au bout 5’ de
I’ADN clivé. La synthése de ’ADN simple brin (ADNsb) est régulée par 1’activité
synergique des protéines TrAp et REn qui agissent respectivement sur 1’activation de la
transcription et I’augmentation de la réplication (Sunter & Bisaro, 1991). Selon Xie et
al., (1999), les géminivirus dépendent des facteurs cellulaires pour compléter leur cycle
de réplication. Ce modeéle de réplication en cercle roulant a été confirmé par
microscopie électronique (Jeske et al., 2001). Ces expériences ainsi que d'autres
utilisant I'électrophorése bidimensionnelle, ont par ailleurs permis I'identification
d'intermédiaires additionnels de réplication compatibles avec un modéle de réplication
dépendante de la recombinaison (Recombination-Dependent Replication ou RDR). Ce
mécanisme utilise des intermédiaires réactionnels et est analogue a celui du
bactériophage T4 (Mosig, 1998; Mosig et al., 2001; Preiss & Jeske, 2003).
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La transcription a aussi lieu dans le noyau de la cellule. Elle est bidirectionnelle depuis
les séquences promotrices situées au sein de la zone intergénique pour tous les ORFs,
excepté pour les ORFs C2 et C3 ou la région promotrice est intégrée dans I’ORF C1. La
transcription des bégomovirus est complexe, aboutissant frequemment a des ARN
messagers polycistroniques (Hanley-Bowdoin et al., 1989; Sunter & Bisaro, 1989;
Shivaprasad et al., 2005).

Synthése de la forme réplicative
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Figure 3 : Schématisation du processus de réplication des géminivirus.

N

Synthése de la forme réplicative ADN db : Pour les mastrévirus aprés décapsidation de I’ADN viral
(noir), la synthése du brin complémentaire se fait a partir d’une amorce d’ADN (rouge) déja présente et
hybridée dans la région SIR (indiquée). Pour les bégomovirus, aprés décapsidation, la synthése d’une
amorce ARN (rouge) complémentaire a la région intergénique IR indiquée. La synthése du brin
complémentaire est initiée a partir de ces amorces. Les ADN db circulaires serviront dans la réplication.
D’apres Bernardi & Timchenko, 2008.

Réplication en cercle roulant (RCR) : Etape a : accrochage de la protéine associée a la réplication (Rep)
a ’origine de réplication (ori). Etape b : ouverture de I’ADN et liaison covalente de la Rep a I’extrémité
5°. Etape c : déplacement et réplication. Etape d : nouvelle ouverture de I’ADN, fermeture des ADN
simple brin et relargage de la Rep.

Réplication dépendante de la recombinaison (RDR) : Etape € : interaction entre un ADN simple brin
incomplet et la forme super-enroulée de I’ADN viral (cccDNA) a des sites homologues. Etape f :
recombinaison homologue. Etape g : élongation de I’ADN simple brin. Etape h : synthése de I’ADN
complémentaire et obtention d’un ADN double brin. D’apreés Jeske et al., 2001.
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3. Transmission circulante non propagative des géminivirus par des

hémiptéres

Les piéces buccales de la plupart des insectes vecteurs de virus témoignent d'un mode
d'alimentation de type piqueur-suceur (Gray & Banerjee, 1999). Ce type morphologique
est commun aux insectes qui s'alimentent de contenus cellulaires et surtout de seve
phloémienne, tels que les aleurodes, cicadelles et pucerons (pour revue Blanc et al.,
2014). Leurs stylets leurs permettent de pénétrer dans les tissus et de traverser les parois
cellulaires et les membranes cytoplasmiques par l'intermédiaire de forces mécaniques
et/ou avec l'aide d'enzymes salivaires et intestinales. C'est au cours des périodes
d'alimentation comportant des phases d'ingestion et de salivation qu'ils acquiérent et
inoculent respectivement les particules virales. Les géminivirus sont considérés comme
des virus circulants non multipliant, ¢’est a dire qu’ils circulent dans le corps de
I’insecte et traversent plusieurs membranes cellulaires, celles de 1’épithélium intestinal
pour se retrouver dans le corps de l’insecte, et celles des glandes salivaires qui
permettent leur évacuation par salivation dans une plante héte (pour revue Ghanim,
2014).

Les bégomovirus sont transmis aux plantes par 1’intermédiaire de 1’insecte vecteur,
Bemisia tabaci (Hemiptera : Aleyrodidae), selon le mode circulant persistant (Czosnek
et al., 2001). L’existence de cette spécificité de transmission suggere une association «
intime » dans laquelle sont impliquées a la fois les protéines codées par le virus et le
vecteur (pour revue Gray et al., 2014). B. tabaci est un aleurode mesurant 1 a 1,5
millimétre de long qui arbore une couleur blanche-jaunatre (Figure 4). 1l appartient a un
complexe d’espéces cryptiques communément appelées biotypes (Dinsdale et al.,
2010). Insecte phytophage, il semble se nourrir essentiellement de seve élaborée. Une
fois ingéré par I'insecte via le bol alimentaire, le virus va pénétrer dans le tractus
intestinal. 1l va ensuite traverser une premiére barriére spécifique qui est la paroi de
1I’épithélium intestinal pour se retrouver dans I’hémolymphe de I’insecte (Ohnishi et al.,
2009; Uchibori et al., 2013). Les particules virales vont ensuite s’associer puis traverser
la deuxiéme barriere a la transmission que representent les glandes salivaires. Le virus

circulant peut ainsi étre transmis a une nouvelle plante par salivation lors de
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I’alimentation de I’insecte (Czosnek, 2007; Becker et al., 2015). De nombreuses zones
d’ombres persistent toutefois sur le mouvement du virus dans son vecteur et notamment
sur les interactions cellulaires et moléculaires entre les bégomovirus et B. tabaci, la
forme de circulation du virus dans 1’insecte vecteur (particule virale, nucléoprotéine...)
et ’existence de morphes viraux particuliers impliqués dans le mouvement a travers le

vecteur et adaptés a la transmission (Blanc et al., 2011).

Figure 4 : Couple d'individus adultes de Bemisia tabaci en alimentation sur une feuille. Source : CIRAD.

Les virus du genre Mastrevirus sont transmis par plusieurs especes de cicadelles du
genre Cicadulina (Hemiptera : Cicadellidae), qui se nourrissent et se reproduisent sur
une large gamme d’especes de Poaceae comprenant des poacées sauvages et cultivées.
Ce genre est tres homogene pour la structure du corps, de la téte et des ailes ainsi que
pour de nombreux caractéres de I’appareil reproducteur male, mais se distingue
géneralement par des variations de la coloration de la robe (Webb, 1987). Parmi ces
cicadelles, Cicadulina mbila représente un vecteur particulierement efficace pour la
transmission du MSV sur mais avec des taux de transmission individuelle de 100%
(Reynaud, 1988). L’étude de son comportement alimentaire et de ses capacités
d’acquisition et d’inoculation du MSV ont montré que C. mbila a la capacité d’ingérer

massivement des particules virales a partir des cellules non phloémiennes (épiderme et
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mésophylle), contrairement a B. tabaci. Cette particularité est compatible avec le fait
que C. mbila est capable d’acquérir le MSV suite a une période d’alimentation de
quelques secondes sur plantes virosees puis de le transmettre durant toute sa durée de
vie (Storey, 1938; Reynaud, 1988; Lett et al., 2001, 2002).

4. Origine, diversite, évolution et dissemination des geminivirus
4.1. Origine des géminivirus

Il existe un certain nombre de preuves suggérant que les géminivirus modernes auraient
évolué a partir de réplicons d'ADN extra-chromosomiques présents chez les ancétres
procaryotes ou eucaryotes primitifs des plantes modernes (Koonin & llyina, 1992);
Figure 5 d’aprés Rojas et al, 2005). Dans ce scénario, le géminivirus ancestral est
envisagé sous la forme d'un plasmide extra-chromosomique circulaire d’ADN sb qui se
serait répliqué par un mécanisme de cercle roulant impliquant une forme réplicative
d’ADN db. Les relations phylogénétiques étroites des protéines Rep des géminivirus
avec celles des protéines Rep des plasmides des phytoplasmes, ainsi que la
ressemblance structurelle forte entre la CP des géminivirus et celle des virus
icosaédriques a ARNsb ont permis de proposer un deuxiéme scénario évolutif dans
lequel I’acquisition du géne codant pour la protéine de capside d’un virus de plante a
ARNSsb par un plasmide de phytoplasme a donné naissance a I’ancétre des géminivirus
(Figure 5, Krupovic et al., 2009). Les principales preuves d’une origine tres ancienne
des géminivirus sont (i) la nature conservée des genes protéiques de Rep parmi les
réplicons d'’ADN procaryotes et eucaryotes modernes et (ii) les caractéristiques des
procaryotes présentes chez les géminivirus modernes (comme par exemples, les
propriétés du promoteur de la CP, les ARNm polycistroniques et I’existence d’une
capacité de réplication dans les cellules procaryotes). Ainsi, le ou les ancétre(s) des
géminivirus serai(en)t apparu(s), il y a des milliards d'années, sous une forme primitive
ne codant que pour des proteines destinées a la réplication de I'ADN (pour revues Rojas
et al., 2005; Hull, 2014).
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d'échelle représente le nombre de substitutions d'acides aminés par site. D’aprés Krupovic et al., 2009.
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4.2. Diversité génetique des bégomovirus et mastrévirus

En raison de leur impact majeur sur le rendement de nombreuses cultures, 1’intérét pour
les géminivirus n’a cessé d’augmenter depuis ces derniéres décennies, aboutissant a la
caractérisation fréquente de nouvelles espéces. Néanmoins, les efforts de caractérisation
se sont principalement focalisés sur les plantes d’intérét agronomique, fortement
impactées par les maladies émergentes, et la diversité connue des bégomovirus, bien
qu’impressionnante, ne représente probablement qu’une infime partie de leur diversité
réelle. En effet, on considere que la majeure partie des maladies causées par les
bégomovirus sont liées au passage de virus indigenes, ayant co-évolué avec leur(s)
hote(s) naturel(s), sur des plantes introduites notamment pour la culture, non adaptés a
ces virus et donc souvent plus sensibles a leur infection. Les exemples les plus
emblématiques sont les maladies de la mosaique du manioc (Patil & Fauquet, 2009) et
de la striure du mais (Shepherd et al., 2010b), toutes deux endémiques d’Afrique mais
absente d’Amérique du Sud, l'aire d'origine des plantes infectées. De plus, de maniére
globale, la diversité des bégomovirus est structurée géographiquement (Briddon et al.,
2010 ; Figure 6), et différentes lignées virales semblent s’étre adaptées indépendamment
aux méme plantes hotes. Aussi, la diversité des especes virales infectant un héte est
souvent tres différente dans les zones géographiques d’introduction secondaire, de celle
de son aire d’origine (Nawaz-ul-Rehman & Fauquet, 2009). Tous ces éléments
suggeérent qu'une grande diversité de géminivirus reste encore a décrire a partir de

plantes non-cultivées des écosystemes naturels (Bernardo et al., 2017).
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4.2.1. Bégomovirus

Le biais dans la découverte de la diversité virale est particulierement prégnant en
Afrique. En effet, sur 322 especes de bégomovirus décrites actuellement dans le monde
(ICTV), les 50 espéces décrites en Afrique (Tableau 1) ont été caractérisées
essentiellement a partir d’un nombre restreint de plantes cultivées, comme le manioc
(Manihot esculenta), la tomate (Solanum esculentum), le gombo (Abelmoschus
esculentus), le tabac (Nicotiana tabacum), le haricot (Phaseolus vulgaris) et la patate
douce (Ipomoea batatas) (Figure 7). Les bégomovirus africains les plus étudiés et ayant
le plus important impact économique sont sans nul doute ceux associés a la maladie de
la mosaique du manioc (cassava mosaic disease, CMD; (Legg et al., 2014b). Cette
maladie, décrite dans toutes les régions d’Afrique sub-saharienne, est causée par un
complexe d’au moins neuf espéces bipartites de bégomovirus dénommés « cassava
mosaic geminiviruses » (CMGs, Legg et al., 2014a). La tomate est aussi I’une des
cultures les plus fortement impactée a I'échelle mondiale par des maladies causees par
des bégomovirus. Cette plante qui présente une trés forte susceptibilité aux
bégomovirus s’est révélée étre un biomarqueur remarquable pour leur détection. Ainsi,
plus de 90 espéces de bégomovirus ont été identifiés sur tomate a travers le monde. En
Afrique, pas moins de 25 espéces ont été décrites, et de cette plante sont
continuellement caractérisées de nouvelles espéces de bégomovirus (Rey et al., 2012;
Leke et al., 2015). La majorité des especes africaines infectant la tomate forment un
groupe monophylétique, bien distinct des especes retrouvées par ailleurs dans les autres
aires d’introduction de la tomate ou de son aire d’origine, suggérant une nouvelle fois
I’adaptation indépendante de lignées virales africaines a cette plante sensible (Rey et al.,
2012).

Six especes de bégomovirus ont été associées aux maladies de I’enroulement et/ou
du jaunissement foliaire de la tomate en Afrique de 1’Ouest et Centrale. Il s'agit des
especes virales suivantes : Pepper yellow vein Mali virus (PepYVMLV ; Zhou et al.,
2008), Tomato leaf curl Cameroon virus (TOLCCMV, Leke et al., 2011), Tomato leaf
curl Ghana virus (TOLCGHV ; Osei et al., 2008); Tomato leaf curl Mali virus
(ToLCMLV ; Zhou et al., 2008), Tomato leaf curl Nigeria virus (TOLCNGV ; Kon and
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Gilbertson, 2012), Tomato yellow leaf curl Mali virus (TYLCMLYV ; Chen et al., 2009;
Lett et al., 2009; Sattar et al., 2015).

Tableau 1 : Liste des 50 especes de bégomovirus décrites en Afrique (ICTV, 2017)

Numéro d‘accession d'une

Espéce virale Pays Acronyme .
séquence type
African cassava mosaic Burkina Faso virus # Burkina Faso ** ACMBFV HEG616777
African cassava mosaic virus Cameroun ***** ACMV J02057; J02058
Ageratum leaf curl Cameroon virus # Cameroun ***** ALCCMV FR873230
Cassava mosaic Madagascar virus Madagascar * CMMGV HE617299; HE617300
Chayote yellow mosaic virus Nigeria ** ChaYMV AJ223191
Cotton leaf curl Gezira virus Burkina Faso ** CLCuGV-BF FN554540
Cameroun ***** CLCuGV-CM FM210276
Egypte *** CLCuGV-EG AF155064
Madagascar * CLCuGV-MG AMT701757
Mali ** CLCuGV-ML EU024120
Niger ** CLCuGV-NE EU432373
Soudan *** CLCuGV-SD AF260241
Cowpea golden mosaic virus Nigeria ** CPGMV AF029217
East African cassava mosaic Cameroon virus Cameroun ***** EACMCMV AF112354; AF112355
East African cassava mosaic Kenya virus Kenya * EACMKV AJ717572; AJ704971
East African cassava mosaic Malawi virus Malawi * EACMMV AJ006460
East African cassava mosaic virus Kenya * EACMV-KE AJ717542; AJ704949
Malawi * EACMV-MW JX473582
Tanzanie * EACMV-TZ AYT795983; AY795989
Uganda * EACMV-UG AF126806; AF126807
East African cassava mosaic Zanzibar virus Tanzanie * EACMzZV AF422174; AF422175
Hollyhock leaf crumple virus Egypte *** HoLCrV AJ542539
Jatropha mosaic Nigeria virus Nigeria ** JMNV JX025358
Okra leaf curl Cameroon virus # Cameroun ***** OLCuCMV HE793427
Okra yellow crinkle virus Cameroun ***** oYCrv HE793424
Mali ** OYCrV-ML DQ875879
Pepper yellow vein Mali virus Mali ** PepYVMLV AY502935
South African cassava mosaic virus Afrique du Sud ****  SACMV AF155806; AF155807
Soybean chlorotic blotch virus Nigeria ** ShCBV GQ472985; GQ472986
Soybean mild mottle virus Nigeria ** SbMMoV GQ472984
Squash leaf curl virus Egypte *** SLCV DQ285019
Sweet potato leaf curl Sao Paulo virus Afrique du Sud ****  SPLCSPV JQ621844
Sweet potato leaf curl Uganda virus Uganda * SPLCUV FR751068
Sweet potato mosaic virus Afrique du Sud ****  SPMaV JQ621843
Tobacco leaf curl Comoros virus Comores * TbLCKMV AM701760
Tobacco leaf curl Zimbabwe virus Zimbabwe * ThLCZV AF350330
Tomato curly stunt virus Afrique du Sud ****  ToCSV AF261885
Tomato leaf curl Anjouan virus Comores * ToLCAnV AM701758
Tomato leaf curl Antsiranana virus # Madagascar * ToLCANtV AM701766
Tomato leaf curl Arusha virus Tanzanie * ToLCArV EF194760
Tomato leaf curl Cameroon virus Cameroun ***** ToLCCMV HE659516
Tomato leaf curl Comoros virus Madagascar * ToLCKMV-MG AM701761
Mayotte * ToLCKMV AJ865340
Tomato leaf curl Diana virus Madagascar * ToLCDiV AM701765
Tomato leaf curl Ghana virus Cameroun ***** ToLCGHV-Ag  FR873228
Ghana ** ToLCGHV EU350585
Tomato leaf curl Madagascar virus Madagascar * ToLCMGV-Ats AJ865339
Madagascar * ToLCMGV-Men AJ865338
Tomato leaf curl Mali virus Mali ** ToLCMLV AY502936
Tomato leaf curl Mayotte virus Mayotte * ToLCYTV AJB65340
Tomato leaf curl Moheli virus Comores * ToLCMohV AM701763
Tomato leaf curl Namakely virus Madagascar * ToLCNaV AM701764
Tomato leaf curl Nigeria virus Nigeria ** ToLCNGV FJ685621
Tomato leaf curl Seychelles virus Seychelles * ToLCSCV AM491778
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Numéro d'accession d'une

Espéce virale Pays Acronyme .
séquence type
Tomato leaf curl Sudan virus Soudan *** ToLCSDV AY044137
Tomato leaf curl Toliara virus Madagascar * ToLCToV AM701768
Tomato leaf curl Uganda virus Uganda * ToLCUV DQ127170
Tomato yellow leaf curl Mali virus Burkina Faso ** TYLCMLV LM651400
Cameroun ***** TYLCMLV FM212662
Ethiopie * TYLCMLV-ET DQ358913
Ghana ** TYLCMLV EU847740
Mali ** TYLCMLV-ML AY502934
Tomato yellow leaf curl Sardinia virus Maroc *** TYLCSV AY702650
Tomato yellow leaf curl virus Egypte *** TYLCV AY594174
Maroc *** TYLCV EF060196
Maurice * TYLCV HM448447
Réunion * TYLCV AJ865337
Soudan *** TYLCV AY044138
Tunisie *** TYLCV EF101929
Watermelon chlorotic stunt virus Soudan *** WmCSV AJ245650
West African Asystasia virus 1 Afrique de I'Ouest ** WAAV1 JF694484; JF694485
West African Asystasia virus 2 Afrique de I'Ouest **  WAAV?2 JF694486

# : Especes décrites en Afrique absentes de la liste de I'ICTV
*: Pays d’Afrique de I’Est

**: Pays d’Afrique de I’Ouest

*** . Pays d’Afrique du Nord

***% . Pays d’Afrique du Sud

*HxAx - Pays d’Afrique Centrale

La maladie de I’enroulement foliaire a également été décrite sur le gombo dans de
nombreux pays d’Afrique sahélienne et ses environs (Burkina Faso Tiendrébéogo et al.,
2010 ; Cameroun, Leke et al., 2013 ; Cote d’Ivoire, (N’Guessan et al., 1992) ; Ghana
Swanson & Harrison, 1993 ; Mali Kon et al., 2009 ; Niger, Shih et al., 2009 ; Nigéria,
Tchad, Swanson & Harrison, 1993) et de la vallée du Nil (Egypte, Bigarré et al., 2001).
Plusieurs espéces de bégomovirus ont été associés a cette maladie, 1’Okra leaf curl virus
(OLCV) au Cameroun (Leke et al., 2007), le Cotton leaf curl Gezira virus (CLCuGV)
au Soudan, Niger, Cote d’Ivoire et Burkina Faso (ldris & Brown, 2002, 2005; Shih et
al., 2009; Tiendrébéogo et al., 2010), I’Okra yellow crinkle virus (OYCrV) au Mali
(Shih et al., 2007; Kon et al., 2009), et le Hollyhock leaf crumple virus (HoLCrV) en
Egypte et au Soudan (Bigarré et al., 2001; Idris & Brown, 2002).
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Figure 7 : Phylogéographie des bégomovirus décrits en Afrique de 1’Ouest et Centrale. La répartition
géographique des bégomovirus et la construction de ’arbre phylogénétique sont basées sur les séquences
complétes d’ADN-A disponibles sur GenBank/EMBL/DDBJ (Octobre, 2017).

Mis a part le manioc, la tomate et le gombo, des bégomovirus ont été détectés
dans d’autres plantes cultivées en Afrique. Une vingtaine d’especes ont ainsi €té isolées
sur des plants de tabac, de coton (Gossypium barbadense), de piment (Capsicum
annuum), de haricot (Phaseolus vulgaris), de chayotte (Sechium edule), de pignons
d’Inde (Jatropha curcas) et sur plusieurs légumineuses (pour revues Rey et al., 2012;
Leke et al., 2015). Enfin, le groupe divergent des bégomovirus monopartites décrits sur
patate douce (sweepovirus) a également été décrit en Afrique du Sud (Esterhuizen et al.,
2012), au Kenya (Miano et al., 2006), en Tanzanie (Mbanzibwa et al., 2014), et en
Ouganda (Wasswa et al., 2011).
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4.2.2. Mastrévirus

Les mastrévirus infectant les monocotylédones comptent de nos jours 25 espéces ayant
été toutes caractérisées dans 1I’Ancien Monde (Figure 8). Douze d’entre elles ont été
caractérisées en Afrique et dans les iles de I’océan Indien et neuf en Australie
(Kraberger et al., 2017). Trois especes ont été caracterisées en Eurasie et une espéce au
Vanuatu. Parmi les douze especes de mastrévirus infectant les monocotylédones en
Afrique, le MSV a été le plus étudié a cause de son effet dévastateur sur les cultures de

mais trés importantes pour 1’agriculture de subsistance.

Sept especes de mastrévirus qui infectent les plantes dicotylédones ont été décrites (pour
revue Kraberger et al., 2015). Le Chickpea chlorotic dwarf virus (CpCDV) a été
caractérisé en Afrique, au Moyen-Orient, en Turquie et en Inde (Horn et al., 1993; Liu
et al., 1997; Nahid et al., 2008; Kraberger et al., 2013) et le Chickpea yellow dwarf
virus (CpYDV) au Pakistan (Kraberger, 2014). Les cingq autres espéces a savoir le
Chickpea chlorosis virus (CpCV) (Thomas et al., 2010; Hadfield et al., 2012; Kraberger
et al., 2013), le Chickpea chlorosis Australia virus (CpCAV) (Hadfield et al., 2011), le
Tobacco yellow dwarf virus (TYDV) (Morris et al., 1992; Hadfield et al., 2012), le
Chickpea redleaf virus (CpRLV) (Thomas et al., 2010), et le Chickpea yellows virus
(CpYV) (Hadfield et al., 2012), pour I’instant, n’ont été décrits qu’en Australie
(Kraberger, 2014). Parmi ces matrévirus infectant les dicotylédones, le CpCDV est le
plus largement caractérisé avec 16 souches identifiées de nos jours (Kraberger, 2014;
Kraberger et al., 2017).
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4.3. Principaux processus évolutifs impliqués dans la diversification des

géminivirus : Mutation et Recombinaison/Réassortiment

Le taux de substitution d’un virus est exprimé en nombre de substitutions par position
nucléotidique et par unité de temps. Il représente le taux auquel les mutations se fixent
dans les génomes. Il dépend du taux de mutation, qui correspond au nombre d’erreurs
introduites par position nucléotidique et par évenement de réplication. Le taux de
substitution pouvant étre influencé par plusieurs processus en aval de la mutation, tels
que par exemple la sélection, le lien entre ces deux valeurs n'est pas toujours direct. Si
le taux de mutation est difficile a estimer et s’il dépend de plusieurs parameétres
biochimiques, il est largement lié au taux d’erreur de la polymérase utilisée pour la
réplication virale. Ces taux d’erreur varient grandement entre les ADN polymérases,
présentant divers mécanismes de correction et des taux d’erreurs relativement faibles
(entre 10° et 10 erreurs par nucléotide et par réplication; Garcia-Diaz and Bebenek,
2007) et les ARN polymérases aux taux d’erreurs nettement plus élevés (entre 107 et
107 erreurs par nucléotide et par réplication; Jenkins et al., 2002). En conséquence, les
virus & ADN, qui utilisent la polymérase de la cellule hote, évolueraient moins
rapidement que les virus @ ARN, pouvant présenter des taux de substitution entre 10 et
10° substitutions par position nucléotidique et par année (Duffy et al., 2008; Figure 9).
Néanmoins, les estimations des taux de substitution de plusieurs especes virales a ADN
simple brin se sont révélées etonnement proches des taux de substitution des virus a
ARN. Ainsi, chez les géminivirus, plusieurs études ont estimé des taux de substitution
de lordre de 10 & 10 substitutions par position nucléotidique et par année (Isnard et
al., 1998; Ge et al., 2007; van der Walt et al., 2008; Duffy & Holmes, 2009). Plusieurs
hypothéses ont été avancées pour expliquer ces taux élevés, tels que 1’incompatibilité
entre les enzymes de correction et le génome viral, la présence de structures secondaires
favorisant les erreurs, ou bien le role potentiel de protéines virales dans 1’altération de la

fidélité de la polymérase (Gutierrez, 1999; Arguello-Astorga et al., 2007).

Le taux de substitution élevé des bégomovirus en tant que moteur de leur diversification
est associé a un deuxiéme processus évolutif majeur chez les géminivirus : la

recombinaison. Elle correspond a la création de génomes hybrides a partir de portions
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d’ADN issus de génomes parentaux (Lefeuvre, 2008). La recombinaison présente
I'’énorme avantage pour un virus de permettre lI'acquisition en une seule étape d'une
grande variabilité génétique et ainsi de permettre de créer de nouveaux types
d'arrangements au sein du génome. Conjointement, mutation et recombinaison peuvent
fournir 1’accés a un polymorphisme beaucoup plus important que par mutation seule

(Stemmer, 1994; Crameri et al., 1998).

Mutation rate (mutations/site/replication)

| Retro |
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[ ssDNA | [dsDNA |
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| ssDNA || dsDNA |
| sSRNA |
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Substitution rate (substitutions/site/year)

Figure 9 : Comparaison entre taux de mutation et de substitution des virus selon la nature de leur

génome. D’aprés la revue de Duffy et al., 2008.

Plusieurs types de recombinaison peuvent é&tre distingués, tel que la
recombinaison homologue durant laquelle une portion d'un génome est remplacée par
une portion homologue d'un autre génome, la recombinaison non-homologue qui
implique le réarrangement génomique par duplication, insertion ou délétion, ou le
réassortiment (pseudo-recombinaison) durant lequel des composants entiers de génomes
multipartites sont échanges. Dans le cas de la recombinaison homologue, différents
mécanismes ont étés identifiés, tous étant intimement liés a la réplication du virus. La
recombinaison peut ainsi étre issue de cassures au niveau de la molécule d’ADN
matrice ou de conflit entre les enzymes de réplication et de transcription, qui causeraient
le détachement prématuré des complexes de réplication. Le ré-attachement de ces
complexes de réplication et du brin en cours de synthése a des matrices distinctes

provoquerait la création de molécules nucléotidiques chimeres (Owor et al., 2007). La
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recombinaison peut également étre issue des processus de réparation des ADN double
brin de la cellule héte, induits par des cassures des molécules virales double brin et
impliquant des mécanismes de recombinaison dépendante de séquences homologues.
Ce mécanisme de réplication dépendante de la recombinaison (RDR) représente un des
deux mécanismes de la réplication des géminivirus, avec la réplication en cercle roulant
(pour revue Martin et al., 2011).

Depuis longtemps, le phénomene de recombinaison a été identifié chez les
géminivirus avec des recombinaisons entre virus de méme espéce (Zhou et al., 1997),
d'espéces différentes (Briddon et al., 1996; Klute et al., 1996; Monci et al., 2002) et de
genre différents (Saunders & Stanley, 1999). Suite a I'obtention d'un nombre croissant
de séquences génomiques complétes et au développement de méthodes de détection de
la recombinaison, il a ét¢ montré que ce processus joue un réle primordial dans la
génération de la diversité chez les géminivirus (Padidam et al., 1999; Lefeuvre et al.,
2009). Si la détection fréquente de variants recombinants semble impliquer que la
recombinaison est susceptible de produire des descendants mieux adaptés que leurs
parents, rares sont les exemples vérifiés expérimentalement (Lefeuvre & Moriones,
2015). Chez les bégomovirus, I'exemple type est celui de la souche sévére Ougandaise
de I’East African cassava mosaic virus (EACMV-UG). Ce virus est issu d’une
recombinaison entre '’EACMYV et ’ACMV. En infection mixte et par synergie virale,
IP’EACMV-UG a été responsable d’une épidémie tres sévere sur le manioc en Afrique de
I’Est avec des conséquences humanitaires et économiques dramatiques (Zhou et al.,
1997; Pita et al., 2001b). Aussi une autre espece de CMG nommé ACMBFV, a
récemment été décrite au Burkina Faso comme étant le résultat d’une recombinaison
interspécifique entre un ancétre des isolats de 'ACMV d’Afrique de 1'Ouest (parent
majoritaire), et un ancétre des isolats du Tomato leaf curl Cameroun virus et du Cotton
leaf curl Gezira virus (parents minoritaires) (Tiendrébéogo et al., 2012). Chez les
mastrévirus, on peut citer le cas du MSV, dont I’unique souche causant des symptomes
sévéres sur mais, la souche MSV-A, est issue de la recombinaison de génomes
parentaux apparentés aux souches actuelles du MSV-B et MSV-G/-F décrites sur des

poacées sauvages (Varsani et al., 2008).
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Les phénomeénes de réassortiments de composants d’une espéce ou souche avec
un composant d’une autre espece ou souche de virus ont été décrits a plusieurs reprises
dans la littérature. Ainsi I’étude de la capacité d’adaptation a I’hote des bégomovirus
bipartites du Nouveau Monde, Bean dwarf mosaic virus (BDMV) et Tomato mottle
virus (ToMoV), ont permis de démontrer que les réassortiments entre les composants
d’ADN-A et -B des deux virus étaient infectieux sur plusieurs plantes hétes comme la
tomate, le haricot et Nicotiana benthamiana, mais que 1’expression de symptomes de
maladie et les taux d’infection élevés étaient variables selon les compositions (Hou et
al.,, 1998). Les travaux réalisés sur les bégomovirus bipartites de 1’Ancien Monde
associées a la mosaique du manioc ont montré des réassortiments intra-spécifiques entre
I’ADN-A de la souche UG2 de ’EACMYV et ’ADN-B de la souche UG3 du méme
virus, et I’expression de symptomes plus séveres de la maladie (Pita et al., 2001b).

4.4. Dissémination spatiale et temporelle des géminivirus

Si ’impressionnante capacité de recombinaison et d’adaptation des géminivirus a sans
nul doute largement participé a leur émergence en tant que pathogenes de nombreuses
cultures, deux acteurs majeurs semblent avoir contribués aux émergences des maladies a

géminivirus : les insectes vecteurs et les activités humaines.

4.4.1. Insectes vecteurs

B. tabaci a été décrit pour la premiére fois en 1889 en Grece (Gennadius, 1889). Depuis,
il a été décrit sur tous les continents excepté I'Antarctique (Perring, 2001). Du fait de sa
plasticité écologique, la caractérisation taxonomique de 1’espéce B. tabaci a posé et pose
encore de nombreuses difficultés. Pour cette raison, les taxonomistes ont d'abord
proposé de subdiviser cette espéce en biotypes, correspondant a des populations
biologiquement et génétiquement distinctes (Brown & Bird, 1995; Frohlich et al., 1999;
Perring, 2001). La description de ces biotypes est principalement basée sur le
polymorphisme enzymatique, le polymorphisme génétique, la gamme de plantes hotes,
la fécondité, le comportement de dispersion, et la capacité a transmettre des virus de
plantes (Perring, 2001). A ce jour, au moins 37 biotypes ont été identifiés sur ces

critéres. Par la suite, en se basant sur le gene mitochondrial du cytochrome oxydase |
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(CQl), B. tabaci a été reclassé en 24 especes cryptiques, appartenant a 11 groupes

génétiques (Dinsdale et al., 2010; De Barro & Ahmed, 2011; De Barro et al., 2011)
(Figure 10).
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Figure 10 : Phylogénie de Bemisia tabaci sur la base des séquences uniques du géne mitochondial du
cytochrome oxydase |. Les séquences sont réparties dans 11 groupes génétiques (boites bleues) et 24
especes cryptiques (boites noires). Les biotypes (en jaune) ont été assignés aux différents groupes
génétiques. D’aprés De Barro et al., 2011.
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B. tabaci est reconnu comme I’une des espéces les plus invasives au monde
principalement pour ses dégats directs et indirects. Les dégats trophiques directs, liés a
la prise de nourriture dans le phloéme, sont d’autant plus préjudiciables que les densités
de population de l’insecte sont élevées. Les dégats indirects sont quant a eux
premicerement associés a I’excrétion de miellat produit par les aleurodes et le
développement ultérieur de fumagine qui peut affecter la fonction photosynthétique de
I’hote et déprécier la valeur commerciale des produits récoltés (Byrne & Bellows,
1991). Toutefois, les dégats indirects principaux sont associés en majorité a de
nombreuses maladies virales. En effet, parmi les nombreuses espéces virales transmises
par les aleurodes et responsables de maladies sur les plantes cultivées, la grande
majorité est transmise par B. tabaci (Jones, 2003). Ils appartiennent & cing genres viraux
: les bégomovirus qui sont largement majoritaire (90%), les crinivirus, les ipomovirus,
les torradovirus et certains carlavirus (Figure 11 ; pour revue Navas-Castillo et al.,
2011).

De nombreuses €tudes ont établi un lien direct entre 1’étiologie de maladies a
bégomovirus et la pullulation de populations de deux especes cryptiques de B. tabaci
MEAM1 et MED (communément appelées biotypes B et Q ; Conférer paragraphe 3 ;
Figure 10). En effet, a partir des années 1990, le biotype B vraisemblablement originaire
du Moyen-Orient se serait rapidement propagé aux dépens des autres biotypes locaux
(Brown & Bird, 1995). Sa propagation & travers le monde a directement été associée a la
dissémination de I’espéce Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) responsable
d’épidémies virales trés dommageables sur les cultures de tomate notamment dans les
pays du pourtour méditerranéen (Moriones & Navas-Castillo, 2000), les Caraibes
(Polston et al., 1994), I’Amérique du Nord (Etats-Unis d’Amérique, Polston et al.,
1995) et I’Amérique Centrale (Mexico, Ascencio-lbafiez et al., 1999), I’Asie (Japon,
Kato et al., 1998; Chine, Yongping et al., 2008), les Tles du Sud-ouest de I’océan Indien
(La Réunion, Peterschmitt et al., 1999 ; Maurice, Lobin et al., 2010), et en dernier lieu
I’Océanie (Australie, Van Brunschot et al., 2010 ; Nouvelle-Calédonie, Péréfarres et al.,

2012 ; Polynésie Frangaise, Wong et al., 2017) (pour revue Mabvakure et al., 2016).
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Figure 11 : Schéma des principaux groupes de virus de plantes transmis par les aleurodes, en fonction de
la structure de leurs particules virales, de leur mode de transmission et de leur organisation génomique.
D’aprés Navas-Castillo et al, 2011.

Ces biotypes invasifs présentent des caractéristiques biologiques particuliéres : (1)
un taux de fertilité accru (Bethke et al., 1991; Delatte et al., 2008), (2) une mobilité qui
leur permet de se déplacer a longue distance (Blackmer et al., 1995), (3) une gamme de
plantes hotes trés importante (Brown & Bird, 1995), et (4) une résistance a certains
insecticides (Brown & Bird, 1995; Elbert & Nauen, 2000; Horowitz et al., 2005). La
pullulation d’autres biotypes de B. tabaci a également été associée a 1’émergence de
certaines maladies virales comme la pandémie sévére de la mosaique africaine du
manioc en Afrique de I’Est (pour revue Legg and Fauquet, 2004; Legg and Ogwal,
1998).
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Des études récentes ont permis de décrire trois biotypes de B. tabaci en Afrique de
I’Ouest : le biotype subsaharien Africa non-Silver Leafing (AnSL), le biotype
subsaharien Africa Silver Leafing (ASL), et le biotype Q (Gueguen et al., 2010). Ces
trois biotypes ont été regroupes au sein de la méme espece cryptique MED (De Barro et
al., 2011 ; Figure 10). Au Burkina Faso, le biotype Q semble prédominant avec deux
sous-groupes Q1 et Q3 (Gnankiné et al., 2013 ; Figure 12).
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Figure 12 : Distribution géographique des biotypes de Bemisia tabaci collectés sur des plantes cultivées
(coton, courge, gombo, tabac, tomate) et non cultivées (Lantana camara) en Afrique de 1’Ouest. D’apreés
Gnankiné et al, 2013.
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La diversité genétique ou plasticité écologique importante de B. tabaci et
I’existence de nombreux biotypes lui permet d’accéder a une tres large gamme de
plantes hotes. Plus de 900 espéces de plantes hotes de B. tabaci, appartenant a 74
familles botaniques, ont ainsi été recensées (Mound, 1978; Oliveira et al., 2001).

L’ensemble de ces espéces représente 73% des plantes cultivées (Servin et al., 1999).

Les cicadelles du genre Cicadulina sont les plus importants vecteurs de pathogenes sur
le mais et la canne a sucre dans I'’Ancien Monde. Sur les 22 espéces reconnus, 14 sont
endémiques d’Afrique et quatre sont présente en Afrique et au Moyen Orient (\Webb,
1987). Sur les huit espéces décrites comme vecteur du MSV (Webb, 1987), C. mbila
semble étre a la fois I’espece vectrice la plus efficace et la plus largement distribuee en
Afrique subsaharienne avec plus de 80 espéces de poacées hotes (Markham et al., 1984 ;
Reynaud. 1988). Au Burkina Faso, cinq especes de Cicadulina ont été identifiées : C.
mbila, C. similis, C. arachidis, C. triangula et trés rarement C. hartmansi (Traoré et al.,
2003). Les especes de cicadelles Orosius orientalis (Horn et al., 1993) et Orosius

albicinctus (Figure 13 ; Kumari et al., 2004; Akhtar et al., 2011) ont été décrits comme

vecteurs du CpCDV, mastrévirus inféodé aux dicotylédones, en Inde (Horn et al.,
1993), en Syrie (Kumari et al., 2004) et au Pakistan (Akhtar et al., 2011).

Figure 13 : Vue dorsale d’un adulte (a) et d’'une nymphe (b) d’Orosius albicinctus. D’aprés Akhtar et al.,
2011.
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4.4.2. Activités humaines

Comme pour la plupart des maladies émergentes, le réle de I’activit¢ humaine a
¢galement ¢été largement reconnu dans 1’émergence des bégomovirus. Le transfert
d’espéces végétales hors de leur centre d’origine, et I’agriculture intensive basée sur la
monoculture, ont fortement participé a la mise en place de conditions favorables a la
transmission par B. tabaci de virus indigenes vers les plantes exotiques introduites
(Jones, 2009). De la méme facon, il a été démontré que la présence de certains
bégomovirus hors de leur aire géographique d’origine est la conséquence de
I’introduction par ’Homme de matériel végétal contaminé. On peut citer en exemple le
cas emblématique du TYLCV, pour lequel les analyses phylogéographiques ont
démontré que certaines souches invasives ont été disséminées indépendamment et dans
certains cas a plusieurs reprises, en Asie, a La Réunion, en Amérique du Nord et dans
les Caraibes, a partir du Moyen-Orient et du bassin Méditerranéen (Duffy & Holmes,
2007; Lefeuvre et al., 2010). Enfin, les échanges de matériel végétal contaminé
favorisent a la fois 1’¢élargissement des aires de distributions des virus, les infections
mixtes et 1’évolution par recombinaison. C’est en particulier le cas pour les plantes a
multiplication végétative comme le manioc dont les boutures sont fréquemment

transportées et échangées (Swanson & Harrison, 1994).
5. Hotes et symptdmes causes par les bégomovirus et les mastrévirus

Les plantes hotes des bégomovirus les plus répertoriées dans la littérature appartiennent
aux familles dicotylédones des Amaranthaceae, Asteraceae, Brassicaceae,
Convolvulaceae, Cucurbitaceae, Euphorbiaceae, Labiaceae, Fabaceae, Malvaceae,
Solanaceae et Verbenaceae (Silva et al., 2017).

Les principaux symptémes (Figure 14) de maladie associés aux bégomovirus sont
(1) des enroulements foliaires en forme de cuillére associés ou non a du jaunissement et
du nanisme, comme la maladie de I’enroulement et/ou du jaunissement foliaire de la
tomate (tomato (yellow) leaf curl disease, TOLCD-TYLCD) (pour revues Navas-
Castillo et al., 2011; Péréfarres et al., 2014) et la maladie de I’enroulement foliaire du
gombo (okra leaf curl disease, OLCD ; Tiendrébéogo et al., 2010), (2) des déformations

foliaires associées a des mosaiques, comme la mosaique du manioc (cassava mosaic
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disease, CMD; (Legg et al., 2014a,b), et (3) des jaunissements des nervures, comme la
maladie du jaunissement des nervures du piment (pepper yellow vein disease,
Tiendrébéogo et al., 2008).

M e
R

Figure 14 : Symptdmes (a) de la maladie de I’enroulement foliaire du gombo (okra leaf curl disease,
OLCD), (b) de la maladie du jaunissement des nervures du piment (pepper yellow vein disease, PYVD) et
(c) de la maladie de I’enroulement (et du jaunissement) foliaire de la tomate (tomato (yellow) leaf curl
disease, ToLCD-TYLCD) observés au Burkina Faso (Tiendrébéogo, 2010).

Les plantes hotes des mastrévirus actuellement décrites concernent une soixantaine
d’espéces végétales appartenant a 44 genres (Muhire et al., 2013; Kraberger et al.,
2015b). Parmi ces 44 genres, onze sont des dicotylédones se répartissant entre les
familles Amaranthaceae (Farzadfar et al., 2008), Fabaceae (Muhire et al., 2013;
Kraberger et al., 2015b), Cucurbitaceae (Fahmy et al., 2015), Malvaceae (Manzoor et
al., 2014) et Solanaceae (Akhtar et al., 2014). Les 33 autres genres font tous parties de
la famille des poacées et sont en grande majorité des poacées sauvages (Figure 8 ;
Mubhire et al., 2013; Kraberger, 2014). Les mastrévirus inféodés aux monocotylédones
(poacées) provoquent des maladies avec des symptdmes de striure tres caractéristiques
(Kraberger, 2014). Au contraire, les mastrévirus inféodées aux dicotylédones (familles
citées dans le paragraphe précédent) provoquent des symptdémes variés : jaunissement,
déformation et nanisme foliaire (Kraberger et al., 2015b).

6. Principales méthodes de lutte contre les geminivirus

Les maladies virales sont responsables de pertes importantes a la fois sur la quantité et
la qualité des productions agricoles. Peu de méthodes de lutte sont disponibles dans le
cas d’une infection virale et surtout, aucun traitement curatif ne peut étre appliqué. Les

moyens de contr6le des maladies virales peuvent se décliner en deux catégories
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principales : (1) les stratégies qui permettent de limiter ou de réduire au minimum
I’arrivée du virus sur la parcelle et (2) les stratégies qui tendent a limiter les effets du

virus sur la plante une fois qu’elle a été infectée.
6.1. Pratiques culturales, prophylaxie

La premiére des pratiques consiste & empécher ou réduire fortement 1’arrivée du virus
sur la parcelle. Empécher les introductions et les mouvements de plants contaminés vers
les zones encore indemnes est une priorité dans la lutte contre les géminivirus
(Anderson et al., 2004). Dans les zones contaminées, 1’emploi de plants sains et certifiés
ainsi que la suppression des plantes adventices hotes de bégomovirus a proximité de la
parcelle constituent les premicres mesures qui tendent a repousser I’infestation de la
parcelle (Sdnchez-Campos et al., 1999; Papayiannis et al., 2011). De méme, la rotation
des cultures ainsi que 1’¢limination des résidus de culture sont également recommandés
(Morilla et al., 2005).

Le contrdle de I’insecte vecteur est un €lément important de la lutte contre les viroses
associées aux géminivirus. Elle peut se baser sur I'utilisation de barriéres physiques
(filets insect-proof, Cohen & Antignus, 1994), de méthodes qui perturbent le
comportement de 1’insecte (modification du rayonnement UV dans les serres, (Antignus
et al., 2001), de la lutte biologique avec des insectes auxiliaires des cultures (insectes
des genres Eretmocerus et Encarsia par exemple pour la lutte contre B. tabaci; Pico et
al., 1996) et bien siir de la lutte chimique. Toutefois, les emplois répétés d’insecticide
favorisent le développement de résistances chez les insectes vecteurs, comme ce fut
notamment le cas des biotypes invasifs B et Q de B. tabaci (Byrne et al., 2003) et n’ont
montré qu’une faible efficacité pour limiter la dissémination des maladies virales avec
I'inconvénient des effets indésirables des produits chimiques sur I’environnement
(Elbert & Nauen, 2000; Otoidobiga et al., 2003; Horowitz et al., 2005).

6.2. Résistance variétale

Les pratiques culturales peuvent aider a controler le développement de la maladie mais
sont en géneral insuffisantes (Antignus, 2007; Polston & Lapidot, 2007). Développer

des cultivars résistants reste la meilleure stratégie pour assurer une production
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acceptable en quantité et en qualité. Les programmes d’amélioration variétale pour la
résistance aux virus, comme pour les autres pathogenes, doivent répondre a trois
objectifs majeurs : le niveau de résistance (efficacité de contrble de la quantité de virus),
le spectre d’action de la résistance (efficacité a contréler différentes souches ou espéces
virales), et la durabilité de la résistance face a la dynamique évolutive des populations
virales (Moury et al., 2011). Toutefois, le contournement possible de la résistance ou la
non acceptation des variétés résistantes par les populations restent un frein a leur

utilisation.

Une plante est qualifiée de résistante a un virus quand I’infection, la réplication et/ou le
mouvement du virus dans la plante est/sont restreinte(s) (Cooper et al., 1983). La
sélection de cultivars résistants repose sur la disponibilité de caracteres de résistance
dans le germplasme (ensemble des ressources génétiques végétales) et leur introgression
dans des lignées élites aux fortes qualités agronomiques. Plusieurs genes de résistance
majeure et mineure, dominants ou récessifs ont éte identifiés et utilisés avec succes dans
la lutte contre les géminivirus que ce soit sur la tomate (Caro et al., 2015; Li et al.,
2017), le manioc (Fondong, 2017) ou le mais (Martin & Shepherd, 2009; Nair et al.,
2015).

Une autre possibilité est I'utilisation des plantes transgéniques résistantes. Bien que peu
acceptées par la société, les techniques de transgénese contribuent a élargir la diversité
des mécanismes de résistance utilisable par les sélectionneurs. Différentes
méthodologies basées sur la résistance dérivée du pathogene (Pathogen-derived
resistance, PDR), avec ou sans expression de protéines virales, et I’expression d’agents
antiviraux non issus d’agents pathogenes ont été utilisées principalement a des fins
expérimentales (pour revues voir Prins et al., 2008; Shepherd et al., 2009). En ce qui
concerne la résistance aux géminivirus, notons 1’efficacité des expériences de résistance
dérivée du pathogéne pour le MSV (Shepherd et al., 2009), les CMGs (Fondong, 2017)
et le TYLCV (Fuentes et al., 2006). Il est a noter que toute activité relative a
I’utilisation en milieu confiné ou en milieu ouvert, a la dissémination, a la mise sur le
marché et aux mouvements transfrontiere, incluant le transit d’organismes

génétiquement modifiés fait I’objet d’un accord préalable au Burkina Faso. L’accord est

35



INTRODUCTION

donné par 1’Agence Nationale de Biosécurité (Loi n° 064-2012/AN du 20 décembre

2012 portant régime de sécurité en matiére de biotechnologie).

En dehors de la résistance au virus sensu stricto, la résistance au vecteur B. tabaci est
une option intéressante mais encore peu exploitée pour la lutte contre les maladies
causées par les géminivirus. Des sources naturelles de résistance a B. tabaci ont été
décrites dans des accessions originaires de Solanum habrochaites (Momotaz et al.,
2010), Solanum pennellii (Blauth et al., 1998) et Solanum pimpinellifolium (Delatte et
al., 2006; Rodriguez-Lopez et al., 2011). Ces résistances reposent sur la sécrétion de
métabolites secondaires par des trichomes glandulaires de type IV et VI présents sur les
feuilles (Blauth et al., 1998; Muigai et al., 2002 ; Figure 15). Ces composés ont des
propriétés a la fois d’antibiose (effet négatif sur la physiologie de I’insecte) et
d’antixénose (perturbation du comportement de 1’insecte). L’efficacité de ces
mécanismes de résistance a été démontrée pour limiter I’infection (Delatte et al., 2006)

et la dissémination du virus (Rodriguez-Lopez et al., 2011).

IV-like
»

Figure 15 : Photographie en cryo-microscopie électronique de trichomes sur la surface foliaire de la

tomate. Les différents types de trichomes présents sont indiqués par des fléches. D’aprés Kang et al.,

2010.
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7. Principales méthodes de diagnostics et d’analyses

7.1. Meéthodes de diagnostics

Comme nous I’avons décrit dans le paragraphe 5, les symptomes provoqués par les
bégomovirus et les mastrévirus sont souvent particuliers et constituent a ce titre un bon
diagnostic en vue de suspecter une infection par ces groupes de virus. Cependant,
plusieurs facteurs peuvent influencer la forme des feuilles et I’état général de la plante,
comme [’action des insectes défoliateurs, des insectes piqueurs-suceurs et du stress
hydrique (Jones, 2003). Face a cette difficulté voir impossibilité de relier de facon
formelle symptdmes et agent causal, plusieurs méthodes de diagnostic ont été
développées. Dans le cas des bégomovirus et des mastrévirus, des méthodes de
diagnostic sérologique (Al Bitar & Luisoni, 1995; Wu et al., 2012) et moléculaire (Patel

et al., 1993; Inoue-Nagata et al., 2004) sont couramment utilisées.
7.1.1. Les tests sérologiques

Les techniques immuno-enzymatiques (ELISA) sont utilisés pour la détection courante
des bégomovirus ainsi que des mastrévirus. Les anticorps utilisant les tests ELISA ont
permis la détection des bégomovirus dans différents extraits végétaux (Konaté et al.,
1995; Harrison & Robinson, 1999). La variante TAS-ELISA utilisant les anticorps
monoclonaux a été utilisée pour la détection et la classification de ce groupe de virus
(Barro, 1994; Konaté et al., 1995).

Cependant, du fait des fortes similitudes structurales et antigéniques entre les
géminivirus et de I’observation de réactions sérologiques croisées, il est difficile voire
impossible de distinguer la plupart des espéces virales par ces méthodes (Brown et al.,
2001).

7.1.2. Les tests moléculaires
Méthodes séquences dépendantes

Les techniques moléculaires de détection et d’identification des virus ont été

développées avec la réaction de polymérisation en chaine (PCR) (Duncan & Torrrance,
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1992). Comprenant différentes variantes, cette technique nécessite bien souvent la mise
au point d’amorces consensus ou dégénérées a partir de séquences virales connues
(Rector et al., 2004; Mokili et al., 2012). Cette approche se cantonne au diagnostic des
espéces virales connues ou aux espéces virales génétiquement proches. L’identification
taxonomique nécessite le séquencage des amplicons PCR et une recherche de séquences
similaires dans des bases de données (e.g. BLASTn, NCBI). Malgreé la rapidité de mise
en ceuvre de cette approche, 1’identification taxonomique est le plus souvent basée sur
une portion du génome. Du fait de la fréquence de recombinaison élevée de ces virus,
I’identification taxonomique définitive nécessite d’avoir la connaissance de la séquence
compléte de leur génome voire de la molécule d’ADN-A pour les bégomovirus

bipartites.
Méthodes séquences indépendantes

La mise au point d’une technique d’amplification en cercle roulant (Rolling-circle
amplification, RCA) a révolutionné 1’étude des virus a ADN circulaire (Inoue-Nagata et
al., 2004; Shepherd et al., 2008). Tirant parti des propriétés de la polymérase Phi29, une
enzyme de bactériophage a haute-fidélité, active et stable a 30°C, et en utilisant des
amorces hexameriques aléatoires non spécifiques, cette méthode permet de produire de
multiples copies répétées en tandem des ADN circulaires de petite taille, comme ceux
des génomes des géminivirus. Il est a noter que lI'amplification n'est pas spécifique aux
petits ADN circulaires mais que ce type de matrice est trés efficacement répliqué
aboutissant a un enrichissement de I'échantillon en ADN viral en comparaison des
autres ADN présents dans I'échantillon comme I'ADN de plante. Une fois linéarisé par
restriction sur un site de coupure unique, le composant d’ADN viral double brin est
cloné et séquencé. Cette technique présente le grand avantage de ne pas nécessiter de
connaissances préalables sur la séquence virale a amplifier. Elle s’est révélée
particulierement efficace et peu couteuse pour la caractérisation des géminivirus (Haible
et al., 2006; Shepherd et al., 2008), et a été largement adoptée par la communauté
scientifique. Elle est a 1’origine de la forte augmentation du nombre d’espéces de
bégomovirus découverts ces derniéres années, ainsi que de la caractérisation des

différentes molécules impliquées dans ces complexes viraux comme les ADN satellites.
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Métagénomique virale

Le développement des méthodes de séquencage a haut-débit (post-Sanger) et la
transposition des protocoles de métagenomique (génomique environnementale) aux
communautés virales ont permis de réaliser des études de la diversité virale
d'échantillons complexes (Breibart et al., 2002). L’absence de géne canonique universel
chez les virus ne permet pas de développer des approches classiques de barcoding
comme chez d’autres groupes d’organismes. Plusieurs protocoles d'isolation de
différentes cibles virales (pour revue Roossinck, 2015; Figure 16) et de séquencage sans
a priori a partir d'échantillon environnementaux ont vu le jour. Ces protocoles sont
actuellement basés sur (1) les siRNA qui nécessitent I’extraction des petits ARNs
générés lors du mécanisme de défense de la plante vis-a-vis des virus (également appelé
silencing) (Kreuze et al., 2009), (2) I’extraction des acides nucléiques viraux aprés une
étape d’enrichissement en particules virales (virion-associated nucleic acid, VANA;
Candresse et al., 2014), (3) I’extraction des ARN bicaténaires (Roossinck et al., 2010),
(4) l'extraction des ARN totaux de la plante avec ou sans déplétion des ARN
ribosomiques (Gu et al., 2014) et (5) ’amplification spécifique d’ARN ou d’/ADN viraux
ou encore le traitement direct des acides nucléiques totaux (De Bruyn, 2014). Si 1’usage
routinier de la métagénomique comme test de diagnostic est encore confronté a de
nombreuses difficultés (Martin et al., 2016; Massart et al., 2017), les possibilités
offertes par ces méthodes pour la découverte de nouveaux virus ou la caractérisation
précise des communautés virales sont trés importantes. Plusieurs travaux pionniers en
métagénomique virale ont permis de démontrer I'immense diversité virale présente dans
les écosystemes naturels (Breitbart et al., 2002; Venter et al., 2004) et d’espérer pouvoir
étudier le fonctionnement de ces communautés virales (Roossinck et al., 2010). En ce
qui concerne les virus a ADN circulaire en général et les géminivirus en particulier, la
combinaison d'amplification en cercle roulant avec des méthodes de séquencage haut-
débit a été appliquée avec succes sur des échantillons de plantes (Wyant et al., 2012;
Idris et al., 2014), d’insectes vecteurs (Rosario et al., 2015, 2016) ou environnementaux
(Kraberger et al., 2015a; Dayaram et al., 2016).
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Figure 16 : Diversité des formes d’acides nucléiques présentes dans la cellule végétale infectée par un

phytovirus pouvant servir de cible aux approches métagénomiques. D’aprées Roossinck et al., 2015.
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8. Problématique et objectifs

Les épidemies virales causent des degats considérables aux cultures maraicheres,
vivriéres et industrielles. Elles sont particulierement dommageables dans les régions
tropicales ou les populations dépendent étroitement de la production agricole pour leur

subsistance.

Depuis la fin des années 1980s, le continent Africain et sa population ont dd faire face a
I’émergence des géminivirus, notamment sur le mais avec le MSV (pour revues Martin
& Shepherd, 2009; Shepherd et al., 2010), le manioc avec le complexe d’espéces des
CMGs (pour revue Legg et al., 2014a; Legg and Fauquet, 2004), les solanées cultivées
avec un complexe de bégomovirus monopartites africains communément appelés les
ToLCVs (Leke et al., 2015; Rey et al, 2012).

En Afrique de I'Ouest et Centrale, outre le fait de diagnostiquer la présence
d’especes de bégomovirus préalablement décrites en Afrique subsaharienne, comme le
CLCuGeV responsable de I’OLCD (Tiendrébéogo et al., 2010) et la souche Ouganda de
I’EACMV responsable de la forme sévere de la CMD (Tiendrébéogo et al., 2009; Zinga
et al., 2012), les travaux récents d’épidémiologiec moléculaire ont permis de caractériser
une multitude de nouvelles espéces de bégomovirus (Leke et al., 2015) notamment
sur les solanées cultivées, comme les PepYVMLV (Zhou et al.,, 2008; Kon &
Gilbertson, 2011; Tiendrébéogo et al., 2011), ToOLCCMLV (Leke et al., 2011),
ToLCGHYV (Osei et al., 2008), ToLCMLV (Zhou et al., 2008), TOLCNGV (Kon &
Gilbertson, 2011), et TYLCMLV (Chen et al., 2009; Lett et al., 2009; Sattar et al.,
2015). Malgré la description de toutes ces nouvelles espéces de géminivirus, les
connaissances sur leur épidémiologie restent néanmoins incomplétes, notamment
concernant la diversité et 1’identification précise des espéces virales incriminées dans
I’étiologie des maladies, et les gammes de plantes hotes réservoirs ou alternatives. De
plus, de nombreux symptémes de maladies a bégomovirus (enroulement ou déformation
foliaire, nanisme, jaunissement) ont été décrits a la fois sur les cultures maraicheres,
dont notamment la tomate et certaines plantes adventices et ornementales en Afrique de
I’Ouest et Centrale (Konaté et al., 1995), pour lesquelles 1’agent causal ou les agents

causaux restent a étre déterminés.
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Aussi, les données récentes de métagénomique suggerent que la grande majorité des
virus caractérisés sur les cultures ne représentent qu’une faible fraction des virus
infectant les plantes en général (Malmstrom et al., 2011; Alexander et al., 2014). Le
manque d'exhaustivité des etudes actuelles sur la diversité des populations virales
s’explique a la fois par le fait que la majorité des travaux de recherche s’est focalisée sur
les maladies des plantes cultivées et également par les difficultés a identifier les
éventuels symptdmes associés a l'infection de plantes sauvages par des virus. En effet,
les virus ayant longuement co-évolués avec leurs plantes hétes, provoquent trés
rarement des maladies dommageables dans leurs écosystéemes naturels (Jones, 2009).
On considere que dans ces systemes écologiques non perturbés par I'activité humaine
les interactions entre les virus-vecteurs-plantes hétes sont évolutivement anciennes et
stables (Malmstrom et al. 2011). Cependant, du fait des perturbations
environnementales associées a l'agriculture moderne, les équilibres virus-plantes hotes
sont souvent fortement perturbés, entrainant de nouvelles interactions virus-vecteur-
hote-environnement, qui peuvent provoquer l'apparition de maladies qualifiées
d'émergentes (Fargette et al., 2006; Lefeuvre & Moriones, 2015). En outre, ces
phénomenes sont exacerbés par les activités humaines qui favorisent la proximité entre
les écosystemes naturels et cultivés au sein « d’interfaces agroécologiques » composées
de plantes cultivées, d’adventices des systemes de cultures et de plantes non cultivées

exotiques, indigenes ou endémiques (Alexander et al., 2014).

En conséquence, outre les lacunes de nos connaissances de la diversité des populations
virales naturelles, de leurs répartitions géographiques, de leurs liens phylogénétiques
avec les populations virales décrites sur les plantes cultivées et de leurs pathogénicités,
on constate un manque de connaissances fondamentales sur la dynamique des
communautés virales a 1’échelle des écosystémes, ’écologie évolutive des virus en
général et leur capacité a changer d’hote en particulier (Alexander et al., 2014;
Roossinck et al., 2015).

Ainsi, I’objectif général de cette thése a été de contribuer a sécuriser durablement les
productions maraichéres du Burkina Faso en améliorant les connaissances

d’épidémiologie moléculaire des géminivirus responsables de maladies des cultures
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maraicheres afin de proposer des méthodes de gestion durable.

Afin d’approfondir nos connaissances sur la diversit¢ des géminivirus infectant les
cultures maraicheres et de leur répartition géographique au Burkina Faso, le premier
chapitre de cette thése a été consacrée (1) a la caractérisation moléculaire des
géminivirus, (2) a I’étude de leur diversité génétique, et (3) a 1’évaluation des
principaux parametres epidémiologiques en plein champ dont notamment la prévalence
des géminivirus sur les cultures de tomate et leur gamme de plantes hétes. Cette activité
a été réalisée a I’échelle nationale, avec des prospections étalées de 2013 a 2016 sur les
trois zones agroclimatiques du pays. Ce travail a été conduit en utilisant deux
approches. La premiére dite sequence dépendante est basée sur ’utilisation d’amorces
spécifiques et universelles des bégomovirus monopartites de 1’Ancien Monde,
confirmée systématiquement par le séquencage des amplicons PCR. La deuxiéme dite
séquence indépendante est basée sur la RCA-RFLP, le clonage et le séquencage de
génomes complets. Les principaux résultats obtenus dans le cadre de ce chapitre ont
permis de confirmer & la fois la non-exhaustivité de notre connaissance de la diversité
des géminivirus présent sur les cultures maraichéres au Burkina Faso, 1’existence d’un
gradient Nord-Sud de complexité des espéces de géminivirus associés a la maladie du
ToLCD-TYLCD, la prédominance du PepYVMLYV sur les solanées cultivées et la
présence de nombreuses plantes alternatives ou réservoirs. Ces résultats ont également
permis la premiere caractérisation, en Cote d’Ivoire, de trois bégomovirus dont deux sur

le gombo et un sur le piment.

Au regard de la découverte d’un nouvel ADN-B en association avec I’ADN-A du
PepYVMLYV, au Burkina Faso, et afin d’¢élucider 1’énigme de leur association, le
deuxiéme chapitre de cette thése s’est intéressé a décortiquer les principaux parameétres
du pouvoir pathogéne du PepYVMLV en association ou non avec le composant
d’ADN-B. En conditions contrélées, nous avons évalué le pouvoir pathogéne des deux
molécules d’ADN en association simple ou mixte, les cinétiques de virulence
(symptomes de maladie), 1’abondance virale (fitness relative) et le taux de
transmission individuelle par 1’aleurode B. tabaci. L’ensemble de nos résultats

démontrent que méme si le PepYVMLV n’est pas un bégomovirus bipartite strict,
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I’ADN-B représente a la fois un activateur fort de la virulence, de I’accumulation de
I’ADN-A dans la plante et de la transmission individuelle par son insecte vecteur B.
tabaci, qui semblent concourir & sa prédominance sur le terrain. Avec une sévérité, en
conditions contrdlées, supérieure a celle du TYLCV-IL, considéré actuellement comme
le bégomovirus le plus sévere sur les cultures de tomate dans le monde, et des
symptémes ultimes de la maladie du ToLCD-TYLCD aboutissant a la mort de la plante
en conditions contrdlées, on peut considérer que le PepYVMLYV représente une menace
majeure pour la culture de la tomate au Burkina Faso, en Afrique et plus largement dans

le monde.

Le troisieme chapitre de cette thése a été consacré a 1’étude de la diversité et de la
dynamique des populations de géminivirus a I’échelle des systéemes agroécologiques
sur les plantes cultivées et non cultivées par une approche métagénomique. Dans le but
de détecter et identifier les especes virales présentes dans nos échantillons sans a priori
sur leurs séquences nucléotidiques, j’ai participé a la mise au point d’une approche
métagénomique ciblée basée sur 1’amplification des acides nucléiques viraux, le
marquage et le séquencage a haut débit (RCA-RA-SGS). Cette approche a non
seulement permis de confirmer la présence d’une majorité des virus décrits
préalablement avec les approches classiques, mais également la détection de plusieurs
nouvelles especes. L'étude de la diversité des gammes d'hotes et de leurs
chevauchements permet d'établir les possibles réseaux d'échange de virus entre
I'ensemble des plantes hdtes décrites. La description de la structure de ces réseaux
apporte une vision non-biaisée et inédite de la structure des communautés de

géminivirus au sein des agro-écosystemes du Burkina Faso.
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CHAPITRE I : EPIDEMIOLOGIE MOLECULAIRE DES GEMINIVIRUS
INFECTANT LES CULTURES MARAICHERES AU
BURKINA FASO ET EN COTE D’IVOIRE

Ces derniéres décennies, le continent Africain et sa population ont d( faire face a
I’émergence de nombreuses maladies a géminivirus, sur les cultures vivrieres, comme la
mosaique du manioc (CMD ; Legg et al., 2014), la striure du mais (MSD ; Shepherd et
al., 2010), le jaunissement et I’enroulement foliaire du gombo (OLCD) et de la tomate
(TOLCD-TYLCD ; pour revues Leke et al., 2015; Rey et al., 2012). En Afrique
Occidentale et du Centre, une multitude de nouvelles especes de bégomovirus a été
décrite comme responsable des épidémies virales observées dans les périmetres
maraichers (Leke et al., 2015). Ainsi, trois espéces de bégomovirus ont été décrites
comme responsables de I’OLCD (Tiendrébéogo et al., 2010a; Leke et al., 2015) et cing
autres especes seraient impliquées dans les maladies de 1’enroulement et du
jaunissement foliaire des solanées cultivées, notamment la tomate avec le TOLCMLYV et
le TYLCMLYV (Kon & Gilbertson, 2011; Sattar et al., 2015), le TOLCNGV (Leke et al.,
2015), et le TOLCGHV (Osei et al., 2008) ainsi que le piment et le poivron avec le
PepYVMLYV (Kon & Gilbertson, 2011; Tiendrébéogo et al., 2011).

Malgreé la description d’un grand nombre de nouvelles especes de géminivirus sur les
cultures maraichéres en Afrique Occidentale et Centrale, les connaissances sur leurs
aspects épidémiologiques majeurs (diversité des virus impliqués dans une maladie,
gamme de plantes hotes réservoirs ou alternatives (cultivées et/ou sauvages),
prévalence, répartition géographique et capacité de transmission) restent largement
incomplétes. Par ailleurs, de nombreux symptémes de maladies virales (enroulement ou
déformation foliaire, nanisme, jaunissement) ont été décrits a la fois sur les cultures
maraicheres, dont notamment la tomate et certaines plantes adventices et ornementales
de cette région (Konaté et al., 1995) pour lesquelles le ou les agents viraux restent a étre
déterminés. Par conséquent, la caractérisation fine de la diversité des géminivirus,
I’identification précise des especes virales incriminées dans 1’étiologie des maladies sur
les cultures maraichéres en Afrique de 1’Ouest, et la description précise de leur

répartition géographique et exhaustive de leurs gammes de plantes hotes réservoirs ou
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alternatives devraient nous permettre d’approfondir nos connaissances et d’améliorer

notre compréhension de 1’épidémiologie de ces virus.

Dans ce but, le premier chapitre de cette these a été consacré (1) a la caractérisation
moléculaire des géminivirus, (2) a I’étude de leur diversité génétique, et (3) a
I’évaluation des principaux parametres ¢épidémiologiques en plein champ dont
notamment la prévalence des géminivirus sur les cultures de tomate et leur gamme de
plantes hotes. Cette activité a été réalisée au Burkina Faso, a 1’échelle nationale sur les
trois zones agroclimatiques avec des prospections réalisées de 2013 a 2016 (Articles 1-
3), ainsi qu’en Cote d’Ivoire dans le cadre d’une collaboration avec I’Université de

Nangui-Abrogoua (Articles 4 et 5). Ce travail a été conduit en utilisant deux approches.

La premiére approche, dite séquence dépendante, a été basée sur I’utilisation
d’amorces universelles et spécifiques des géminivirus, dont le diagnostic a été confirmé
systématiquement par le séquencage des amplicons PCR. Cette activité a permis
premiérement de confirmer la non-exhaustivité de notre connaissance de la diversité des
géminivirus présente sur les cultures maraichéres au Burkina Faso, avec la description
de trois bégomovirus préalablement décrits en Afrique de 1’Ouest (TOLCMLYV,
ToLCGHYV, PepYVMLYV; Article 1), d’une nouvelle espéce de bégomovirus nommeée
provisoirement Tomato leaf curl Burkina Faso virus (TOLCBFV, Article 2), et enfin
d’un mastrévirus décrit pour la premiere fois en Afrique sur la tomate (CpCDV,
Article 3), tous associés a des symptomes de la maladie du ToLCD-TYLCD. Elle a
également permis d’estimer la prévalence des géminivirus associés a la maladie du
ToLCD-TYLCD sur 10 sites répartis dans les trois zones agroclimatiques du Burkina
Faso (Figure 3), et de montrer que les géminivirus sont présents sur toutes les parcelles
échantillonnées, avec néanmoins des prévalences trés variables (de 2 a 78%). De plus,
ces travaux ont permis de montrer I’existence d’un gradient Nord-Sud de complexité
croissante des géminivirus, avec la prédominance du PepYVMLV sur les solanées

cultivées, et I’étendue de leur gamme d’hote.

La deuxieme approche, dite sequence indépendante, a été basée sur I’amplification en
cercle roulant (RCA), le clonage et le séquencage de génomes complets. Cette activité a

permis de confirmer la présence, sur les cultures de tomate, de cingq géminivirus
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distincts (ToLCMLYV, ToLCGHV, PepYVMLV, ToLCBFV et CpCDV), dont trois
diagnostiqués pour la premiere fois au Burkina Faso (ToLCGHV, Article 1;
ToLCBFV, Article 2; CpCDV, Article 3). Parallélement, dans le cadre d’une
collaboration avec une équipe ivoirienne, nous avons réalisé la premiére description du
PeYVMLYV associé a la maladie du PepYVD sur piment et poivron (Article 4) et des
CLCuGeV et OYCrV associés a I’'OLCD en Cote d’Ivoire (Article 5). Le replacement
phylogénétique des isolats burkinabés de bégomovirus décrits au sein de I’ensemble des
bégomovirus africains a révélé 1’existence de plusieurs groupes monophylétiques
suggérant 1’adaptation indépendante de plusieurs lignées virales a la tomate. De maniere
inattendue, un composant génomique d’ADN-B a été caractérisé trés majoritairement en
association avec le PepYVMLV, un virus préalablement décrit comme un virus
monopartite (Zhou et al., 2008; Tiendrébéogo et al., 2011). Cette découverte ouvre de
nouvelles questions sur I’implication de cette molécule d’ADN-B dans 1’étiologie des
maladies du ToLCD-TYLCD sur tomate et du PYVD sur piment-poivron associees au
PepYVMLV. Enfin, cette activité a permis I’identification de six espéces de plantes
sauvages potentiellement réservoirs ou alternatives des bégomovirus, dont certaines
plantes trés communes autour des parcelles cultivées comme Sida acuta (Malvaceae) et
Amaranthus spp. (Amaranthaceae), également utilisées comme légume feuille; ces
plantes pourraient jouer un rdle essentiel pendant les périodes d’inter-cultures et plus

largement dans la dynamique virale au sein des agroécosystemes.

Globalement, les résultats de ce premier chapitre ont permis de confirmer a la fois la
non-exhaustivité de notre connaissance de la diversité des géminivirus présents sur les
cultures maraichéres au Burkina Faso et en Cote d’Ivoire. La description de plusieurs
groupes viraux distincts sur les cultures de tomates dans toutes les zones géographiques
échantillonnées confirme 1’intérét du couple géminivirus/tomate en tant que modéle
d’étude de I’émergence virale et la grande sensibilité de cette plante & I'infection par les
géminivirus. Pour finir, I’association du nouveau composant d’ADN-B avec le
PepYVMLYV et la détection de ce virus sur, au moins, cing plantes sauvages connues
comme adventices des cultures pourraient jouer un rble essentiel dans la forte
prévalence du PepYVMLYV observée sur les solanées cultivées au Burkina Faso, et plus

largement en Afrique Occidentale et Centrale.
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Abstract

Background: In West and Central Africa, as in many regions of the world, vegetables
are severely affected by geminivirus diseases which represent a major threat to tomato,
pepper and okra production. In Burkina Faso, the observation of various virus-like
symptoms, especially on tomato, suggests the involvement of several geminiviruses and
associated satellites, and the pressing need for additional information on their diversity,

distribution, prevalence and host plant reservoirs.

Findings: Surveys conducted in 48 localities of Burkina Faso confirmed the presence of
tomato (yellow) leaf curl diseases (TOLCD-TYLCD) and geminiviruses in all localities
with prevalence means of 25 and 44%, respectively. The highest values of ToLCD-
TYLCD prevalence (42%), geminivirus prevalence (78%) and mixed infection (11%)
were observed in the Sudan-Sahel and Sudan areas. Five geminiviruses including four
begomovirus species Pepper yellow vein Mali virus, Tomato leaf curl Burkina Faso
virus, Tomato leaf curl Mali virus and Tomato leaf curl Ghana virus, and a dicot-
infecting mastrevirus species Chickpea chlorotic dwarf virus were characterized on
tomato. In addition, pepper yellow vein Mali virus (PepYVMLYV) and cotton leaf curl
Gezira virus (CLCuGeV) were characterized on pepper and okra, respectively, in
combination or not with alphasatellites and betasatellites for CLCuGeV. The most
severe, prevalent and widely distributed virus on vegetables was PepYVMLV which
was characterized for the first time in combination with a newly described DNA-B
species. Finally, of the eight weeds identified as potential reservoir hosts of

begomoviruses. Four of them host PepYVMLYV, exclusively.

Conclusion: Our results confirm the importance of geminivirus diseases on vegetable
crops in Burkina Faso and highlight the complex association of geminiviruses and
satellites. The association between PepYVMLV and a newly described DNA-B
component could be an important epidemiological factor for the emergence of
PepYVMLYV as the most prevalent and severe plant virus disease on tomato and pepper
in Burkina Faso. The detection of begomoviruses in weeds close to crops points towards

the increased necessity of considering reservoir plants in the control of virus diseases.
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1. Introduction

Emerging plant viruses cause major economic losses on food and fiber crops, and pose a
continuous threat to global food security (Anderson et al., 2004; Jones, 2009). Since the
late 1980s, begomoviruses (Geminiviridae family), transmitted by the whitefly Bemisia
tabaci, draw particular attention due to its emergence on a large set of monocots and
dicots worldwide and especially in Africa (Rojas et al., 2005; Mansoor et al., 2006;
Navas-Castillo et al., 2011). Beside the well-characterized cassava mosaic
geminiviruses (Fauquet et al., 2008; Patil & Fauquet, 2009) and African streak viruses
(Martin & Shepherd, 2009), a flurry of distinct begomovirus species has been described

over a large range of vegetable and staple crops in Africa.

Begomovirus genomes consist of one (monopartite) or two (bipartite) single-stranded
circular DNA (ssDNA) components of ~2.7 kb that conjointly encode four to eight
proteins involved in viral replication, movement, transmission and pathogenesis
(Mansoor et al., 2006; Jeske, 2009; Scholthof et al., 2011; Zerbini et al., 2017).
Interestingly, except for a small number of bipartite begomoviruses (presenting with the
so-called DNA-A and DNA-B components) described in the Old World (De Bruyn et
al., 2012; Leke et al., 2016a,b), most African begomoviruses are monopartite with a
unique DNA-A-like component (Brown et al., 2015). Nevertheless, an increasing body
of evidence has demonstrated that most monopartite begomoviruses are associated with
satellites DNA. Betasatellites and alphasatellites are about half the size of a
begomovirus component (~1.4 kb) and require the helper begomovirus for systemic
spread and insect transmission (Saunders et al., 2000; Briddon & Stanley, 2006).
Betasatellite DNAs are required for induction of typical disease symptoms and depend
on the helper begomovirus for replication and movement (Briddon & Stanley, 2006;
Mansoor et al., 2006). Alphasatellites are also commonly associated with Old World
monopartite begomoviruses. These alphasatellites encode for a replication associated
protein and are able to replicate autonomously (Mansoor et al., 1999; Saunders &
Stanley, 1999; Briddon et al., 2004). In contrast with betasatellites, alphasatellites have

not been shown to play a role in the etiology of begomovirus-induced diseases.
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In recent years, vegetable crops and in particular tomato crops have been negatively
impacted by epidemics of leaf curling and yellowing diseases in many countries of West
and Central Africa (e.g., Benin, Burkina Faso, Cameroon, Ghana, Céte d’lvoire, Mali,
Niger, Nigeria, Senegal and Togo; for review Leke et al, 2015). A complex of at least
10 species of begomoviruses have been characterized in association with okra leaf curl
disease (OLCD), tomato leaf curl or yellow leaf curl diseases (TOLCD-TYLCD) and
pepper yellow vein disease (PYVD) in this region. Cotton leaf curl Gezira virus
(CLCuGV; Shih et al., 2009; Tiendrébéogo et al., 2010a,b; Séka et al., 2016), Okra leaf
curl Cameroon virus (OLCCMV; Leke et al, 2013) and Okra yellow crinkle virus
(OYCrV; Shih et al., 2007; Kon et al., 2009) have been associated with OLCD, in
combination or not with Cotton leaf curl Gezira betasatellite (CLCuGeB; Tiendrébéogo
et al., 2010a), Cotton leaf curl Gezira alphasatellite (CLCuGeA), Okra leaf curl
Burkina Faso alphasatellite (OLCBFA), Okra leaf curl Mali alphasatellite
(OLCuMLA) and Okra yellow crinkle alphasatellite (OYCrA; Tiendrébéogo et al.,
2010a; Leke et al., 2013).

Tomato leaf curl Burkina Faso virus (TOLCBFV; Ouattara et al., 2017a), Tomato leaf
curl Cameroon virus (TOLCCMV; Leke et al., 2011), Tomato leaf curl Nigeria virus
(TOLCNGV; Kon & Gilbertson, 2011), Tomato leaf curl Mali virus (ToLCMLV; Osei
et al., 2008; Zhou et al., 2008; Leke et al., 2011), Tomato leaf curl Ghana virus
(TOLCGHV; Kon & Gilbertson, 2012), Tomato vyellow leaf curl Mali virus
(TYLCMLYV; Chen et al., 2009; Lett et al., 2009; Sattar et al., 2015b) and recently the
dicot-infecting Mastrevirus species Chickpea chlorotic dwarf virus (CpCDV; Ouattara
et al., 2017b) have been associated with TOLCD-TYLCD, in combination or not with
CLCuGeB (TYLCMLV; Chen et al., 2009), Tomato leaf curl Togo betasatellite
(TOLCTGB; Kon & Gilbertson, 2012), Ageratum leaf curl Cameroon alphasatellite
(ALCCMA,; Leke & Kvarnheden, 2014), and Tomato leaf curl Cameroon alphasatellite
(TOLCCMA,; Leke et al., 2011). Using agroinoculation systems, Chen et al. (2009)
demonstrated that TYLCMLYV in association with CLCuGeB causes a severe symptom
phenotype of ToLCD-TYLCD, similar to that observed in tomato fields in Mali and
neighboring countries. Pepper yellow vein Mali virus (PepYVMLV) has been
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associated with PepYVD and ToLCD-TYLCD (Zhou et al., 2008; Tiendrébéogo et al.,
2011; Séka et al., 2017).

Several lines of evidence have suggested a complex begomovirus etiology for these
diseases with several begomovirus and satellite species involved in association or not
with characteristic disease symptoms, and high populations of whiteflies (Konaté et al.,
1995; Zhou et al., 2008; Chen et al., 2009). In Burkina Faso, the observation of various
virus-like symptoms suggests the involvement of several viruses possibly associated
with satellites and the pressing need for additional information on their diversity and
distribution. This study was undertaken in Burkina Faso to inventory geminiviruses
infecting vegetable crops and weeds serving as potential reservoirs or alternative hosts
and to study their main epidemiological parameters such as disease and virus prevalence
in the field.

2. Materials and Methods

2.1. Samples collection

Surveys were conducted from 2013 to 2016 in the three agroclimatic areas (Figure 1a;
the humid Sudan [annual rainfall between 900 and 1200 mm], the sub-humid Sudan-
Sahel [annual rainfall between 600 and 900 mm] and the dry Sahel [annual rainfall
between 400 and 600 mm] areas) of Burkina Faso. Leaves were sampled form a total of
1650 cultivated and 413 uncultivated plant in 48 localities (Figure 1a). The plant
species, the name of the locality and the geographical coordinates (latitude, longitude)
of samples were recorded. All samples were collected in envelopes and dried using an
oven. Of the 1650 vegetable samples, 450 samples (tomato, okra, sweet and hot
peppers) were collected based on their virus-like symptoms from 2013 to 2016, and
1200 tomato samples were collected regardless of symptomatology (blind random
sampling) in 2015 and 2016, to study the prevalence of ToLCD-TYLCD and
geminiviruses on this host. This sampling was performed from ten localities (three
localities in the Sahel area, four in the Sudan-Sahel area and three in the Sudan area).
One and three fields per locality were surveyed in 2015 and 2016, respectively. Leaves

from 30 tomato plants were randomly collected per field.
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Figure 1: (a) Representation of the 48 locations surveyed from 2013 to 2016 in the three agro-ecological
areas. (b) Barplots showing variable proportions of geminivirus infecting vegetables and uncultivated

plants in the all surveyed locations in Burkina Faso
2.2. DNA extraction and PCR detection

Total DNA was extracted using the DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) according to the
manufacturer's instructions. The degenerate primer pair Clust4CP-F342 and Clust4CP-
R1032 was used for the universal detection of begomoviruses by PCR (De Bruyn,
2014). Six sets of primer pairs were designed for the specific detection of tomato leaf
curl Mali virus (ToOLCMLYV), tomato leaf curl Ghana virus (ToLCGHV), tomato leaf
curl Burkina Faso (ToLCBFV), pepper yellow vein Mali virus (PepYVMLYV) (DNA-A
or -B) and chickpea chlorotic dwarf virus (CpCDV) (Supplementary table 1). The PCR
screening of samples were carried out in 25 pLL volumes with 5 uLL of 5X buffer, 2.5 uL.
of dNTPs (2 mM), 1.5 pL of MgCl,, 1 uL each of forward and reverse primers (10 mM)
and 0.2 uL of GoTaq® Flexi DNA Polymerase. After an initial denaturation of 5 min at
94 °C, 30 cycles at 94 °C for 30 sec, 50 to 62 °C for 30 sec (see Supplementary table 1
for details) and 72 °C for 1 min were conducted before a final elongation step at 72 °C

for 5 min. Amplifications were checked by electrophoresis onto 1% agarose gels.
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2.3 Cloning and sequencing of full viral genomes

Complete sequences were obtained using a previously described RFLP-RCA method
(Inoue-Nagata et al., 2004). Full genome amplicons were digested using BamHI, EcoRI
or Pstl, before ligation into similarly linearized pGem-3zf (Promega, USA) or pJET1.2
(Thermo Fisher Scientific, USA) cloning vectors and transformation into Escherichia
coli. The resulting clones and PCR amplicons obtained with the degenerate primers
(Clust4CP) were sequenced by Sanger sequencing methods using primer-walking when

needed (Macrogen, Europe).
2.4. Phylogenetic analysis

Sequences were edited and assembled using DNA Baser v.2.91 (Heracle BioSoft
S.R.L.,, Romania) and Geneious R8 (Biomatters Ltd, New Zealand) softwares.
Nucleotide sequences were subjected to a BLAST search for preliminary species
assignment. Alignments of the request sequences along with representative geminivirus
sequences available from GenBank were performed using the MUSCLE alignment tool
(Edgar, 2004) available in MEGA 6 (Tamura et al., 2013) and edited by eye. In order to
assign sequences to known virus species and strains, pairwise identity comparisons of
nucleotide sequences were performed using SDT v1.2 with pairwise deletion of gaps
(Muhire et al., 2013). Maximum-likelihood (ML) phylogenetic trees were constructed
using FastTree v2.1.7 (Price et al., 2010) and edited using FigTree v1.3 (available at
http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

2.4. Field data analysis

Disease and virus prevalences were calculated as the percentage of ToLCD-TYLCD
symptomatic and PCR positive tomato plants, respectively, among 30 plants for each
site in the ten localities. Data processing and analysis were performed with R v3.3.2 (R
Core Team, 2016).
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3. Results

3.1. Survey for virus-like symptoms in vegetables and weeds and detection of

geminiviruses DNA

Surveys conducted in the 48 localities of Burkina Faso confirmed the presence of
ToLCD-TYLCD, PepYVD and OLCD. PCR diagnosis of begomoviruses based on
universal primers revealed that 21.5% (355/1650) of the cultivated plants (tomato,
pepper and okra) and 13% (52/413) of the uncultivated plants taken near the crops are
infected by begomoviruses (Figure 1b). Direct sequencing of PCR amplicons and search
for sequence similarity in the GenBank database (NCBI, BLASTN), revealed the
presence of at least four species of begomoviruses in cultivated plants: CLCuGeV on
okra (55%, n = 11/20), PepYVMLV on sweet and hot pepper (41%, n = 33/80) and
tomato (15%, n = 226/1520), ToLCMLV on tomato (5%, n = 78/1520) and TOLCGHV
on tomato (1%, n = 10/1520) (Figure 1b, Supplementary table 2). The same viruses
were detected on uncultivated plants: CLCuGeV on Sida acuta (66%, n = 31/47);
PepYVMLYV on Amaranthus hybridus (24%, n = 4/17), Amaranthus sp. (3%, n = 1/33),
Ageratum sp. (50%, n = 1/2), Physalis angulata (9%, n = 5/55) and Boerhavia erecta
(22%, n = 6/27), TOLCMLV on Perilla frutescens (100%, n = 1/1) and ToOLCGHV on
Amaranthus spinosus (9%, n = 2/22) (for details see the Supplementary table 2).

Tomato plants showed three predominant symptom phenotypes (Figure 2): (phenotype
1) typical symptoms of leaf upcurling with or without stunting and yellowing,
(phenotype 2) unusual symptoms of distortion and crumpling of leaves with yellowing,

and (phenotype 3) interveinal yellowing and stunting of leaves without upcurling.

55



CHAPITRE I

Figure 2: Three predominant symptom phenotypes observed on tomato plants surveyed between 2013-

2016: (a) typical symptoms of leaf upcurling with or without stunting and yellowing (phenotype 1), (b)
unusual symptoms of distortion and crumpling of leaves with yellowing (phenotype 2), and (c) interveinal

yellowing and stunting of leaves without upcurling (phenotype 3).

3.2. Prevalence of TOLCD-TYLCD and geminiviruses on tomato

The prevalence of ToLCD-TYLCD and associated geminiviruses was measured with
blind random sampling of 30 tomato samples per field, in 40 fields surveyed in the three
agroecological areas of Burkina Faso (Table 1, Figure 3). Symptoms of ToLCD-
TYLCD were observed in all localities with a mean disease prevalence of 25% (Table
1). The highest values of disease prevalence were observed in the Sudan-Sahel (average
prevalence 30 = 13%) and Sudan (average prevalence 30 + 10%) areas for which no
significant difference was observed (p = 0.98). In contrast, significant differences were
observed between the Sahel area (average prevalence 13 + 9%) and the both Sudan-
Sahel and Sudan areas (p < 10°). However, disease prevalences varied widely
according to localities (2 £ 2% to 42 + 15%). The highest disease prevalences were
observed in the Sudan-Sahel localities of Loumbila (42 + 15%) and Korsimoro (40 +
26%). The locality least affected by TOLCD-TYLCD was Dakiri in the Sahel area with

a prevalence of only 2 + 2%.
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Table 1: Prevalence of tomato leaf curl disease and geminiviruses in tomato fields

sampled in ten locations in Burkina Faso from 2015 to 2016.

Disease prevalence * Geminivirus DNA

Area Localities SD (%) [symptomatic prevalence = SD (%) [PCR
samples/total] positive samples/total]
Sahel Dakiri 2 +2[2/120] 2+ 2[2/120]
Dem 18 £ 13 [22/120] 23 £5[28/120]
Ouahigouya 18 + 10 [21/119] 45 + 43 [53/119]

13 + 9 [45/359]0

23 + 22 [83/350]a

Soudan-Sahel Guiédougou 19 + 18 [22/119] 53 + 43 [63/119]
Korsimoro 40 + 26 [48/120] 78 + 37 [94/120]
Loumbila 42 + 15 [51/120] 62 + 22 [74/120]
Tandjari 17 £ 5[20/120] 32 £ 13 [38/120]

30 + 13 [141/479]a

56 + 19 [269/479]a

Soudan

Karangasso-sambla
Leguéma
Toussiana

20 + 10 [24/120]

31 + 18 [37/120]

39 + 20 [47/120]
30 + 10 [108/360]a

31 + 16 [37/120]

63 + 44 [76/120]

62 + 33 [74/120]
52 + 18 [187/360]a

Based on PCR diagnosis using virus specific primers, geminiviruses were detected on
tomato in all localities surveyed but with very variable prevalences (Table 1). In
agreement with the localities with the highest disease prevalences, the highest
geminivirus prevalences were observed in the Sudan-Sahel localities of Korsimoro (78
+ 37%) and Loumbila (62 + 22%), and the Sudan localities of Leguéma (63 + 44%) and
Toussiana (63 + 44%). Four geminiviruses were detected in the 1200 tomato samples
evaluated: PepYVMLYV, ToLCMLV, ToLCGHV and CpCDV (Figure 3). PepYVMLV
was the most prevalent begomovirus species on tomatoes in the three agro-climatic
areas of Burkina Faso with prevalence ranging between 0 and 45%, 31 and 78%, 31 and
48% in the Sahel, Sudan-Sahel and Sudan areas, respectively. The second most
prevalent begomovirus was the ToLCMLV detected only in the Sudan area with
prevalence varying between 10 and 53%. The least prevalent begomovirus is
ToLCGHV which was detected only in four tomato plants from the same locality
Toussiana in the Sudan area. The mastrevirus CpCDV was detected in the three

agroecological areas but in a very low prevalence, below 3% (Figure 3). The use of
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virus specific primers revealed the occurrence of mixed infection in 11% of the samples
tested from the Sudan area (38/360). Mixed infections consisted of 37 cases of double
infection (PepYVMLV-ToLCMLYV, 36/360; PepYVMLV-CpCDV, 1/360) and a case of
triple infection (PepYVMLV-ToLCMLV-CpCDV; 1/360).

80+
Ouahigouya 60
= DeM  Apakiri 53 o
Gu‘\é%ougou © Korsimore 40
. B CpCDV
Loumbila ° Tandjari o 24 28 B PepyVMLY
B ToLCGHV
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Dakiri Dem Quahigouya
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80 80 94 94
74 74 74
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Karangasso-sambla Leguema Toussiana Guiédougou Korsimoro Loumbila Tandjari
.~ sudanarea Sudan-Sahel area

Figure 3: Distribution of tomato-infecting geminivirus according to the agroclimatic areas and the
ten surveyed locations. The bars were colored according to the four geminivirus species. The height of
each bar corresponds to the prevalence of each virus species-detected (%) calculated by the ratio of the
number of infected plants to the total of tested plants. The grey bar represents the proportion of infected
plants regardless virus species calculated by the ratio of number of infected plants to the number of tested
plants per location. The number of infected plants is given at the top of each bar and the values under bars

correspond to the number of tested plants par location.

3.3. Molecular characterization of a complex of five begomoviruses species and a

mastrevirus

Using RCA-RFLP protocol for geminivirus amplification, cloning and sequencing
(Shepherd et al., 2008), 134 DNA sequences were obtained form 117 out of the 2063
leaf samples collected in Burkina Faso from 2013 to 2016 (Supplementary table 3).
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These sequences consisted of 84 begomovirus DNA-A, 33 begomovirus DNA-B, eight

alphasatellites, nine betasatellites and two mastreviruses.

The 84 complete DNA-A sequences of begomovirus (2732-2822 nucleotides) were
obtained from tomato (n = 57), peppers (n = 10), okra (n = 07), Sida acuta (n = 08),
Amaranthus sp. (n = 1) and Amaranthus hybridus (n = 1). All sequences present the
typical genome organization of Old World monopartite begomoviruses with the
presence of six open reading frames (ORFs) corresponding to V1 and V2 on the virion
strand and C1, C2, C3 and C4 on the complementary strand (Rojas et al., 2005). In the
IR region located between the start codons of the C1 and V2, all components present a
typical replication origin (]), including an inverted repeat sequence containing the
highly conserved nonanucleotide sequence TAATATT|AC (Zhou et al., 2008; Kon et
al., 2009).

Sequence analysis revealed that the ten sequences isolated from peppers, one from
S. acuta and the sequence obtained from Amaranthus sp. were all isolates of
PepYVMLYV with similarities ranging from 96 to 100% (Figure 4a).

Sequences isolated from okra shared 99-100% similarities with Burkinabe isolates
of the Niger strain of CLCuGeV (CLCuGeV-NE). Conversely, the seven CLCuGeV
genomes isolated from S. acuta were only 91-92% similar to CLCuGV-NE isolates and
form a distinct clade on the phylogeny (Figure 4a). According to the International
Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) guidelines for species and strain
demarcation in the genus Begomovirus (Brown et al., 2015), these sequences are

members of a new strain of CLCuGeV provisionally named Sida (CLCuGeV-Si).

Begomoviruses isolated from tomato belong to four distinct clades (West African
tomato group 1 to 4) (Figure 4a). The 19 DNA-A sequences from the West African
tomato group 1 shared 99 to 100% similarities between them and the highest nucleotide
similarities of 96-97% with isolates of the Burkina Faso strain of ToLCMLV
(TOLCMLV-BF). The 2 DNA-A sequences from the West African tomato group 2
shared 94% similarities between them and the highest nucleotide similarities of 92-94 %
with isolates of TOLCGHYV. The DNA-A sequence from the West African tomato group
3 shared the highest nucleotide similarities of 85% with isolates of PepYVMLYV,
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suggesting the presence of a new tomato-infecting begomovirus named ToLCBFV
(Ouattara et al., 2017a). Finally, 35 DNA-A sequences from the West African tomato
group 4 shared 95 to 100% similarities between them and the highest nucleotide
similarities of 96-99% with isolates of PepYVMLYV.

Unexpectedly, 33 complete sequences of DNA-B component were obtained from
cultivated (tomato, n = 19; pepper, n = 10) and uncultivated (Amaranthus sp., n = 1;
Amaranthus hibrydus, n = 1; Boerhavia erecta, n = 1; Sida acuta, n = 1) plants (Figure
4b, Supplementary table 3). A DNA-B sequence found from tomato and the other one
found from Amaranthus hibrydus were not associated with geminivirus. In contrast,
DNA-B sequence characterized from Sida acuta (n = 1) and the others from tomato (n =
18) were associated with CLCuGeV and PepYVMLV (based on PCR or cloning),
respectively. These components were 2657 to 2700 nucleotides long and ranged 92-
100% similarity amongst themselves. All presented the typical genome organization of
begomovirus DNA-B component with the two ORFs BV1 and BC1 and a common
region (CR) (Padidam et al., 1995). BLAST searches and pairwise comparison to
reference sequences using SDT revealed that these sequences shared the highest
nucleotide similarity of 64-66% with the DNA-B component of East African cassava
mosaic Kenya virus and East African cassava mosaic Zanzibar virus (EACMKYV,
AJ704965; EACMZV, AJ704942; Supplementary table 3, Supplementary figure 1). The
results of phylogenetic analysis grouped these 33 DNA-B sequences in a unique clade
distantly related to the DNA-B sequences of the African cassava-infecting
begomoviruses and the recently characterized West Africa Asystasia begomovirus 1
(WAAV1, Figure 4b) (Wyant et al., 2015). Based on the recommendations of Briddon
et al. (2010), theses sequences could be assigned to a new DNA-B species tentatively
named PepYVMLYV associated DNA-B.
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Figure 4: Maximum-likelihood phylogenetic tree inferred from alignments of complete (a) DNA-A and
(b) DNA-B sequences of begomovirus groups. The new sequences characterized in our study are shown
in bold. Sequences obtained from uncultivated plants are highlighted by using a black background. For
better visibility, the bootstrap values between 50 and 70 are represented by white dots and those higher

than 70 are represented by black dots. The horizontal scale indicates the genetic distance.

Seven alphasatellite sequences were characterized from okra samples for which
CLCuGeV were detected by PCR and three complete DNA-A sequences were obtained
([BF:Kam:0Ok100B2:13], [BF:Lou:0k57B3:13] and [BF:Lou:Ok100PD:14],
Supplementary table 3). In addition, another alphasatellite was described from
Amaranthus hybridus for which no begomovirus was detected by PCR. Alphasatellite
sequences consisted of 1346-1387 nucleotides and showed typical features consisting of
the presence of a single alpha-Rep ORF in viral sense and A-rich region. All
alphasatellites had a predicted alphasatellite hairpin structure with a loop containing a
nonanucleotide, TAGTATT|AC or CAGTATT|AC, common to nanoviruses
(Tiendrébéogo et al., 2010a; Zhou, 2013). After sequence comparison and based on the
established alphasatellite species demarcation threshold of 83% (Mubin et al., 2009), it
was apparent that four of the alphasatellites isolated from okra in association with
CLCuGeV and from Amaranthus hybridus (89 to 100% similarity between them) were
isolates of the Okra leaf curl alphasatellite with 97-98% similarity (Figure 5a). The
remaining alphasatellites isolated from okra (96 to 100% similarity between them) were
isolates of the Cotton leaf curl Gezira alphasatellite (CLCuGeA) with 96 to 98%
similarities (Figure 5b).

Eight complete nucleotide sequences of betasatellites were obtained from okra (n = 5)
and Sida acuta (n = 3) plants (Figure 5c, Supplementary table 3). Three of them
obtained from okra (n = 2) and Sida acuta (n = 1) were associated with CLCuGeV.
Another betasatellite sequence of 1203 nucleotides was identified from tomato in
association with TOLCGHV-BF. Except this tomato-infecting betasatellite which had a
partial ORF BCI1, all the malvaceous-infecting betasatellites count 1344-1360
nucleotides and had the characteristic features including the BC1 ORF on the

complementary strand, an adenine-rich (A-rich) sequence region and a stem-loop
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structure containing the ubiquitous nonanucleotide TAATATTAC sequence that serves
as the origin of virion-strand DNA replication (Briddon et al., 2008; Zhou, 2013). The
betasatellite sequences from S. acuta were 96-100% similar and shared 74-75%
nucleotide similarities with Chayote yellow mosaic Benin betasatellite (ChYMBJB,
KT454828) from Benin. These similarities fall below the established species
demarcation threshold for betasatellites (78% nucleotide sequence identity; Briddon et
al 2008), and thus form a new species tentatively named Cotton leaf curl Gezira
betasatellite 1 (CLCuGeBL1). The betasatellite isolated from okra were 97-100% similar
and shared 96-98% nucleotides similarities with CLCuGeB and OLCuMLB isolates.
The proximity of these species on the phylogenetic tree (Figure 5c), suggest that they
both belong to the same species. The two identical sequences of betasatellite,
characterized on tomato and associated with TOLCGHV, shared only 75% sequences
similarities with Chayote yellow mosaic Benin betasatellite (ChYMBJB, KT454828)
from Nigeria and may constitute a new species provisionally named Tomato leaf curl
Ghana betasatellite (TOLCGHB).

Along with the description of begomoviruses associated with ToLCD-TYLCD, two
mastrevirus genomes of 2562 nucleotides were characterized from tomato (98.5%
similarity with one another). The two genomes shared ~93% genome-wide pairwise
identity with the Sudanese CpCDV-M strain (CpCDV-M[SD:SD231:13] _KM229909).
Following the guidelines for mastrevirus classification (Muhire et al., 2013), these

isolates were assigned to a new strain named CpCDV-R (Ouattara et al., 2017b).

63



0.05

ToLCCMA [CM]_FN675301

ﬂToLCCMA [CM]_FN675300

TOLCCMA [CM]_FN675299
ALCCMA_NC_014744

ALCCMA_FR717143

ALCCMA [CM]_FN675294
ALCCMA [CM]_FN675292
ALCCMA [CM]_FN675291
ALCCMA [CM]_FN675293
ALCCMA [CM]_FN675295

ToLCCMA_NC_014747

ToLCCMA_FR717142
ToLCCMA [CM]_FN675302
ToLCCMA [CM]_FN675296

Nanovirus [U95-1]_AJ512964
H‘owus [SB32-1]_AJ512963

Nanovirus [SB45-2]_AJ512960
MYMCMA [UMU1D2]_FN675298
MYMCMA_NC_014907
MYMCMA[UMU1D1]_FN675297
MYMCMA[UMU1D3]_FN675303

CLCuGeA_NC_013593

CLCuGeA [BF]_FN554580

CLCuGeA [Njo5]_HE858192

OLCUMLA [CM]_FN675290

OLCUMLA [CM]_FN675289

OLCuA [BF:S0s:0k86PG:14]

OLCUA [BF:Sos:0k87EF:14]

OLCuA [BF:Lou:0k100bBB:14]
OLCuA [BF:Lou:0k57B1:13]
OLCUA_NC_010620
OLCUA_EUS589450
OLCuA_F1868830

CLCuGeA [KSA27]_HG530546
CLCuGeA [KSA27]_HG530545
CLCuGeA [KSA27]_HG530544

CLCuGeA [KSA27]_HG530547

CLCuGeA [SH7]_HM446369

CMMGA_NC_018628
4CMMGA [MG]_HE984148

CMMGA [MG]_HE984149

OLCUA [OBKG]_FM164739
CLCuGeA [BF:Kam:0k100B1:13]
CLCuGeA [BF:Kon:0k97B1:13]
rCLCuGEA [BF:Gue:Ok1119B3a:16]
ﬂ CLCuGeA [BF]_FN554583

CLCuGeA [BF]_FN554581

CLCuGeA [IsSq-C171]_KT099176
CLCuGeA [SD]_KC763632
CLCuGeA [SD]_KC763634
CLCuGeA [SD]_KC763633

CLCuGeA [SD]_KC763631
OYCrCMA [CM]_NC_014906
OYCrCMA [CM]_FN675284
OYCrCMA [CM]_FN675285
OYCrCMA [CM]_FN675286

OYCrCMA [Njo5]_HE858193

OYCrCMA [CM]_FN675288

OYCrCMA [Cm]_FN675287
OELCuA_HF546575
OELCUA_NC_019944

HoLYVA [PK]_FR772086

CLCuGeA [BF]_FN554582

CHAPITRE I

P CLCuGeB1 [BF:Kay:Si28BB:14

%
TOLCGHB [BF:Sos:To82EE:14]

TOLCTGB [TG]_KT382329
ToLCTGB [TG]_NC_014741
ToLCTGB [TG]_HQ586965
TOLCTGB [TG)_KT382328
ALCCMB [SatBToF3]_HG972118
ALCCMB [SatB14]_FR717139
ALCCMB [SatB6]_FR717138
LCCMB [SatB35]_FR717141
LCB_FM164737
ALCB [ALBF]_FM164738
ALCB [AL2B2]_FN298808

0.08

64

ToLCYEB_NC_018864
ToLCYEB_JF919721
TOLCYEB_JF919717
TOLCYEB_JF919722
ToLCYEB_JF919718
ToLCYEB_JF919719
TOLCYEB_KT199104
ToLCSDB_KT728729
ToLCSDB_KT728730

ToLCSDB_KT728736
ToLCSDB_KT728735
ToLCSDB_KT728731
ToLCSDB_KT728737
ToLCSDB_KT728739
ToLCSDB_KT728738
ToLCYEB_IF919720
 CLCuGeB [BF:Kon:0k97P4:13]
CLCuGeB [BF:S0s:0k87PA:14]
CLCuGeB_EU727087
CLCuGeB_F1469628
CLCuGeB [BF]_FN554577
CLCuGeB [BF]_FN554573
CLCuGeB_EU727088
f CLCUGeB_F1469629
CLCuGeB [BF:Lou:Ok97PF:14]
L~ CLCuGeB [BF:Kon:0k87P1:13]
OLCUMLB [BF:Sos:0k86PE:14]
OLCUMLB [LY1B12]_FM164733
OLCUMLB [LY1B11]_FM164727
OLCUMLB [MU4B1]_FM164734
OLCUMLB [NJSB3]_FM164725
OLCUMLB [OMHB12]_FM164732
OLCUMLB [OMHB11]_FM164731
'— OLCUMLB [BF]_FN554578
OLCUMLB [BF]_FN554576
OLCUMLB [ODLAR13]_FM164730
OLCUMLE [ODLAR11]_FM164728
CLCuGeB [BF]_FN554579
CLCUGeB [BF]_FN554575
CLCuGeB [BF]_FN554574
OLCUMLB_NC_009731
OLCUMLB_EU024121
OLCUMLB_EU024122
TYLCMLB_DQ136001
CLCUGeB_DQ644564
CLCuGeB_F1868829
CLCuGeB [SD]_AY044141
CLCuGeB [CLCO1C]_AY669329
CLCuGeB [CLCS5C]_NC_006935
CLCuGeB_AY077797
CLCUGeB [CLC46C]_AY669328
CLCuGeB_AY044140
CLCUGeB [CLC35C]_AY077798
CLCuGeB_AY044143
CLCUGeB [CLC430]_AY077799
CLCUGeB [SD]_AY044142
CLCUGeB_KM279620
+ CLCuGeB [KSA2]_HG530542
OLCuB [OKB1]_KF267444
CLCuGeB [1sSqC112)_KT099177
CLCUGeB [IsSq1]_KU095847
OLCuB [Ama]_JX649952
OLCUB_AF397217
OLCuB_F)187798
CLCuGeB [IsSqC9]_KT099178
OLCuB [Hom]_KJ396939
OYVB [SB181]_AJ316043
OLCUB _NC_004093
OLCUB_AF397215
OLCUB_AF397216
OYVB_NC_005051
OYVB_AJ316039
OLCuB_FJ187796
OLCUBF_J455515
PepGMB_F1436005

ALCB [AL2B3]_FN298809
ALCCMB [AL2B1]_FN298807
ALCCMB [AGLI4B7]_FN298806
ALCCMB [AGLI4B2]_FN298805
ALCCMB_NC_012557

ALCCMB [AGLI4B1]_FN298804

ChYMBIB [NG:Si3614]_KT454830
ChYMBJB [CM:Kum:Pa:14]_NC_030309
ChYMBIB [CM:Kum:Pa:14]_KT454828

ChYMBJB [BJ:Mom:Ch5714]_KT454829

Figure 5: Maximum-likelihood phylogenetic tree inferred from alignments of complete alphasatellite (a,
b) and betasatellite (c) sequences associated with begomovirus groups. The new sequences characterized
in our study are shown in bold. Sequences obtained from uncultivated plants are highlighted by using a
black background. For better visibility, the bootstrap values between 50 and 70 are represented by white

dots and those higher than 70 are represented by black dots. The horizontal scale indicates the genetic
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4. Discussion

In West Africa, diseases caused by whitefly-transmitted begomoviruses have emerged
as major constraints on production of vegetables, especially tomato, pepper, and okra
(Chen et al., 2009; Kon et al., 2009; Tiendrébéogo et al., 2010a, 2011; Leke et al.,
2012; Sattar et al., 2015). Considerable progress have been made on the identification
of begomoviruses circulating in that region (Kon & Gilbertson, 2011). Studies have
revealed a diversity of genetically distinct and locally evolved viruses, thereby
establishing West and Central Africa as a center of begomovirus diversity (Chen et al.,
2009; Kon et al., 2009; Kon & Gilbertson, 2011; Leke et al., 2015). In this study, we
improve our understanding of diversity and etiology of geminiviruses associated with

vegetable crops in Burkina Faso.

4.1. High prevalence of geminivirus-like diseases on vegetables in Burkina Faso

The large surveys conducted in the three agroclimatic areas of Burkina Faso confirmed
the omnipresence of geminivirus-like diseases: ToLCD-TYLCD, PepYVD and OLCD.
Our study revealed that on average one quarter (25%) of tomato plants randomly
evaluated in fields present symptoms of TOLCD-TYLCD, and that almost half (44%)
are infected by geminiviruses. Our results confirm the initial report of the existence of
geminiviruses infecting crops in West and Central Africa in the 90s, based on serology
and hybridization (N’Guessan et al., 1992; Konaté et al., 1995), and more recently
based on advanced molecular techniques (for review Leke et al., 2015). However, an
increasing gradient of ToLCD-TYLCD prevalence and geminivirus prevalence from
North to South were observed, with the highest values observed in the Sudan-Sahel and
Sudan areas. The prevalence of begomoviruses on crops is directly related to the
abundance and type of their insect vector Bemisia tabaci and/or the presence of virus
reservoir or alternative plants in the agroecosystems. Gnankiné et al. (2013) showed
that the polyphagous MED cryptic species of B. tabaci (formely Q biotype) was
dominant on tomato crops in Burkina Faso. The presence of an abundant population of
the MED cryptic species of B. tabaci is correlated with the both high diversity and
prevalence of begomovirus diseases on vegetable crops. Moreover, the lower prevalence

of diseases and the lower viral diversity recorded in the Sahel area seems to correlate

65



CHAPITRE I

with the arid climate to an environment less favorable to weeds and potential virus plant

reservoirs and to phytophagous insects.

4.2. Occurrence of geminiviruses and DNA satellites on vegetables in Burkina Faso

A complex of five begomoviruses, including CLCuGV on okra, ToLCMLYV,
ToLCGHV, ToLCBFV on tomato, PepYVMLV on peppers and tomato, and two
species of betasatellites and three species of alphasatellites, mostly associated with the
CLCuGV on okra, were identified on vegetables in Burkina Faso. These results are in
agreement with previous reports suggesting a complex etiology for ToLCD-TYLCD
(Sattar et al., 2015; Ouattara et al., 2017a), PepYVD (Tiendrébéogo et al., 2008) and
OLCD (Tiendrébeogo et al., 2010a,b) with several begomovirus and DNA satellite
species (Tiendrébéogo et al., 2010a), and the recent and surprisingly description of a
dicot-infecting mastrevirus CpCDV on tomato in Burkina Faso (Ouattara et al., 2017b).

Even if CpCDV has already been detected on tomato in 2012 in Pakistan (GenBank
accession number KP881605; unpublished data), the occurrence of this virus at a
country level and its potential involvement as a causative agent of ToLCD-TYLCD
disease represents a novelty of great significance for managing the “health” of tomato in
Africa and more largely in the Old World, since CpCDV has also been found infecting
leguminous hosts in Middle East and the Indian-subcontinent (Kraberger et al., 2015).
The presence of this dicot-infecting virus in Africa on two new hosts, tomato and
papaya, confirms its wide occurrence and plant host range which reopens the question

of the geographical origin of this highly interesting group of dicot-infecting viruses.

First reported in Mali, Benin, Ghana, Niger, Senegal, and Togo (Zhou et al., 2008), our
results confirmed the recent description of TOLCMLYV on symptomatic tomato plants in
Burkina Faso (Sattar et al., 2015). Unlike TOLCMLYV, this is the first description of
ToLCGHV outside Ghana where it was first described (Osei et al., 2008). The
description of a new betasatellite named ToLCGHB in association with TOLCGHV on a
tomato yellow leaf curl diseased plant opens the question of the impact of this
betasatellite on symptoms induction. Chen et al. (2009) demonstrated that even if
TYLCMLYV causes TYLCD throughout West Africa, the association of TYLCMLYV and
CLCuGeB infrequently detected in the field, represent a reassortant that causes a severe
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phenotype of TYLCD. Inversely, tomato leaf curl Togo betasatellite (ToLCTGB),
described in association with ToOLCGHV and ToLCNGV in Togo, seems to have no
effect on disease symptoms on tomato induced by either begomovirus, but increased
symptom severity by both viruses in Nicotiana spp. and Datura stramonium (Kon &
Gilbertson, 2011).

TYLCMLV was reported on tomato in Burkina Faso in 2010 (Sattar et al., 2015). But
our study could not confirm its presence in several localities spread across the country
including the region surveyed by Sattar et al. (2015), five years earlier. Although this
result might suggest a low prevalence of TYLCMLYV in Burkina Faso or a dynamic of
viral communities over time, it highlights the importance of continuous epidemiological
surveillance.

The description of a new tomato-infecting begomovirus ToLCBFV (Ouattara et al.,
2017a) confirms that West and Central Africa represents a center of tomato-infecting
begomovirus diversity in that these diseases have emerged relatively recently and are
caused by genetically distinct locally evolved species (Kon & Gilbertson, 2011). It
reflects also the genetic diversity and wide distribution of indigenous begomoviruses
present in weeds or other plants in inter-tropical regions and the capacity of these
viruses to evolve into tomato-infecting variants following introduction or migration

events mediated by high populations of B. tabaci (Zhou et al., 2008).

The lack of genetic differentiation between PepYVMLYV isolates described in our study
on tomato, pepper and weeds and the isolates described elsewhere in West Africa on
tomato and pepper (Zhou et al., 2008; Tiendrébéogo et al., 2011; Sattar et al., 2015),
suggests that there is no genetic structuring of this virus species depending on the host
plant (cultivated or wild) and that the same viral population migrates from one host
plant species to another. PepYVMLV was named on the basis of symptoms observed on
pepper fields in the early 2000s (Tiendrébéogo et al., 2008; Zhou et al., 2008). This
virus was subsequently reported in China (AM691548, AM691555), Burkina Faso
(Tiendrébéogo et al., 2011) and recently in Cote d'lvoire (Séka et al., 2017). Based on
the infectivity of the agroinfectious clone generated from the virus, Zhou et al. (2008)

concluded that this virus was more infectious on Nicotiana benthamiana and tomato
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(Solanum lycopersicum cv. Glamor) than on pepper (Capsicum annuum cv. Cayenne
Long and cv. Carolina). The work done by Tiendrebeogo et al. (2011) also revealed that
PepYVMLYV was virulent on tomato, but no symptoms were surprisingly observed on
pepper in controlled chambers suggesting the absence of a component implicated in the
pathogenicity on pepper. However, the present work revealed a new species of DNA-B
distantly related with African begomoviruses involved in the cassava mosaic disease. Its
discovery, mainly in association with PepYVMLV DNA-A components, suggests that
PepYVMLYV described until now as a monopartite begomovirus could be associated
with a DNA-B component. As bottom lines of evidence, the similarity of the common
region (CR) between the DNA-A and DNA-B components of PepYVMLV (90%,
whereas DNA-B CR share less than 80% similarity with ToLGHV, ToLCBFV and
ToLCMLV DNA-As; Supplementary figure 2) and the presence of similar iteron
sequences (GGGTAC for both PepYVMLV DNAs whereas GGTCTC, GGGTCT and
GGGTTC are used by ToLCGHV, ToLCBFV and ToLCMLV DNA-As, respectively)
may indicate that these DNA components are coadapted. Moreover, the large
distribution and the high prevalence of PepYVMLYV observed in our study could also be
the result of this positive association. However, the strict or unstrict association of these
DNAs and the involvement of this DNA-B in the pathogenicity and more broadly in the
epidemiology of PepYVMLYV need further investigations.

Molecular characterization of tomato-begomoviruses associated with typical symptoms
of TYLCD-ToLCD in Burkina Faso (this study and Sattar et al., 2015), demonstrated
that these symptoms of leaf upcurling with or without stunting and yellowing are
associated with a complex of at least four begomoviruses: ToLCBFV, ToLCMLV,
ToLCGHV, TYLCMLV. The unusual distortion and crumpling symptoms with
yellowing observed in the field on tomato leaves have been associated with
PepYVMLYV. This unusual symptom phenotype has also been observed on tomato
leaves in 2004 in Mali and consistently associated with PepYVMLV (Zhou et al.,
2008). The authors proposed to rename this begomovirus species tomato yellow leaf
crumple virus based upon the predominant tomato disease symptoms in the field and the
high rate of infectivity and symptoms induced in tomato by the agroinfectious clone and

the absence of symptoms on pepper. Finally, the interveinal yellowing and stunting of
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leaves without upcurling have been associated with the dicot-infecting mastrevirus
CpCDV. Knowing that TOLCD-TYLCD are associated with more than 70 begomovirus
species in the world, only a molecular diagnosis is able to identify the causative agent.
For the particular tomato symptom phenotypes associated with PepYVMLV and
CpCDV, monitoring the incidence and the distribution of these two viral agents in

simple infection in the field on the basis of symptoms appears feasible.

First described on cotton in Sudan (Idris & Brown, 2000), CLCuGeV has been reported
on okra in several countries bordering Burkina Faso with Mali (Kon et al., 2009), Niger
(Shih et al., 2009) and recently in Céte d’Ivoire (Séka et al., 2016). CLCuGeV was also
described in Egypt, Cameroon and Nigeria (Bigarré et al., 2001; Leke et al., 2013; Silva
et al.,, 2017). Our study confirms the presence in Burkina Faso on cultivated and
uncultivated malvaceous plants of the Niger strain of CLCuGeV in association with a
complex of satellites including alphasatellites and betasatellites (Tiendrébéogo et al.,
2010b).

4.3. Host plant reservoirs of geminiviruses

For a better understanding of the epidemiology of virus diseases and to develop
appropriate control measures, the identification of alternative or reservoir hosts is an
important aspect which has been somewhat neglected in the past (Leke et al., 2015). In
our study, we identified eight weeds as potential reservoir hosts of begomoviruses, four
exclusively host PepYVMLYV. Interestingly, despite their proximity and promiscuity on
the fields, isolates of CLCuGeV isolated from Sida acuta and okra were genetically
distant (90-92% nucleotides identities). In the past, work based on serological tests had
reported S. acuta as an alternative host of okra leaf curl viruses implicated in OLCD in
Burkina Faso (Konaté et al., 1995). This weed has also been reported in Nigeria to be
host of Chayote yellow mosaic virus (KT454826) and Soybean chlorotic blotch virus
(KT454817). Due to its high resistance to drought, S. acuta could constitute an
important reservoir of various viruses that remains uncharacterized. Conversely,
PepYVMLYV isolates found on Amarantus spp. and S. acuta are variants of the same
strain Niger (PepYVMLV-NG) also characterized on pepper. This suggests that these

weeds found around the pepper fields directly impacts PepYVMLV prevalence on
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pepper. Based solely on PCR diagnosis, the detection of PepYVMLV on Ageratum sp.,
Boerhavia erecta and Physalis angulata, and ToLCGHV on Amaranthus spinosus and
ToLCMLYV and ToLCGHYV on Perilla frutescens highlight further the existence of a
large variety of uncultivated plant reservoirs.

Besides identifying a large set of geminivirus circulating within different agro-systems
in Burkina Faso, our results highlights (1) the complex association of DNA components
(monopartite and/or bipartite viruses, and satellites) in the field, and (2) the existence of
weeds as potential reservoir or alternative hosts to geminiviruses encountered on
cultivated plants. Whereas some degree of host association is observed for some virus
species (e.g. CLCuGeV/okra and CLCuGeV/S. acuta); a more relax transition between
cultivated and uncultivated plants seems to be the rule for others (e.g. PepYVMLYV and
cultivated solanaceous, Amaranthus spp., Ageratum sp., B. erecta and P. angulata).
Understanding how these transitions participate to the global ToLCD-TYLCD in
Burkina Faso and more largely in West and Central Africa is primordial to implement
proper pest management. Concomitant use of metagenomic-based screening and

molecular characterization could represent a powerful strategy.
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ToLCNDV-[IN:NDe:D1]_DQ169057
SLCMV-[IN:Ker:Ker20]_AJ579308
TYLCKanV-[VN]_DQ169055
PepYVMLV-[BF:Lou:To43B1:13]
PepYVMLV-[BF:Lou:To44B1:13]
PepYVMLV-[BF:Kon:To630BA:15]
PepYVMLV-[BF:Kon:To638BA:15]
PepYVMLV-[BF:Lou:To253BE:15]
PepYVMLV-[BF:Sak:To66BB:14]
PepYVMLV-[BF:Sak:To59BB:14]
PepYVMLV-[BF:Tou:Pe38BA:14]
PepYVMLV-[BF:Sak:Pe63BA:14]
PepYVMLV-[BF:Sak:To80B15:13]
PepYVMLV-[BF:Sak:To68BA:14]
PepYVMLV-[BF:Sak:Pe72B2:13]
PepYVMLV-[BF:Tou:To802BA:15]
PepYVMLV-[BF:Tou:To806BA:15]
PepYVMLV-[BF:Sak:Pe71BD:14]
PepYVMLV-[BF:Sos:Pe78BD:14]
PepYVMLV-[BF:Sak:To77B5:13]
PepYVMLV-[BF:Sak:To1045BB:15]
PepYVMLV-[BF:Sak:To82B5:13]
PepYVMLV-[BF: '0110BC:15]
PepYVMLV-[BF:Gui:To126BE:15]
PepYVMLV-[BF:Sak:Pe74B2:13]
PepYVMLV-[BF:Sak:To76B2:13]
PepYVMLV-[BF:Sak:To75B1:13]
PepYVMLV-[BF:Sos:Pe77BC:14]
PepYVMLV-[BF:Bnk:Pe1139BA:15]
PepYVMLV-[BF:Mog:Am11BA:14
PepYVMLV-[BF:Mog:Pe10BA:14]
PepYVMLV-[BF:Tou:Pe35BA:14]
PepYVMLV-[BF:Tou:To42BC:14]
EACMKEV-[KE:Mac:K300FB-8:02]_AJ704965
EACMV-UG[KE:Bus:K115FB-8:02]_AJ704963
EACMZV-[KE:Mal:K19FB-3:01]_A1704942
EACMCMV-[Ivory Coast]_AF259897
EACMCMV-[CM]_AF112355
AMMGV-[MG:MG493:11]_KP663484
WAAV 1-[WA:As]_JF694485
TeMV-[CM:San2:14]_KU683746

100

Pairwise identity (%)

Supplementary figure 1: Color-coded matrix of pairwise nucleotide identity inferred from alignments of
complete DNA-B sequences associated with PepYVMLYV and selected DNA-B from NCBI.
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Supplementary Table 1: Specific primers designed for geminivirus detection

Primer name Primer sequence (5" - 3") éir?epl(il;:g)n teggggsuart;o(TC) Targeted virus
PepYVMLV-A-F GCTCTTGAGTGCGTAATTC PepYVMLV
PepYVMLV-A-R ATGCAGATTCCGCTGAAG %59 % DNA-A
PepYVMLV-B-F GAGATCCAGACAGGTACTG PepYVMLV
PepYVMLV-B-R GTCGACCTTCACTACTTCTC 129 > DNA-B
ToLCBFV-F GTCTCTATATACTTCCTCC ToLCBFV
ToLCBFV-R GTTCTCAAGCATCTGAAGC 196 %0 DNA-A like
ToLCGHV-F CACTCTTGGTCACGATCTG ToLCGHV
ToLCGHV-R CACTTGATAACGGTCTCTG %9 % DNA-A like
ToLCMLV-F TGTCATGTTCTACTTGGTC ToLCMLV
ToLCMLV-R GAACCACGACATGATATCAG 02 % DNA-A like
CpCDV-F TGTCGTCACACCAACAAG

671 60 CpCDV DNA-A
CpCDV-R AGTCACTGAACGTGCCTCT
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Supplementary table 3: List of complete sequences obtained using RCA-RFLP

protocol for geminivirus amplification, cloning and sequencing

Sample ID Isolate Virus species Component Size (nt)
15BF13 [BF:Yam:Pel5B1:13] PepYVMLV DNA-A 2786
39BF13 [BF:Bou:T039B1:13] PepYVMLV DNA-A 2786
57BF13 [BF:Lou:0k57B3:13] CLCuGeV DNA-A 2761
51BF13 [BF:Lou:T0o51B1:13] ToLCBFV DNA-A 2784
72BF13 [BF:Sak:Pe72B4:13] PepYVMLV DNA-A 2786
77BF13 [BF:Sak:To77B1:13] PepYVMLV DNA-A 2778
80BF13 [BF:Sak:To80B1:13] PepYVMLV DNA-A 2785
82BF13 [BF:Sak:T082B2:13] PepYVMLV DNA-A 2779
81BF13 [BF:Sak:To81B1:13] ToLCMLV DNA-A 2804
83BF13 [BF:Sak:T0o83B4:13] ToLCMLV DNA-A 2804
75BF13 [BF:Sak:To75B5:13] PepYVMLV DNA-A 2783
87BF13 [BF:Kon:0k87B1:13] CLCuGeV DNA-A 2761
99BF13 [BF:Kon:0k99B5:13] CLCuGeV DNA-A 2761
100BF13 [BF:Kam:0k100B2:13] CLCuGeV DNA-A 2761
103BF13 [BF:Kam:0Ok103B1:13] CLCuGeV DNA-A 2761
12BF14 [BF:Mog:Pel2PA:14] PepYVMLV DNA-A 2779
29BF14 [BF:Kay:Si:29PA:14] CLCuGeV DNA-A 2752
100BF14 [BF:Lou:0k100PD:14] CLCuGeV DNA-A 2761
94BF14 [BF:Kam:Ok94PC:14] CLCuGeV DNA-A 2762
37BF14 [BF:Tou:Pe37BC:14] PepYVMLV DNA-A 2785
41BF14 [BF:Tou:To41BB:14] PepYVMLV DNA-A 2786
70BF14 [BF:Sak:Si70PD:14] CLCuGeV DNA-A 2744
71BF14 [BF:Sak:Pe71BA:14] PepYVMLV DNA-A 2787
49BF14 [BF:Sak:Am49BA:14] PepYVMLV DNA-A 2785
48BF14 [BF:Sak:To48BA:14] PepYVMLV DNA-A 2787
52BF14 [BF:Sak:To52BB:14] PepYVMLV DNA-A 2784
57BF14 [BF:Sak:To57PA:14] PepYVMLV DNA-A 2778
58BF14 [BF:Sak:To58PB:14] PepYVMLV DNA-A 2788
66BF14 [BF:Sak:To66BA:14] PepYVMLV DNA-A 2787
68BF14 [BF:Sak:To68BB:14] PepYVMLV DNA-A 2785
63BF14 [BF:Sak:Pe63BD:14] PepYVMLV DNA-A 2782
78BF14 [BF:Sos:Pe78BA:14] PepYVMLV DNA-A 2787
80BF14 [BF:Sos:Pe80BB:14] PepYVMLV DNA-A 2780
82BF14 [BF:So0s:T0o82PA:14] ToLCGHV DNA-A 2802
106BF15 [BF:Gui:Tol06BA:15] PepYVMLV DNA-A 2786
112BF15 [BF:Gui:Tol112BB:15] PepYVMLV DNA-A 2786
119BF15 [BF:Gui:T0119BD:15] PepYVMLV DNA-A 2778
121BF15 [BF:Gui:To121BC:15] PepYVMLV DNA-A 2786
122BF15 [BF:Gui:To122BC:15] PepYVMLV DNA-A 2787
123BF15 [BF:Gui:To123BA:15] PepYVMLV DNA-A 2786
124BF15 [BF:Gui:To124[BF:15] PepYVMLV DNA-A 2787
125BF15 [BF:Gui:To125[BF:15] PepYVMLV DNA-A 2786
127BF15 [BF:Gui:To127BD:15] PepYVMLV DNA-A 2778
128BF15 [BF:Gui:To128BA:15] PepYVMLV DNA-A 2786
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Sample ID Isolate Virus species Component Size (nt)
129BF15 [BF:Gui:T0129BC:15] PepYVMLV DNA-A 2787
130BF15 [BF:Gui:To130BA:15] PepYVMLV DNA-A 2785
131BF15 [BF:Gui:To131BD:15] PepYVMLV DNA-A 2787
132BF15 [BF:Gui:To132BE:15] PepYVMLV DNA-A 2783
135BF15 [BF:Gui:To135BB:15] PepYVMLV DNA-A 2787
239BF15 [BF:Lou:T0239BE:15] PepYVMLV DNA-A 2779
164BF15 [BF:Tan:To164BG:15] CpCDV DNA-A 2562
656BF15 [BF:Dje:To656BA:15] ToLCMLV DNA-A 2799
665BF15 [BF:Dje:To665BA:15] ToLCMLV DNA-A 2802
668BF15 [BF:Dje:To668BE:15] ToLCMLV DNA-A 2802
671BF15 [BF:Dje:To671BA:15] ToLCMLV DNA-A 2803
672BF15 [BF:Dje:To672BE:15] ToLCMLV DNA-A 2803
675BF15 [BF:Dje:To675BA:15] ToLCMLV DNA-A 2803
679BF15 [BF:Dje:To679BB:15] ToLCMLV DNA-A 2804
680BF15 [BF:Dje:To680BB:15] ToLCMLV DNA-A 2803
683BF15 [BF:Dje:To683BD:15] ToLCMLV DNA-A 2801
684BF15 [BF:Dje:To684BC:15] ToLCMLV DNA-A 2802
685BF15 [BF:Dje:To685BA:15] ToLCMLV DNA-A 2803
1132BF15 [BF:Bnk:Si1132BE:15] CLCuGeV DNA-A 2732
1146BF15 [BF:Bnk:T0l1146BD:15] PepYVMLV DNA-A 2822
690BF15 [BF:Dje:Si690BE:15] CLCuGeV DNA-A 2752
1002BF15 [BF:Krs:Si1002BE:15] CLCuGeV DNA-A 2747
960BF15 [BF:Krs:To960BD:15] ToLCMLV DNA-A 2803
887BF15 [BF:Leg:To887BD:15] PepYVMLV DNA-A 2791
796BF15 [BF:Tou:To796BE:15] PepYVMLV DNA-A 2778
813BF15 [BF:Tou:To813BC:15] PepYVMLV DNA-A 2785
823BF15 [BF:Tou:To823BB:15] PepYVMLV DNA-A 2786
825BF15 [BF:Tou:To825BA:15] PepYVMLV DNA-A 2768
1135BF15 [BF:Bnk:Si1135BA:15] CLCuGeV DNA-A 2759
940BF15 [BF:Krs:To940BC:15] ToLCMLV DNA-A 2822
810BF15 [BF:Tou:To810BC:15] PepYVMLV DNA-A 2793
587BF15 [BF:Dem:T0587BD:15] CpCDV DNA-A 2562
1124BF16  [BF:Bsr:Am1124B7g:16] CLCuGeV DNA-A 2759
965BF16 [BF:Kor:Si965BB:16] CLCuGeV DNA-A 2760
1088BF16 [BF:Tie:Pe1088BB:16] PepYVMLV DNA-A 2779
1090BF16 [BF:Tie:Pe1090BB:16] PepYVMLV DNA-A 2780
1108BF16  [BF:Tie:Si1108B59:16] PepYVMLV DNA-A 2779
479BF16 [BF:Tou:To479E7g:16] ToLCGHV DNA-A 2793
529BF16 [BF:Tou:To529B14c:16] ToLCMLV DNA-A 2797
574BF16 [BF:Leg:To574BA:16] ToLCMLV DNA-A 2803
579BF16 [BF:Leg:To579E7¢:16] ToLCMLV DNA-A 2804
590BF16 [BF:Leg:To590BA:16] ToLCMLV DNA-A 2803
43BF13 [BF:Lou:To43B1:13] PepYVMLV DNA-B 2700
44BF13 [BF:Lou:To44B1:13] PepYVMLV DNA-B 2700
72BF13 [BF:Sak:Pe72B2:13] PepYVMLV DNA-B 2662
74BF13 [BF:Sak:Pe74B2:13] PepYVMLV DNA-B 2662
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Sample ID Isolate Virus species Component Size (nt)
75BF13 [BF:Sak:To75B1:13] PepYVMLV DNA-B 2662
76BF13 [BF:Sak:To76B2:13] PepYVMLV DNA-B 2661
77BF13 [BF:Sak:To77B5:13] PepYVMLV DNA-B 2662
80BF13 [BF:Sak:To80B15:13] PepYVMLV DNA-B 2662
82BF13 [BF:Sak:To82B5:13] PepYVMLV DNA-B 2662
84BF13 [BF:Sak:Am84B1:13] PepYVMLV DNA-B 2662
10BF14 [BF:Mog:Pel0BA:14] PepYVMLV DNA-B 2670
11BF14 [BF:Mog:Am11BA:14] PepYVMLV DNA-B 2661
35BF14 [BF:Tou:Pe35BA:14] PepYVMLV DNA-B 2668
38BF14 [BF:Tou:Pe38BA:14] PepYVMLV DNA-B 2669
42BF14 [BF:Tou:To42BC:14] PepYVMLV DNA-B 2699
59BF14 [BF:Sak:To59BB:14] PepYVMLV DNA-B 2661
63BF14 [BF:Sak:Pe63BA:14] PepYVMLV DNA-B 2662
66BF14 [BF:Sak:To66BB:14] PepYVMLV DNA-B 2669
68BF14 [BF:Sak:To68BA:14] PepYVMLV DNA-B 2662
70BF14 [BF:Sak:Si70BA:14] PepYVMLV DNA-B 2662
71BF14 [BF:Sak:Pe71BD:14] PepYVMLV DNA-B 2660
77BF14 [BF:Sos:Pe77BC:14] PepYVMLV DNA-B 2671
78BF14 [BF:Sos:Pe78BD:14] PepYVMLV DNA-B 2662
110BF15 [BF:Gui:To110BC:15] PepYVMLV DNA-B 2662
126BF15 [BF:Gui:Tol126BE:15] PepYVMLV DNA-B 2662
630BF15 [BF:Kon:To630BA:15] PepYVMLV DNA-B 2662
638BF15 [BF:Kon:To638BA:15] PepYVMLV DNA-B 2662
253BF15 [BF:Lou:To253BE:15] PepYVMLV DNA-B 2662
1139BF15 [BF:Bnk:Pel139BA:15] PepYVMLV DNA-B 2668
756BF15 [BF:Kar:Bo756BC:15] PepYVMLV DNA-B 2663
1045BF15 [BF:Sak:T01045BB:15] PepYVMLV DNA-B 2670
802BF15 [BF:Tou:To802BA:15] PepYVMLV DNA-B 2657
806BF15 [BF:Tou:To806BA:15] PepYVMLV DNA-B 2657
57BF13 [BF:Lou:0k57B1:13] OLCuA Alphasatellite 1387
97BF13 [BF:Kon:0k97B1:13] CLCuGeA Alphasatellite 1355
100BF13 [BF:Kam:0Ok100B1:13] CLCuGeA Alphasatellite 1349
86BF14 [BF:S0s:0k86PG:14] CLCuGeA Alphasatellite 1383
87BF14 [BF:Sos:Ok87EF:14] CLCuGeA Alphasatellite 1346
100BF14 [BF:Lou:0k100bBB:14] OLCuA Alphasatellite 1386
1119BF16 [BF:Gue:Ok1119B3a:16] CLCuGeA Alphasatellite 1353
1123BF16 [BF:Am1123B5b:16] OLCuA Alphasatellite 1386
87BF13 [BF:Kon:Ok87P1:13] CLCuGeB Betasatellite 1347
97BF13 [BF:Kon:Ok97P4:13] CLCuGeB Betasatellite 1348
28BF14 [BF:Kay:Si28BB:14] CLCuBFB Betasatellite 1360
29BF14 [BF:Kay:Si29BA:14] CLCuBFB Betasatellite 1356
30BF14 [BF:Kay:Si30BA:14] CLCuBFB Betasatellite 1356
82BF14 [BF:Sos:To82EE:14] ToLCGHB Betasatellite 1203
86BF14 [BF:Sos:Ok86PE:14] OLCuMLB Betasatellite 1349
87BF14 [BF:Sos:0k87PA:14] CLCuGeB Betasatellite 1346
97BF14 [BF:Lou:Ok97PF:14] CLCuGeB Betasatellite 1344
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Abstract In this report, we present the first description of
the complete genome sequence of a new monopartite
begomovirus isolated from tomatoes collected in Burkina
Faso and presenting with symptoms of tomato leaf curl
disease. We propose the tentative name “tomato leaf curl
Burkina Faso virus’’ (ToLCBFV). DNA-A-like nucleotide
sequence of ToLCBFV shares the highest nucleotide
sequence identity (85%) with the pepper yellow vein Mali
virus (PepYVMLYV). Phylogenetic analysis confirmed the
affiliation of ToLCBFV to Old World monopartite bego-
moviruses. This discovery of a new species confirms the
existence of high genetic diversity in monopartite bego-
moviruses in sub-Saharan Africa and particularly in West
Africa.
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Annotated sequence record

Begomoviruses (genus Begomovirus, family Geminiviri-
dae) are a group of plant viruses that are transmitted by the
whitefly Bemisia tabaci (family Aleyrodidae) and are
responsible for serious diseases in a wide range of culti-
vated crops, including tomato (Solanum lycopersicum).
These viruses have a circular single stranded DNA genome
encapsidated in twinned icosahedral particles [9].

Since the late 1980s, begomoviruses have been
responsible for many emerging vegetable and food crop
diseases worldwide [6]. Except for a small number of
bipartite begomoviruses described in the Old World,
African begomoviruses are monopartite with a unique
DNA-A-like component [3]. Today, a complex of more
than ten monopartite begomoviruses has been described in
tomato in Africa (for reviews see [4, 7]).

In March 2013, leaf samples from three tomato plants
showing severe symptoms of leaf curling, resembling
tomato leaf curl disease (ToLCD; Figure 1), were collected
at Loumbila (latitude: 12.490932; longitude: —1.398806;
Figure 1), located 25 km from Ouagadougou, in Burkina
Faso. Total DNA was extracted using the DNeasy Plant
Mini Kit (Qiagen). Viral genomes were amplified by roll-
ing-circle amplification using Phi29 DNA polymerase.
Amplified products were digested with BamHI endonu-
clease. The monomeric full-length DNA molecules
obtained (~3 kb) were purified and ligated into the
pGEM-3Zf vector (Promega). The ligated products were
then cloned into Escherichia coli (JM109, Promega).
Selected clones were completely sequenced by primer
walking (Macrogen) and contigs were assembled with
DNA Baser v.2.91 (Heracle BioSoft). Nucleotide sequen-
ces were subjected to a BLAST search for preliminary
species assignment. Multiple sequences were aligned using
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Fig. 1 Symptoms of severe leaf curling observed on the tomato plant
from which the isolate of tomato leaf curl Burkina Faso virus was
collected

the MUSCLE alignment method and maximum-likelihood
(ML) phylogenetic trees were constructed by using Fas-
tTree v2.1.7. Pairwise identity comparisons of nucleotide
sequences were performed using SDT v1.2 with pairwise
deletion of gaps [5].

Three DNA-A-like sequences of 2,784 nucleotides in
length and 100% identical to each other, were obtained
from the same tomato sample. No DNA-B component or
betasatellite DNA was detected by PCR with universal
primers ([2, 8]). The DNA-A-like component presented
features typical of Old World begomoviruses, with six
open reading frames (ORFs): V1 (258 aa; capsid protein
[CP]), V2 (116 aa; movement protein [MP]) in the virion
sense, and Cl (359 aa; replication-associated protein
[REP]), C2 (135 aa; transcriptional activator protein

TYLCMLV-ET[ET:Mel:05]-DQ358913............
ToLCSCV-[SC:VE:04]-AM491778.

Fig. 2 Maximum-likelihood phylogenetic tree and colour-coded
matrix of pairwise nucleotide identity inferred from alignments of
complete DNA-A-like sequences of ToLCBFV and selected Old
World monopartite begomoviruses originating from Africa. Only
bootstrap values higher than 70% are shown (1000 replicates). The
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[TrAP]), C3 (134 aa; replication enhancer protein [REn])
and C4 (96 aa; C4 protein) in the complementary sense
(Supplementary table 1). The DNA-A-like component
presented a stem-loop structure in the origin of replication
with the canonical nonanucleotide motif (5’-TAA-
TATTAC-3"), TATA and GC boxes and two GGGGT
iteron sequences (Supplementary figure 1). The corre-
sponding iteron-related domain (IRD; Rep N-terminal
domain interaction with ori-associated iterons) was iden-
tified as MAPPKRFRVN [1].

The three DNA-A-like sequences shared the highest
nucleotide sequence identity (85%) with a pepper yellow
vein Mali virus isolated from Capsicum frutescens in
Burkina Faso (PepYVMV-[BF:Ban:Hpe:09], FN555174;
supplementary tables 2 and 3; [10]). In accordance with the
recently updated begomovirus species demarcation criteria
(91% nucleotide identity of DNA-A and DNA-A-like with-
out gaps; [3]), this isolate should be assigned to a new species
of tomato-infecting monopartite begomovirus. ML tree
analysis confirmed that the complete nucleotide sequence of
ToLCBFV forms a distinct branch together with
PepYVMLYV among current African begomoviruses (Fig-
ure 2). In the absence of symptoms that differ from the other
African tomato-infecting begomoviruses, we propose the
name ‘‘tomato leaf curl Burkina Faso virus’’ (ToLCBFV).

Taken together, our results demonstrate that TOLCBFV
is representative of a new species, genetically distinct from
the currently described West African tomato-infecting
monopartite begomoviruses, such as ToLCGV [4]. The
infectivity and biological features of this new species
should be investigated in the future.
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matrix uses a discontinuous range of three shades of colour (red,
green and blue) differentiating two cut-off values representing the
strain (93-94%, green-red) and the species (90-91%, blue-green)
demarcation thresholds of begomoviruses. For begomovirus acro-
nyms, see supplementary table 3
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Abstract This is the first description of full genome
sequences of chickpea chlorotic dwarf virus (CpCDV;
genus Mastrevirus; family Geminiviridae) identified in
papaya and tomato plants sampled in Burkina Faso. The
CpCDV full genome sequences from papaya and tomato
share the highest pairwise sequence identity (84% and
93.5%) with Sudanese isolates of the CpCDV-K and
CpCDV-M strains, respectively. Based on the strain
demarcation threshold (>94% identity) for mastreviruses,
we propose two new strains, CpCDV-Q and CpCDV-R,
identified in papaya and tomato, respectively. Phylogenetic
analysis confirmed that the sequences belong to a distinct
clade of the highly diverse population of CpCDVs. Evi-
dence of inter-strain recombination provided more support
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for the important role of recombination in CpCDV evolu-
tion. The discovery of CpCDV on papaya, a previously
unsuspected host, raises many questions about the natural
and potential host range of this dicot-infecting mastrevirus
species that is reported to be emerging worldwide.

Annotated sequence record

The genus Mastrevirus belongs to the family Geminiviri-
dae and contains species with circular single-stranded
DNA (ssDNA) genomes of approximately 2.7 kb. Mas-
treviruses infect a wide range of monocotyledonous and
dicotyledonous hosts and are transmitted by leafthopper
vectors. Seven known dicot-infecting mastreviruses have
been described to date, five of which have only been
documented in Australia: chickpea chlorosis virus (CpCV;
[2]; [3]; [11]), chickpea chlorosis Australia virus (CpCAV;
[2]), chickpea redleaf virus (CpRLV; [11]), chickpea yel-
lows virus (CpYV; [2]) and tobacco yellow dwarf virus
(TYDV; [2]). The two dicot-infecting mastreviruses found
outside Australia are chickpea chlorotic dwarf virus
(CpCDV), for which 16 strains are currently described ([3];
[4]; [6]) and chickpea yellow dwarf virus (CpYDV) ([5]).
Whereas CpCDV has been found in the Middle East (Iran,
Syria, Oman and Yemen, as well as Turkey), Africa
(Egypt, Morocco, South Africa, Sudan, Tunisia) and the
Indian subcontinent (India and Pakistan), so far, CpYDV
has only been found in Pakistan. With the exception of
TYDV, all these dicot-infecting mastrevirus species have
been found to mainly infect pulses, although little is known
about their potential host range. CpCDV natural hosts
identified in the field include chickpea (Cicer arietinum),
cotton (Gossypium sp.), lentil (Lens culinaris), faba bean
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(Vicia faba), field pea (Pisum sativum), French bean
(Phaseolus vulgaris), sugar beet (Beta vulgaris), pepper
(Capsicum annum), Sesbania bispinosa, squash (Cucurbita
sp; [1]), tomato (Solanum lycopersicum; [13]) and water-
melon (Citrullus lanatus; [12]) (see [4] for specific
references).

In August 2008, and from March to April 2015, leaf
samples were collected from papaya (Carica papaya) and
tomato plants showing severe symptoms of leaf dwarfing,
curling and yellowing in central and eastern Burkina Faso
(Table 1). Total DNA was extracted using the DNeasy
Plant Mini kit (Qiagen, USA) and circular viral genomes
were amplified by rolling circle amplification using Phi29
DNA polymerase. Amplified products were digested with
BamHI restriction endonuclease. The monomeric full-
length genomes obtained (~2.6Kb) were purified and
ligated into pGEM-3Zf(4) plasmid (Promega, France)
restricted with BamHI. The ligated products were then
cloned into Escherichia coli (JM 109, Promega, France)
and sequenced by primer walking (Macrogen Inc., Korea).
Contigs were assembled with DNA Baser v.2.91 (Heracle
BioSoft, Romania). Nucleotide sequences were subjected
to a BLASTn search for preliminary identification. Multi-
ple sequence alignment was performed using MUSCLE
and a maximum likelihood (ML) phylogenetic tree was
constructed using MEGA v.6.06 [10]. Pairwise sequence
similarities between complete genome sequences were
performed using SDT v1.2 with pairwise deletion of gaps
[9].

Four genome sequences 2562 to 2569 nucleotides in
length were obtained from the same papaya sample
(Pap16A10 and Pap16A31) and from two tomato samples
(Tol64 and To587) (Table 1). In the four genomes, we
identified the four open reading frames (ORFs) that are
typical of mastreviruses. These were V1 and V2 ORFs, in
the viral sense, encoding the putative movement protein
(MP) and capsid protein (CP), respectively and C1 and C2
ORFs in the complementary sense, encoding the putative
replication-associated protein (Rep), expressed from ORFs
C1 and C2 by transcript splicing, and the RepA protein
from the unspliced transcript. However, we observed an

unconventional nonanucleotide sequence TAATGTTAC as
part of a stem-loop structure in the origin of replication in
the two sequences isolated from papaya (Supp. Figure 1).
Interestingly, this unconventional nonanucleotide sequence
has also been described in genome sequences of a Tunisian
watermelon isolate of CpCDV [12] and other dicot-in-
fecting mastreviruses characterized in Australia: CpRLV,
CpCV and CpCAV ([2]; [3]; [11]; Fig. 1).

Pap16A10 and Papl6A31 genome sequences from
papaya (99.7% similarity with one another) share ~ 84%
genome-wide pairwise identity with the Sudanese CpCDV-
K strain sequences (CpCDV-K [SD:SD272:13];
KM?229905) (Supp. Table 2). Tol64 and To587 genome
sequences from tomato (98.5% similarity with one another)
share ~93% genome-wide pairwise identity with Sudanese
CpCDV-M strain sequences (CpCDV-M [SD:SD231:13];
KM229909). Following the guidelines for mastrevirus
classification [8] (i.e. genome sequences with 78-94%
pairwise identity are unique strains), we assigned these
isolates to two new strains we tentatively name CpCDV-Q
for papaya isolates ([BF:Kou:Papl6A10:08] and
[BF:Kou:Pap16A31:08]) and CpCDV-R for tomato isolates
([BF:Tan:To164:15] and [BF:Dem:T0587:15]). Maximum
likelihood phylogenetic analysis demonstrated that along
with the CpCDV-M strain, these new CpCDV-Q and -R
strains form a distinct clade within the current diversity of
CpCDVs. Recombination analyses using RDP4 [7]
revealed inter-strain recombination events, thereby con-
firming that recombination is a major feature of CpCDV
evolution [4].

In conclusion, here we report the genomes of
CpCDV from papaya and tomato in Burkina Faso.
These represent isolates of two new strains CpCDV-Q
and CpCDV-R, which form a distinct clade among the
highly diverse population of CpCDV isolates. This is
the first report of dicot-infecting mastreviruses in West
Africa. The discovery of CpCDV on papaya, a previ-
ously unsuspected host, raises many questions con-
cerning the natural and potential host range of this
dicot-infecting mastrevirus species, which is reported to
be emerging worldwide.

Table 1 Geographical origin of leaf samples collected in Burkina Faso and description of chickpea chlorotic draft virus (CpCDV) isolates

Plant Locality Region Date of sampling GPS coordinates Mastrevirus isolates GenBank accession N°
dd/mm/
¢ yyyy) Latitude Longitude
Tomato Dem Eastern  17-03-2015 13.177954  -1.159413 CpCDV-R [BF:Dem:T0587:15] KY047532
Tomato Tandjari Central  10-04-2015 12.190186  0.327786 CpCDV-R [BF:Tan:To164:15] KY047533
Papaya  Koubri Central  08-08-2008 12.193744  -1.395426  CpCDV-Q [BF:Kou:Pap16A10:08] KY047534
CpCDV-Q [BF:Kou:Papl6A31:08] KY047535
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Fig. 1 Maximum-likelihood

phylogenetic tree of full genome

sequences of two new strains of

chickpea chlorotic dwarf virus 01
from tomato and papaya in

Burkina Faso (CpCDV-Q and -

R, respectively) with

representative sequences of 16

strains of CpCDV (CpCDV-A

to -P), as well as the six other

100
100
87 KM229909-CpCDV-M [SD:SD231:13]
-

KM229905-CpCDV-K [SD:SD272:13]
100 [ KC172678-CpCDV-J [ER:ErC351:05]
KM229900-CpCDV-| [SD:SD183:13]

100

species of previously described
dicot-infecting mastreviruses.
Only bootstrap values at nodes
higher than 70% are displayed
(1,000 replicates). The scale bar
shows the genetic distance. The
tree was rooted with a sequence
of the African monocot-
infecting maize streak virus
(MSV-A, KJ4376664). For
mastrevirus acronyms, see
Supplementary Table 1
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In Mali (Zhou et al., 2008) and Burkina Faso (Tiendrébéogo et al., 2008),
pepper yellow vein disease (PYVD) is associated with the African
monopartite begomovirus Pepper yellow vein Mali virus (PepY VMLYV).

In January 2012 and August 2013, severe yellowing, leaf curling and
deformation symptoms (Fig. 1), resembling those of PYVD were observed
on pepper (Capsicum spp.) across Cote d'Ivoire (Table 1). Twenty leaf
samples from pepper plants with symptoms were collected and tested for
the presence of begomoviruses using a PCR assay with a set of degenerate
primers designed to amplify the coat protein gene of Old World
begomoviruses (Seka ez al., 2016). PCR products of the expected size were
obtained from seven samples, suggesting the presence of Old World
monopartite begomoviruses (Table 1).

PCR-positive samples were further processed and viral genome sequences
were amplified from three samples (Table 1) by rolling-circle
amplification, cloned using the restriction enzyme BamHI and sequenced.
The three genome sequences were 2,786 nucleotides in length (GenBank
Accession Nos. KY271075-KY271077) and showed the highest pairwise
sequence identity, 98 to 99%, with PepY VMLYV isolates from Burkina Faso
(PepYVMLV-[BF:Oua:sweet  pepperl:08]; FM876849) and Mali
(PepYVMLV-[ML:03]; AY502935). A maximum-likelihood phylogenetic
tree constructed with publicly available begomovirus genome sequences
(MEGAG; Tamura et al., 2013), confirmed the genetic relationship of the
Cote d'Ivoire isolates of PepYVMLV with isolates from neighbouring
Burkina Faso and Mali (Fig. 2).

To our knowledge, this is the first report of PepYVMLYV associated with
PYVD in Céte d’Ivoire. Our results confirm the geographical distribution
of PepYVMLYV in West Africa and the close genetic relationship of this

A \ I ¢

PepYVMLV-[CI:Tou:C129:12]

viral population (Tiendrébéogo et al., 2008).
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Okra leaf curl disease (OLCD) is commonly observed in okra  implicated in OLCD in Céte d’Ivoire. Our results confirm that OLCD is
(Abelmoschus esculentus) crops in several African countries (N’Guessan et associated with a complex of several strains of CLCuGeV and OYCrV in
al., 1992). Affected plants are severely stunted with apical leaf curl sub-Saharan Africa (Tiendrebeogo et al., 2010) and show that Ivorian
(upward or downward), distortion and thickening of the veins. In Africa, isolates are genetically closely related to strains described in West Africa.
OLCD is associated with a complex of several strains of two begomovirus

species: Cotton leaf curl Gezira virus (CLCuGV; Idris & Brown, 2002) and ACknowledgements

Okra yellow crinkle virus (OYCrV; Shih et al., 2007). This study was funded by the Région Réunion, the European Union

In 2012 and 2013, severe symptoms of leaf curling, deformation, and vein (FEDER) and the CIRAD.

thickening (Fig. 1), resembling those of okra leaf curl disease were References
observed on okra in four localities in south-eastern Cote d'Ivoire (Table 1). Delatte H, Martin DP, Naze F, Goldbach R, Reynaud B, Peterschmitt M
Fourteen leaf samples with symptoms were collected and tested for the Lett JM, 2005. South West Indian Ocean islands tomato begomovirus

presence of begomoviruses using a polymerase chain reaction (PCR) assay populations represent a new major monopartite begomovirus group.
with a set of degenerate primers designed to amplify the coat protein gene Journal of General Virology 86, 1533-1542

of Old World begomoviruses (Clust4CP-F342,
5-TATMATCATTTCCACBCCVG-3’; Clust4CP-R1032, ) . )
5-GCATGAGTACATGCCATATAC-3"). PCR products of the expected Idris AM, Brown JK, 2902. Mol.ecular analysis o.f C(.)tton lt?af curl virus-
sizes were obtained for nine samples suggesting the presence of Old World Sudan reveals an evol}ltlonary history of recombination. Virus Genes 24,
monopartite begomoviruses in all four localities (Table 1). 249-256. http//dx.doi.org/10.1023/A:1015380600089

N'Guessan KP, Fargette D, Fauquet C, Thouvenel JC, 1992. Aspects of the
epidemiology of okra leaf curl virus in Cote d'Ivoire. Idris AM, Brown JK,

http://dx.doi.org/10.1099/vir.0.80805-0

PCR positive samples were further processed and full-length viral genomes
were amplified from four samples (Table 1) by rolling-circle amplification, ¢
cloned using the BamHI restriction enzyme and sequenced. One complete 2002. Trop l_cal Pest Management 38, 122-126.

genome sequence (GenBank Accession No. KX100570) showed the highest http://dx.doi.org/10.1080/09670879209371668

pairwise sequence identity of 99% (100% coverage) with isolates of the ~ Shih SL, Green SK, Tsai WS, Lee LM, Levasseur V, 2007. First report of a
Niger strain of CLCuGeV from Niger (CLCuGeV- distinct begomovirus associated with okra yellow crinkle disease in Mali.
NE[NE:Sad:NG2FL:0k:07], FJ469627) and Burkina Faso (CLCuGeV-  Plant Pathology 56, 718.

NE[BF:Kap:0k4:08], FN554524). The other three sequences (KX100571 http://dx.doi.org/10.1111/j.1365-3059.2007.01599.x

to KX100573) showed the highest pairwise sequence identity of 98-99%  Tamura K, Stecher G, Peterson D, Filipski A, Kumar S, 2013. MEGAG6:
(100% coverage) with isolates of the Mali strain of OYCrV from Mali Molecular Evolutionary Genetics Analysis Version 6.0. Molecular Biology

(OYCrV-ML[ML:MIol:04],  DQ902715;  OYCrV-ML[ML:Bam4:06],  4nd Evolution 30, 2725-2729. http://dx.doi.org/10.1093/molbev/mst197
EU024119). A maximum likelihood phylogenetic tree, produced from

alignments of publicly available begomovirus sequences (MEGAG6; Tamura
et al., 2013), confirmed the genetic relationship of Ivorian CLCuGeV and
OYCrV isolates with isolates from three neighbouring countries, Burkina
Faso, Mali and Niger (Fig. 2).

To our knowledge, this is the first report of CLCuGeV and OYCrV

Tiendrébéogo F, Lefeuvre P, Hoareau M, Villemot J, Konaté G, Traoré AS,
Barro N, Traoré VS, Reynaud B, Traoré O, Lett JM, 2010. Molecular
diversity of Cotton leaf curl Gezira virus isolates and their satellite DNAs
associated with okra leaf curl disease in Burkina Faso. Virology Journal 7,
48. http://dx.doi.org/10.1186/1743-422X-7-48
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CHAPITRE I1 : EVALUATION DES PRINCIPAUX PARAMETRES
EPIDEMIOLOGIQUES ASSOCIES A L'EMERGENCE DU
PepYVMLYV AU BURKINA FASO

Les maladies du jaunissement et/ou de 1’enroulement foliaire de la tomate (fomato
[yellow] leaf curl disease, TYLCD-ToLCD) figurent parmi les contraintes virales les plus
importantes des cultures de tomate dans les régions tropicales et subtropicales du monde
(Hanssen et al., 2010; Navas-Castillo et al., 2011). Ces maladies sont causées par une
légion de bégomovirus (famille : Geminiviridae) transmis par l'aleurode Bemisia tabaci.
Parmi ces virus figure un bégomovirus qui a été initialement caractérisé au Mali a partir
d'échantillons foliaires de piment présentant des symptomes typiques de la maladie du
jaunissement nervaire du piment (pepper yellow vein disease, PYVD ; Zhou et al.,
2008). Sur la base des symptomes de PYVD et de la plante hote, 1’espéce virale fut
nommée Pepper yellow vein Mali virus (PepYVMLYV, Chen et al., 2009). Des études
postérieures ont permis d’élargir ’aire de distribution de ce virus au Burkina Faso
(Tiendrébéogo et al., 2011) et plus récemment en Cote d'Ivoire (Séka et al., 2017).
Aucun ADN-B n'avait été détect¢ ou identifié en association avec I’ADN-A du
PepYVMLYV dans les échantillons foliaires de piment collectés au Mali, malgré 1’usage
d’amorces universelles ADN-B (Chen et al., 2009). De plus, 1'organisation génomique
similaire a celle des bégomovirus monopartites de 1'Ancien Monde, et le replacement
phylogénétique au sein des bégomovirus monopartites africains ont conduit a définir le
PepYVMLV comme un bégomovirus monopartite (Chen et al., 2009; Tiendrébéogo et
al., 2011). Cependant, I’évaluation de la pathogénicité et de la gamme d’hote du
PepYVMLYV par agroinoculation n’ont pas permis d’obtenir des symptomes de PYVD
sur piment mais de séveres symptomes de froissement/déformation, nanisme et
jaunisme foliaire sur tomate. L’absence des symptomes attendus de type PYVD sur
piment en conditions controlées (agroinoculation de PepYVMLV seul) suggérait
I’implication d'un ou de plusieurs composants additionnels dans la pathogénicité¢ du

PepY VMLV en plein champ.

Nos activités d'épidémio-surveillance au Burkina Faso ont montré que les maladies du
ToLCD-TYLCD sont dues a la présence d'un complexe d'au moins cinq bégomovirus,
dont le plus prévalent et le plus largement reparti est le PepY VMLV (Ouattara et al., en

préparation, Chapitre 1). De maniere inattendue, nos efforts de clonage et de
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séquengage ont permis la caractérisation d'un ADN-B en grande majorité en association
avec le PepYVMLV. Méme s’il posseéde une organisation génomique €quivalente aux
autres ADN-B décrits dans I’Ancien Monde, il est cependant assez distant

génétiquement de ceux-ci (Ouattara et al., en préparation, chapitre 1).

Au regard de la découverte d’un nouvel ADN-B en association avec ’ADN-A du
PepYVMLY, et afin d’¢lucider I’énigme de leur association, ce chapitre est consacré a
I’étude des principaux parametres du pouvoir pathogéne du PepY VMLV en association
ou non avec le composant d’ADN-B. En conditions controlées, le pouvoir pathogéne
des deux molécules d’ADNs du PepY VMLV a été évalué en infection simple ou mixte.
Des tests comparatifs de cinétiques de virulence (symptomes de maladie) ont été
réalisés entre le PepYVMLYV et la souche Israél du TYLCV (TYLCV-IL) considérée
actuellement comme le bégomovirus le plus sévere sur les cultures de tomate dans le
monde. Enfin, I’abondance virale (fitness relative) du PepYVMLYV en infection simple
ou mixte avec I’ADN-B et le taux de transmission individuel par ’aleurode B. tabaci

ont été évalués.

L’ensemble de nos résultats ont permis de démontrer que méme si le PepY VMLV n’est
pas un bégomovirus bipartite strict, ’ADN-B représente a la fois un activateur fort de
la virulence, de I’accumulation de I’ADN-A dans la plante et de la transmission par
son insecte vecteur B. fabaci, qui semblent concourir a sa prédominance sur le terrain.
Avec une sévérité comparable a celle du TYLCV-IL et des symptomes ultimes de
ToLCD-TYLCD avec des arréts de croissance pouvant aboutir a la mort de la plante en
conditions controlées, on peut considérer que le PepYVMLV représente une menace
importante pour la culture de la tomate au Burkina Faso, en Afrique et plus largement

dans le monde.
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Abstract

While monopartite and segmented viruses infect all kinds of living organisms,
multipartite or multicomponent viruses appear mostly restricted to plants. In recent
decades, a legion of monopartite begomoviruses transmitted by the whitefly Bemisia
tabaci has emerged as serious threats to vegetable crops in the tropical and subtropical
regions of Africa. In Burkina Faso (West Africa), recent studies have reported the
identification of at least five begomoviruses on tomato crops with the predominance of
Pepper yellow vein Mali virus (PepYVMLV) which was surprisingly associated with a
newly discovered DNA-B component. In order to improve our understanding of the role
of this component in the emergence of PepYVMLYV as the most prevalent and severe
plant virus disease on tomato crops in Burkina Faso, biological traits related to
virulence, virus accumulation in the plant and transmission rate of the virus were
evaluated by agrobacterium- and whitefly-mediated inoculation. Even if the DNA-B
component is not required for systemic movement and symptom development of
PepYVMLYV (non-strict association), their association induces more severe symptoms of
leaf distortion and crumpling with growth arrest and death of 17% of inoculated plants.
The higher virulence of PepYVMLYV in infection with the DNA-B component was
associated with a 2x10°-fold more viral DNA accumulation in plant tissues, a positive
and linear relation between DNA-A and -B loads, and an 18% increase in the individual
transmission rate by B. tabaci. Here, our results suggest that the recruitment of a DNA-
B component by the monopartite PepYVMLYV represents the key epidemiological factor
of its emergence as the most prevalent and severe plant virus disease on tomato crops in

Burkina Faso.
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Introduction

Multipartite or multicomponent viruses have their genome divided into two or more
nucleic acid segments which are each packaged into separate virus particles. While
monopartite and segmented viruses (with both categories encapsidated in one single
particle) infect all kinds of living organisms, multipartite viruses appear mostly
restricted to plants (Sicard et al., 2016). It has earlier been speculated that the
multipartite architecture of the viral genome could be related to its RNA nature, with
numerous examples of plant multipartite RNA viruses (Pressing & Reanney, 1984).
However, it is now clear that DNA multipartite viruses are also frequent among plant
viruses (Briddon & Stanley, 2006; Sicard et al., 2016).

Geminivirus are plant viruses that have circular, single-stranded (ss) DNA genomes
encapsidated in twinned icosahedral particles (Rojas et al., 2005; Zerbini et al., 2017).
Based on host range, insect vector and genome organization, they are divided into nine
genera, eight of which (Becurtovirus, Capulavirus, Curtovirus, Eragrovirus,
Grablovirus, Mastrevirus, Topocuvirus and Turncurtovirus) consist of viruses with
monopartite genomes only (Varsani et al., 2014; Zerbini et al., 2017). In contrast, the
largest genus Begomovirus consists of viruses either with one or two genomic
components (monopartite or bipartite). The component of begomoviruses known as
DNA-A is homologous to the genomes of all geminiviruses and encodes proteins
required for movement (MP/C4 for monopartite begomoviruses), replication, control of
gene expression, overcoming host defenses, encapsidation and insect transmission. The
second component, referred to as DNA-B, encodes two proteins (BC1 and BV1) with
functions in intra- and intercellular movement in host plants, and are known to
contribute to the increase of the viral load and the severity of the disease (Shafiq et al.,
2010; Fondong, 2013). The origin of the DNA-B component remains unclear. different
segments can have distinct evolutionary histories and phylogeographies (Briddon &
Stanley, 2006; Sicard et al., 2016).

The proteins of DNA-A and -B are encoded by open reading frames (ORFs) on the
virion and the complementary sense. The virion-sense ORFs and those in the

complementary sense are separated by an intergenic region (IR), referred to as the
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common region (CR), which contains sequences that are conserved between both DNA-
A and -B components. The CR contains the origin of replication, which consists of a
conserved hairpin structure with a nonanucleotide sequence in the loop and Rep binding
iteron sequences located upstream of the hairpin (Hanley-Bowdoin et al., 1999; Rojas et
al., 2005). The presence of iteron sequences in DNA-B similar to those in DNA-A
ensures binding between the DNA A-encoded Rep and the cognate DNA-B.

Since the late 1980s, begomoviruses have emerged everywhere in the world and have
become a major constraint in the production of vegetables and in particular tomato
(Solanum lycopersicum; Navas-Castillo et al., 2011). In Africa, a complex of at least
twenty monopartite begomoviruses species is involved in tomato yellow leaf curl or
tomato leaf curl diseases TYLCD-ToLCD including seven species described in West
Africa (Rey et al., 2012; Brown et al., 2015). Among them, Pepper yellow vein Mali
virus (PeYVMLYV) has been identified as the most prevalent and severe tomato-infecting
begomovirus on tomato and pepper in Burkina Faso (Ouattara et al., unpublished,
Chapter 1). Interestingly, whereas it was previously described as a West African
monopartite begomovirus (Tiendrébéogo et al., 2008; Zhou et al., 2008), PepYVMLV
was associated with a DNA-B component (Ouattara et al., unpublished, Chapter 1).
Although the two components of the majority of tomato-infecting bipartite
begomoviruses have an obligate relationship (Hamilton et al., 1983; Padidam et al.,
1995), this does not seem to be the case for all. Both Tomato yellow leaf curl Thailand
virus (TYLCTHYV) and Tomato leaf curl Gujarat virus (ToLCGV) DNA-A components
are able to induce systemic and symptomatic infections on the experimental host
Nicotiana benthamiana (Rochester et al., 1994) and on tomato (Chakraborty et al.,
2003), respectively, in the absence of their cognate DNA-Bs, which suggests that these
viruses likely represent evolutionary intermediates between monopartite and bipartite

begomoviruses.

In order to understand the involvement of this DNA-B component in the emergence of
PepYVMLYV as the most prevalent and severe plant virus disease on tomato crops in
Burkina Faso, biological traits related to virulence, virus accumulation in the plant and
transmission rate of the virus by B. tabaci were evaluated by agrobacterium- and

whitefly-mediated inoculation. We established that even if the relation between the two
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components is not obligate, DNA-B increases the viral accumulation, the virulence and
the transmission rate of PepYVMLV by B. tabaci. Finally, we demonstrate that the
recruitment of a DNA-B component by the monopartite PepYVMLYV represents a key
epidemiological factor of its emergence.

Materials and Methods

Construction of infectious clones

Full-length DNA-A and DNA-B molecules of PepYVMLV [Burkina
Faso:Sakabi: Tomato72:2013] ([BF:Sak:T072:13], EMBL: XXXX/XXXX) previously
cloned into pGEM-3Zf (Promega,USA), were used for the construction of infectious
clones in the binary vector pCambia0380 (Cambia, Australia). A 456-bp Pstl/BamHI-
digested fragment comprising the IR of the DNA-A was cloned to generate a 0.16-mer
(pCambia0380-0.16). The full-length monomer was then cloned into BamHI-digested
pCambia0380-0.16 to generate a 1.16-mer of PepYVMLV DNA-A. For the DNA-B, a
2057-bp EcoRI/BamHI-digested fragment comprising the IR was cloned to generate a
0.77-mer (pCambia0380-0.77). The full-length monomer was cloned into BamHI-
digested pCambia0380-0.77 to generate a 1.77-mer of PepYVMLV DNA-B.
Recombinant plasmids were mobilized from Escherichia coli strain JM-109 cells into
Agrobacterium tumefaciens (strain C58) by triparental mating using E. coli HMB101
harboring the helper plasmid pRK2013 (Ditta et al., 1980). Along with PepYVMLV
DNA-A and DNA-B, an agroinfectious clone of the Israel strain of tomato yellow leaf

curl virus (TYLCV-IL, Péréfarres et al., 2014) was used as a virulent control.

Agrobacterium-mediated inoculation experiments

Liquid culture of Agrobacterium tumefaciens harboring PepYVMLV DNA-A,
PepYVMLV DNA-B or TYLCV-IL were grown for 48 hours and adjusted to an
ODgoonm Of 1.3 before inoculation. Tomato plants (Farmer 209, Known-You Seed) and
Nicotiana benthamiana were mono-inoculated (PepYVMLV DNA-A, PepYVMLV
DNA-B or TYLCV-IL DNA) or bi-inoculated (PepYVMLV DNA-A + PepYVMLV
DNA-B and TYLCV-IL DNA + PepYVMLV DNA-B) at the three-leaf stage by
injecting about 50 pL of A. tumefaciens culture. For mixed inoculations, Agrobacterium

cultures were mixed in equal volumes. A total of 60 tomato and 40 N. benthamiana
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plants were agroinoculated per condition. In addition, 20 plants of tomato and N.

benthamiana were punctured with sterile needles and used as negative controls.

Inoculated plants were then arranged in a complete random block design and maintained
32 days in an insect-proof growth chamber at 25+4°C with 12 h photoperiod and
70£10% relative humidity. Symptoms were scored twice a week during 30 days post
inoculation (dpi). The rating scale ranged from 1 (no symptoms) to 10 (dead plant), with
grades 1-9 corresponding to the scale of Lapidot et al (2006). At 32 dpi, leaves were
collected for the detection and the quantification of viral genomes using PCR and
quantitative PCR, respectively, as described below. At the same time, the effect of
PepYVMLV DNA-A and TYLCV-IL DNA in single or mixed infections with
PepYVMLV DNA-B on the development of tomato plants was assessed by measuring

the size of each plant.

Whitefly-mediated inoculation experiments

Non-viruliferous B. tabaci colonies of the cryptic species Middle East-Asia Minor 1
(MEAM1, formerly biotype B) were reared on cabbage plants (Brassica oleracea),
known as a non-host plant for begomoviruses, in a growth chamber at 25 °C day and
20 °C night, 70% relative humidity and a 12 h photoperiod. Viruliferous whiteflies were
obtained after a 72 h-acquisition access period (AAP) on tomato plants agroinoculated
in single or mixed infections with PepYVMLV DNA-A and PepYVMLV DNA-B. After
the AAP, adults were collected and deposited on healthy tomato seedlings (Farmer 209,
Known-You Seed) at the one-leaf growth stage individually, and then placed under
microcages for a 72h-inoculation access period (IAP). At the end of the IAP, insects
were mechanically killed and the tomato seedlings were sprayed with insecticide
(Confidor®, Bayer). In order to discard insects with an unknown time of IAP, only
plants on which the insect had been found alive were maintained for the rest of the
experiment (PepYVMLV DNA-A, n=80; PepYVMLV DNA-A + DNA-B, n=81).
Negative control consisted in mock-inoculated plants (non viruliferous whiteflies,
n=20). The plants were maintained in the same conditions as described above. After 30
days, symptoms were assessed and plants were tested for the presence of viral DNA by
PCR.
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Virus detection

Total DNA extraction was performed from 20 mg of dried plant material using the
DNeasy Plant Miniprep Kit (Qiagen) according to the manufacturer’s instructions with
two successive 50 pL elutions with ultrapure water. Extracts were stored at -20 °C
before use. Conventional PCR for TYLCV was carried out to detect viral DNA in
samples collected at 32 dpi and 30 dpi in agro-inoculation and whitefly-mediated
inoculation experiments, respectively, for TYLCV-IL DNA (Lefeuvre et al., 2007) and
PepYVMLV DNA-A and -B (Ouattara et al., unpublished; Chapter 1).

Within-plant virus quantification

After the plant DNA extraction step, viral DNA was quantified using quantitative PCR,
as in (Péréfarres et al., 2011) and performed in triplicate, using Solanum lycopersicum
25S ribosomal RNA gene as internal control for each sample. Primers and TagMan
probes (Applied Biosystems, Foster City, USA; sequences and conditions of use in
Supplementary table 1) were either designed using complete sequences of PepYVMLV
DNA-A and -B characterized from Burkina Faso (Ouattara et al., unpublished; Chapter
1), or designed previously (TYLCV and Solanum lycopersicum 25S ribosomal RNA
gene; Becker et al., 2015; Péréfarres et al., 2011). Standards were synthesized by
Macrogen (Europe) (Supplementary table 1).

Quantitative PCR conditions

Two microliters of DNA samples, extracted as describe above, were tested in a 21 pl
reaction mix comprising 1x TagMan universal PCR master mix (Applied Biosystems,
Foster City, USA), 0.64 pl of probe and 1.44 pul of primer. PCR reactions were carried
out in the StepOnePlus real-time PCR system using 96-well optical reaction plates
(Applied Biosystems, France). Cycling parameters were 50°C for 2 min and 95°C for 10
min followed by 40 cycles of 15 s at 95°C and 1 min at 60°C. Each sample was
amplified in triplicate and a new aliquot of the standard was used in each run.

Statistical analysis

All statistical analyses were performed using the R statistical software (R Development
Core Team, 2017). Nonlinear regression analyses were performed, testing different link
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functions (Cauchy, cloglog, logistic, logit, loglog and probit), to fit the progression of
disease severity with gnls function (Pinheiro et al., 2016). Based on the likelihood and
using Akaike’s Information Criterion (AIC), the logit function appeared to be the most
appropriate. In this model, writtenas Y ~1 + C/ (1 + exp(- A* (X - B))), the disease
severity (Y) is dependent on the dpi (X) and three biologically relevant parameters
where A is the slope of the exponential phase, 1 + C is the disease severity at the plateau
phase, and B is the time to reach 50% of the disease severity at the plateau phase. Once
estimated, the parameters of the logistic disease progression model were compared
between the different conditions by likelihood ratio tests in nested models. For these
analyses, only plants for which single (DNA-A) or mixed (DNA-A and -B) infections
were validated by PCR were used. Quantitative PCR data were expressed as the log of
the ratio of the quantity of virus DNA to that of plant DNA. ANOVA F-test has been
used to compare the amount of DNA-A component from single and mixed inoculation
conditions. For the mixed infection case, linear regression was used to estimate the

correlation between DNA-A and DNA-B components.

Results

Infectivity and virulence of agroinfectious clones

N. benthamiana and S. lycopersicum (tomato) plants agroinoculated with PepYVMLV
DNA-A alone or associated with DNA-B developed differential symptoms of leaf
crumpling with yellowing and stunting (Figure la and b). N. benthamiana plants
agroinoculated with PepYVMLV DNA-A developed mild symptoms in 82.5% (33/40)
of inoculated plants, with viral DNA-A PCR detection in 92.5% (37/40) of inoculated
plants (Table 1, Figure 1a). In contrast, in mixed agroinfections with DNA-B very
severe symptoms were observed on N. benthamiana, with plant growth arrest in 85%
(34/40) of inoculated plants, with viral DNA-A and DNA-B PCR detection in 100%
(40/40 and 40/40, respectively) of inoculated plants. When PepYVMLV DNA-A was
agroinoculated to tomato plants, a low proportion (20%; Table 1, Figure 1b) developed
very mild symptoms, although viral DNA-A was detected by conventional PCR in 80%
(48/60) of inoculated plants. In contrast, in mixed agroinfection with DNA-B highly

severe symptoms were observed on tomato, with plant growth arrest in 95% (57/60,
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Table 1, Figure 1b) and plant death in 17% (10/60, Table 1) of inoculated plants, with
viral DNA-A and DNA-B detected by conventional PCR analysis in 100% (60/60) and
87% (52/60) of inoculated plants, respectively. Tomato plants agroinoculated with
TYLCV-IL confirmed the high infectivity of this monopartite begomovirus with 100%
of symptomatic and PCR-positive plants in single or mixed infection with DNA-B
(Table 1). Interestingly, DNA-B was only detected by PCR in 28% of mixed
agroinfected tomato plants with TYLCV-IL. Mock plants and those agroinoculated with
PepYVMLV DNA-B (alone) remained asymptomatic.

a

Mock PepYVMLV PepYVMLV
DNA-A DNA-A + DNA-B

Figure 1: Disease symptoms on (a) Nicotiana benthamiana and (b) tomato (Solanum lycopersicum, cv.
Farmer 209, Known-you seed) agroinoculated with PepYVMLYV in single (DNA-A) or mixed (DNA-A

and -B) infection at 30 days post inoculation. Control plants mock-inoculated (left).
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Table 1: Infectivity of PepYVMLV and TYLCV-IL DNA-As in single or mixed
association with PepYVMLV DNA-B after agroinoculation of N. benthamiana and
tomato plants.

Single infection Mixed infection
Symptom PCR-DNA-A Symptom* PCR-DNA-A PCR-DNA-B
N. benthamiana/PepYVMLV g5 504 (33/40) 92,59 (37/40) 85% (34/40)  100% (40/40) 100% (40/40)
Tomato/PepYVMLV 209 (12/60)  80% (48/60) 959 (57/60) [10] 100% (60/60)  87% (52/60)
Tomato/TYLCV-IL 100% (60/60)  100% (60/60) 100% (60/60)  100% (60/60)  28% (17/60)

*Values in brackets indicate number of dead plants

Kinetics of symptom severity

The kinetics of symptom severity of PepYVMLV DNA-A and TYLCV-IL DNA-A were
compared in single or mixed infection with DNA-B (Figure 2). Tomato plants
agroinoculated with PepYVMLV DNA-A and -B started exhibiting symptoms of leaf
crumpling, yellowing and stunting at 12 dpi (Figure 2, red curve). In contrast, for
tomato plants agroinoculated with PepYVMLV DNA-A in single infection, the first
mild symptoms of crumpling, yellowing and stunting were observed after 27 dpi (green
curve). Typical symptoms of leaf curling, yellowing and dwarfism were observed on
tomato plants agroinoculated with TYLCV-IL in single or mixed infection with DNA-B
from 12 dpi (black and blue curves, respectively), similar to plants agroinoculated by
PepYVMLV DNA-A and DNA-B. Symptom severity increased exponentially before
reaching a plateau with highly severe disease symptoms (score = 9) at 22 and 32 dpi for
PepYVMLV DNA-A and -B, and TYLCV-IL in single or mixed agroinfection,
respectively. Whereas symptom severity did not significantly differ at the plateau phase
(p = 0.827) and the slope of the exponential phase (p = 0.062) between the two viruses,
the second parameter describing the speed of symptom progress (B; time to reach 50%
of the disease severity) was very significantly different (p < 10, Table 2). No
significant difference was observed for the virulence kinetics of TYLCV-IL associated
or not with PepYVMLV DNA-B (Table 2).
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Figure 2: Kinetics of estimated symptom severity (solid line) of tomato (yellow) leaf curl disease
following agroinoculation of tomato plants with PepYVMLV DNA-A and TYLCV-IL DNA-A in single or
mixed infection with PepYVMLV DNA-B. The symptom severity scale (left scale bar) ranges from 1 (no
symptom) to 10 (dead plant).

Table 2: Estimated parameters [95% confidence intervals] of the logit growth models
governing symptom progression for tomato plants agroinoculated with PepYVMLYV and
TYLCV-IL in single or mixed inoculation with PepYVMLV DNA-B.

Estimated logit model parameters

Virus A B C

PepYVMLYV DNA-A + DNA-B 0.53[0.46 - 0.60] 14.46 [14.17 - 14.74] 7.94[7.74 - 8.13]
TYLCV-IL DNA-A 0.40[0.30 - 0.51] 16.90[16.13 - 17.67] 7.88[7.35 - 8.42]
TYLCV-IL DNA-A + DNA-B 0.39[0.30 - 0.47] 17.61 [16.95 - 18.27] 8.03 [7.56 - 8.51]

A: Slope during the exponential phase
B: Time to reach 50% of the viral load at the plateau phase

C: Viral load at the final plateau
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Negative effect of DNA-B component on tomato growth

Surprisingly, our agroinoculation experiments showed no significant difference in size
between the control and plants agroinoculated with PepYVMLV DNA-A alone (p =
0.428, Figure 3). As expected, a significant difference in size between the control and
plants agroinoculated with TYLCV-IL alone was observed (p = 0.001). Interestingly, the
agroinoculation of PepYVMV DNA-A and -B to tomato plants strongly impacted their
growth, with a very highly significant reduction in size compared to the plants
inoculated with PepYVMLV DNA-A alone (p < 10, Figure 3). In contrast, no
significant difference in size was observed between plants agroinoculated with TYLCV-
IL DNA-A, in single or mixed inoculation with PepYVMLV DNA-B (p = 0.264).
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Figure 3: Mean size (in centimeters) of tomato plants after agroinfection with PepYVMLV DNA-A or
TYLCV-IL in single or mixed infection with PepYVMLV DNA-B at 32 days post inoculation. Vertical
bars around each dot represent the 95% confidence interval. Bars topped by the same letter are not

significantly different.
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Higher accumulation of PepYVMLV DNA-A in association with DNA-B

Within-plant accumulation of PepYVMLV DNA-A, associated or not with the DNA-B
component, was evaluated in agroinoculated tomato plants at 32 dpi using quantitative
PCR assays. In mixed infections (Figure 4), PepYVMLV DNA-A accumulated 2x10°-
fold more than in the single infection (p = 2.2x10™°, Figure 4a). The average number of
PepYVMLYV DNA-A copies per plant genomic DNA unit was about 1.28x10™* in mixed
infection against 5.9x107 in single infection. A positive linear relationship was found
between the copy numbers of PepYVMLV DNA-A and DNA-B (Figure 4b), suggesting
that there is a linear, DNA-B dose-dependent, increase of DNA-A viral load.
Interestingly, considering the fact that DNA-A and DNA-B have been co-agroinoculated
at equimolar quantities, their quantification at 32 dpi indicates a possible co-regulation
of DNA-A with DNA-B.
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Figure 4: (a) Average of normalized viral DNA-A accumulation of PepYVMLYV in single (DNA-A) or
mixed (DNA-A and -B) infection of 10 tomato plants (Solanum lycopersicum, cv. Farmer 209, Known-
You Seed). Vertical bars around each point represent the 95% confidence interval. (b) Graph representing
the linear correlation between PepYVMLV DNA-A and -B loads. Each dot represents the quantity of
DNA-A with respect to that of DNA-B.
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Higher transmission rate of PepYVMLV DNA-A in association with DNA-B

Transmission experiments were performed twice independently with synchronous
female adult individuals of the cryptic species MEAM1 of B. tabaci, fed on tomato
plants agroinfected with PepYVMLV DNA-A alone or in association with DNA-B
(Table 3). Based on disease symptom development, highly significant differences were
found between single and mixed infections (p < 10#), with transmission rates of 52%
(24/46) and 40% (14/35) for PepYVMLV DNA-A alone, and 71% (29/41) and 69%
(27/39) for PepYVMLV DNA-A and DNA-B in the two experiments. Based on
PepYVMLV DNA-A PCR detection, very highly significant differences were also found
between single or mixed infections (p = 4x107°), with transmission rates of 80% (37/46)
and 83% (29/35) for PepYVMLV DNA-A alone, and 100% for PepYVMLV DNA-A
and DNA-B (41/41 and 39/39) in the two experiments. Here, we found that in
association with the DNA-B component, PepYVMLV gained an average of 18% to
reach 100% individual transmission efficiency by the B. tabaci MEAML.

Table 3: Transmission rates of PepYVMLV by Bemisia tabaci MEAM1. Experiments
were conducted with synchronous females after viral acquisition on tomato plants
agroinoculated with PepYVMLV DNA-A in single or mixed infection with DNA-B.
Percentage of transmission was evaluated based on disease symptom development and
viral DNA detection by PCR.

Single infection Mixed infection
Symptoms  PCR DNA-A Symptoms PCR DNA-A PCR DNA-B
Experiment1  52% (24/46)  80% (37/46) 71% (29/41) 100% (41/41)  98% (40/41)
Experiment2  40% (14/35)  83% (29/35) 69% (27/39) 100% (39/39)  100% (39/39)
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Discussion

In Burkina Faso, recent studies have reported the identification of at least five
begomoviruses on tomato crops (Tiendrébéogo et al., 2008; Zhou et al., 2008; Sattar et
al., 2015; Quattara et al., 2017), with the predominance of PepYVMLV which was
surprisingly associated with a newly discovered DNA-B component (Ouattara et al, in
preparation, Chapter 1). In order to uncover the role of the DNA-B component in the
emergence of PepYVMLV as the most prevalent and severe plant virus disease on
tomato crops in Burkina Faso, biological traits related to virulence, virus accumulation
in the plant and individual transmission rate of the virus by B. tabaci were evaluated by
agrobacterium- and whitefly-mediated inoculations.

Non-strict association between PepYVMLV DNA-A and -B

Agrobacterium-mediated inoculation experiments showed that PepYVMLV DNA-A
alone induces systemic and symptomatic infections on N. benthamiana and tomato
plants (Figure 1, Table 1). This result is compatible with the similar genome
organization of PepYVMLV DNA-A with the Old World monopartite begomoviruses
(Chen et al., 2009; Tiendrébéogo et al., 2011), and the evidence implicating V1 ORF in
cell-to-cell movement (Rojas et al., 2001). Such non-strict association between a
monopartite begomovirus and a DNA-B component has been described for ToLCGV
(Ranjan et al., 2013), and TYLCTHYV (Rochester et al., 1994), which are able to induce
systemic and symptomatic infections on the experimental host N. benthamiana
(Rochester et al., 1994) and on tomato (Chakraborty et al, 2013), respectively, in the
absence of their cognate DNA-Bs. In contrast, like for the New World bipartite
begomoviruses, some Old Word tomato-infecting begomoviruses as Tomato leaf curl
New Dehli virus (TOLCNDV) has an absolute requirement of their cognate DNA-B to
induce a systemic movement and symptom development (Padidam et al., 1995).
Altogether, these experimental results suggest that these non-strict “mono-bipartite”
begomoviruses likely represent evolutionary intermediates between monopartite and

bipartite begomoviruses.
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Higher virulence of PepYVMLYV in association with DNA-B

Unlike single agroinfection of tomato plants with PepYVMLYV, mixed agroinoculation
with PepYVMLV DNA-A and -B resulted not only in stronger symptoms of leaf
crumpling, yellowing and stunting, as observed in the field, but also led to plant death in
17% of inoculated plants. Several studies reported that DNA-B of begomoviruses
contributes to symptom production (Jyothsna et al., 2013; Ranjan et al., 2013) and that
BC1 protein is a pathogenicity determinant (Duan et al., 1997; Hou et al., 2000;
Hussain et al., 2005). However, to our knowledge, this is the first time that a DNA-B
component is involved in plant mortality. Assuming that emerging viral diseases are
mainly related to novel associations between introduced cultivated plants and native
viruses or new viral associations (Jones, 2009), it could be assumed that the expression
of disease symptoms as severe as the death of the plant is the consequence of a recent
association between PepYVMLV DNA-A and DNA-B. This scenario is consistent with
our findings suggesting that PepYVMLV components A and B originate from the Old
World, while tomato is a New World plant and that ToLCD-TYLCD epidemics are
described on tomato in West Africa since the 1990s (Konateé et al., 1995).

TYLCV-IL has been reported as one of the most severe and devastating tomato virus
worldwide (Péréfarres et al., 2014). In order to compare PepYVMLV virulence in
association with DNA-B to that of TYLCV-IL, we performed Agrobacterium-mediated
inoculation experiments. Although the same levels of disease severity (score = 9) were
observed at 32 dpi, PepYVMLYV associated with DNA-B induced an earlier expression
of disease symptoms and a more severe impact on plant growth (plant growth arrest and
mortality). Taken together, these observations demonstrate that PepYVMLV associated
with DNA-B is more virulent than the emblematic TYLCV-IL on tomato in controlled
conditions, which highlights the new global risk for tomato culture if the PepYVMLV
associated with DNA-B would rapidly spread worldwide under whitefly pressure, like
TYLCV-IL.
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Higher viral accumulation of PepYVMLYV in association with DNA-B

Within-plant accumulation of PepYVMLV DNA-A in single or mixed infection with
DNA-B in tomato plants using quantitative PCR assays showed that mixed-infected
plants contained 2x10°-fold more viral DNA-A than in single infection. Even if BV1
and BC1 proteins encoded by DNA-B provide an analogous function to that performed
by the V1/C4 proteins of the monopartite begomoviruses in viral movement (Rojas et
al., 2001), they appeared to facilitate the escape of some bipartite begomoviruses from
the phloem and the infection of non-phloem tissues (Rojas et al., 2005). It seems that
DNA-B component allowed for the evolution of movement functions, independently of
the constraints imposed by DNA-A. Based on this, we can speculate that DNA-B
component is involved in the increase in PepYVMLV DNA-A load by enlarging cellular
tropism and giving access to non-phloem tissues. Infection of these non-phloem tissues
could enhance the opportunity for acquisition of virions by the insect vector (Rojas et
al., 2005). In addition, as the insect vectors are attracted to the color yellow, it may well
be that by moving from the phloem into the surrounding tissues, the virus can induce
larger regions of yellowing (Wege et al., 2001) and thus create a stronger signal by
which the vector is attracted.

Non-optimal association between TYLCV-IL and PepYVMLV DNA-B

As opposed to its major impact on PepYVMLYV infection, PepYVMLV DNA-B had no
significant impact on TYLCV-IL infection. Moreover, no increase in symptom severity
was observed. Interestingly, DNA-B was only detected by PCR in 28% of mixed
agroinfected tomato plants, indicating non-optimal association between TYLCV-IL and
PepYVMLV DNA-B (Table 1). Geminivirus genomes replicate by a rolling circle
mechanism which is initiated by the virus-encoded replication-associated protein (Rep)
(Hanley-Bowdoin et al., 1999, 2013; Fondong, 2013). Rep binds to specific sequences,
known as iterons, in the intergenic region immediately upstream of a hairpin structure
containing the nonanucleotide sequence (TAATATTAC). The DNA-A and DNA-B
components of bipartite begomoviruses have the same iteron sequences, thereby
ensuring that the DNA-A-encoded Rep may initiate replication of both components.

However, mutational analyses suggested that begomoviruses may tolerate some
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sequence variation in iteron sequences without deleterious effects on Rep recognition
and it was showed that the first two or three bases may be more important in iteron
recognition by Rep (Shafiq et al., 2010). This does not seem to be the case for TYLCV-
IL (iteron sequence: GGTGTCT) associated with PepYVMLV DNA-B (iteron
sequence: GGGGTAC). Altogether, our results suggest that this association is not
optimal and that DNA-B association with other tomato-infecting monopartite

begomoviruses is not "universal”.
Higher transmission efficiency of PepYVMLYV in association with DNA-B

Transmission from host to host is a crucial step in the life cycle of pathogens,
particularly of viruses, ensuring spread and maintenance in host populations. The
immobile nature of plants and the strong pectin and cellulose barrier surrounding cells
have constrained most plant virus to use vectors (mainly insects) for exit, transfer and
entry from one host to another (Gutiérrez et al., 2013). A link between within-plant viral
load and transmission rate is generally accepted even if studies are scarce (Froissart et
al., 2010; Péréfarres et al., 2014). Here, we demonstrated that PepYVMYV accumulates
much more within tomato plants (2x10°-fold more) and is much better transmitted by
whitefly (18% more) in mixed infection than in single infection (without DNA-B). This
confirms the suggested link between within-plant viral load and transmission rate
(Froissart et al., 2010; Péréfarres et al., 2014). Although the simplest explanation would
be a mass-action mechanism (more virus genomes in the plant implying more virions in
the insect implying a higher transmission rate), the increase in the transmission rate
might also be explained by a better ability of the virus to initiate the infection of tomato
plant cells thanks to the movement proteins encoded by the DNA-B.

Conclusion

Our study highlights the role of a DNA-B component in the emergence of a monopartite
begomovirus. Our results suggest that the recruitment of a DNA-B component by a
monopartite PepYVMLV represents likely the key epidemiological factor of its
emergence as the most prevalent and severe plant virus disease on tomato crops in
Burkina Faso. Although a DNA-B component is not required for systemic movement

and symptom development of PepYVMLV (non-strict association), their association
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induces a higher virulence with typical symptoms of crumpling, stunting and plant
death, a much higher viral DNA accumulation in plant tissues and a much better
whitefly transmission efficiency. At the agroecosystem level, this selective advantage to
be more efficiently vectored is also associated with a large host range and the existence
of weeds as potential reservoirs or alternative hosts widely present in the fields
(Ouattara et al., in preparation, Chapter 1). Maintenance of the virus between epidemics
in alternate hosts present in the cultivated area provides a means to survive through the
seasonal cycle, and could also explain the predominance of PepYVMLYV associated with
DNA-B as the main causal agent of TOLCD-TYLCD in Burkina Faso. In the case of the
non-strict association of PepYVMLV DNA-A and DNA-B, the latter may be regarded
as an extra-viral component that can affect the pathogenicity, the accumulation, and the
transmission of their cognate virus while themselves being dependent on the associated

virus for their infection.
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Jusqu’a présent, les efforts de caractérisation de la diversité virale se sont
principalement focalisé€s sur les plantes d’intérét agronomique, fortement impactées par
les maladies émergentes. Toutefois, on considére que la majeure partie des maladies
causées par des géminivirus sont liées au passage de virus indigénes, ayant co-évolué
avec leur(s) hote(s) naturel(s), sur des plantes introduites notamment pour la culture,
non adaptés a ces virus et donc souvent plus sensibles a leurs effets (Fargette et al.,
2006; Nawaz-ul-Rehman & Fauquet, 2009). La découverte récente de nombreuses
nouvelles espéces de géminivirus suite a I’étude de plante non cultivées (Varsani et al.,
2014; Bernardo et al., 2017) suggere méme qu'une grande partie de la diversité des
géminivirus, sinon la vaste majorité, reste encore a étre caractérisée a partir des plantes
non-cultivées des écosystemes naturels. En conséquence, outre les lacunes de nos
connaissances de la diversité des populations virales naturelles, de leurs liens
phylogénétiques avec les populations virales décrites sur les plantes cultivees et de leurs
pathogénicites, on constate un manque de connaissances fondamentales sur 1’écologie
évolutive des virus en géenéral (Alexander et al., 2014; Roossinck et al., 2015).

Ce biais dans la connaissance globale de la diversité des phytovirus présent dans les
écosystemes est particulierement accru en Afrique, ou la tres grande majorité des
especes virales identifiées ont été caractérisées a partir d’un nombre restreint de plantes
cultivées, comme le manioc, la tomate, le gombo, le tabac, le haricot et la patate douce.
Cependant, pour une compréhension complete de I'épidémiologie et pour I'élaboration
de mesures de lutte appropriées, l'identification d'hétes alternatifs est un aspect essentiel
bien que souvent négligé (Leke et al., 2015). A I'heure actuelle, parmi les géminivirus
décrits sur les cultures maraicheres et vivrieres en Afrique de 1’Ouest et Centrale, seule
une poignée d’espéces de plantes non cultivées potentiellement réservoirs de ces virus
ont éte décrits (Alabi et al., 2008; Monde et al., 2010; Leke et al., 2012).

Ainsi, ce chapitre est consacré a 1’¢tude de la diversité des populations de géminivirus a
I’échelle des agroécosystémes sur les plantes cultivées et non cultivées. Afin de détecter

et d’identifier les espéces virales présentes dans nos échantillons sans a priori sur leurs
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séquences nucléotidiques, une approche métagénomique ciblée sur les virus a ADN
circulaire (RCA-RA-SGS) a été utilisée sur un large jeu d’échantillons (n=1068)
collecté aléatoirement selon un systéme de grille dans deux localités du Burkina Faso.
Sur ces échantillons et en globalité, 11 % des reads (courte séquence nucléotidique) ont
été assignés a des virus. Parmi ceux-ci, la majorité (65%) a été assignée a des virus de la
famille des Geminiviridae. Si le restant a surtout été assigné a des familles virales
inféodées aux bactéries (25%), respectivement 3 % et 1 % des reads ont pu étre assignés
aux familles des Caulimoviridae (virus infectant les plantes) et des Genomoviridae
(proche voisin des Geminiviridae).

Si on s’intéresse plus précisément aux géminivirus, en comparaison avec le diagnostic
PCR, notre étude a démontré I'intérét d’une approche métagénomique. Elle a non
seulement permis de confirmer la présence d’une majorité des virus décrits
préalablement avec les approches classiques, mais également permis la détection
d’autres géminivirus appartenant potentiellement a de nouvelles especes.

Ainsi 25% des échantillons se sont montrés positifs aux géminivirus, que ce soit par la
présence de composant A ou B des bégomovirus, d’ADN satellites ou de mastrévirus.
Les taux d’infection des plantes cultivés (48%) se sont aussi révélés plus élevés que
ceux des plantes non cultives (20%). Parmi les 19 genres de plantes collectés, les genres
Abelmoschus, Capsicum et Solanum pour les plantes cultivées, et Sida et Ipomoea pour
les plantes non cultivées ont montré des taux d’infection élevés variant de 30 a 90%
suivant la localité d'échantillonnage. Au total, les géminivirus ont été détectés dans 14
genres de plantes, avec en plus de ceux cités précédemment, les genres des Amaranthus,
Ageratum, Boerhavia et Physalis (décrits comme hotes des géminivirus par ailleurs), et
Euphorbia, Heliotropium, Hibiscus, Melochia et Leucas (hotes nouvellement

caractérises).

Dans un second temps, les reads obtenus a partir de chacun des échantillons ont été
regroupés suivant leurs profils d’assignation. Ces profils d’assignation sont révélateurs
du ou des types de virus identifiés pour un échantillon ainsi que de leurs niveaux
d’identité nucléotidique avec les espéces virales déja connues. Au total, respectivement
16 et six types de profil d’ADN-A et d’ADN-B de bégomovirus, 13 types de profil

d’ADN satellites et six types de profil de mastrévirus ont été identifiés lors de notre
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étude. Si certaines espéces avaient déja eté caractérisés au Burkina Faso, comme le
PepYVMLYV, le TOLCMLYV ou encore le CLCuGeV, d’autres représentent de nouvelles
descriptions virales au Burkina Faso (Hollyhock leaf crumple virus, Sweet potato leaf
curl virus et Tobacco leaf curl Zimbabwe virus) ou en Afrique en général (certains
satellites), qui devront étre néanmoins confirmés par le clonage et le séquencage de
génomes complets. Par ailleurs, quatre profils d’assignation se sont montrés
suffisamment distant avec des espéces déja décrites, pour suspecter la présence de
nouvelles espéces de géminivirus. Cette hypothese a par ailleurs été confirmée par le
clonage et le séquengage a partir d’un échantillon de Melochia sp. d’un nouveau
begomovirus, trés distant (74 % d’identité nucléotidique) des espéces déja décrites et
représentant une nouvelle espece provisoirement appelée Melochia associated virus.

L’identification de ce cortége de virus, a partir d’un large nombre d’échantillons
représentatifs des plantes de deux agroécosystéemes nous a aussi permis de décrire la
structure des communautés de géminivirus. Celle-ci révele la présence de degré variable
de spécialisation. Aussi certaines plantes sont infectés par un nombre faible (comme
celle du genre Physalis) ou important (comme celle du genre Sida) d’espéces virales.
Dans leur globalité, I’analyse de 1’association plante - virus permet de décrire des liens
forts entre les cortéges de virus des plantes des genres Sida et Abelmoschus d’une part et
des genres Solanum, Capsicum et Ageratum d’autre part. Ces deux groupes de virus ne
présentent pas de liens directs mais certains genres d’hotes (Amaranthus et Euphorbia)
pourraient jouer le role d’intermédiaire pour la rencontre et l'interaction entre ces
populations virales. Les cartographies des circuits d’infection virale et des échanges de
matériel genétique par recombinaison entre groupes de virus devraient étre révélatrices
du fonctionnement de la communauté virale. Les travaux de clonage et de séquencage
de divers virus représentatifs de chacun des clusters viraux découverts dans notre étude,
devraient permettre d’évaluer I’importance a la fois des échanges de geénes entre les
virus, de certaines plantes et de certains virus dans le fonctionnement des communautés

virales a 1’échelle des agroecosytemes.
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Abstract

Geminiviruses have emerged to become one of the largest and most devastating groups
of plants-infecting viruses. They constitute a major threat to vegetable production
particularly in tropical and subtropical regions of the world. The vast majority of the
geminiviruses known to date was characterized from crops. Nevertheless, it is thought
that these crops infecting viruses represent only a small fraction of the existing diversity
and that they emerged from viruses associated to uncultivated plants. However, the
identification of alternative hosts or reservoirs was somewhat neglected in the past.
Here, in order to describe the full diversity of geminiviruses associated to wild and
cultivated plants in Burkina Faso, we extensively sampled two localities from distinct
agroclimatic regions of the country before using a metagenomic protocol devised for
small circular DNA viruses. A total of 1068 samples were collected from respectively
201 and 867 cultivated and uncultivated plants. A total of 270 plants (25%) were
detected as positives with higher virus infection rates for cultivated (48%) than
uncultivated plants (20%). At least 16, six, 13 and six distinct groups of begomovirus
DNA-A, begomovirus DNA-B, satellites DNA and mastrevirus respectively were
uncovered from our survey. Importantly, these groups comprised viruses highly similar
or related to viruses already described along with putative new species which have yet
to be characterized. Preliminary characterization assays result in the cloning of seven
isolates of begomovirus and a new geminivirus species provisionally named Melochia
associated virus. Seven alphasatellites and two betasatellites isolates were also
obtained. Geminivirus community maps built from the analysis of virus-host and virus-
virus association showed strong links between virus corteges found associated with
groups of cultivated and uncultivated plant genus. This is the first effort to evaluate
virus-host and virus-virus interactions at the scale of agro-ecological systems in West
Africa. Further analysis of our networks using full genome sequences, selection and
recombination analysis, would help understanding the functioning of this geminiviral
community and in the end how viruses from wild plants can emerge as local and global

threats to crops.
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Introduction

Geminiviruses are plant-infecting viruses characterized by their unique twinned
icosahedral virions and circular single-stranded DNA genomes (Rojas et al., 2005;
Zerbini et al., 2017). These viruses have emerged to become one of the largest and most
economically important groups of plant-infecting viruses (Fauquet et al., 2008), and
geminivirus-induced diseases are a major threat to worldwide vegetable production,
particularly in tropical and subtropical regions of the world (Varma & Malathi, 2003;
Mansoor et al., 2006). Importantly, the accumulated body of work on some of the most
important geminiviral associated diseases, such as the maize streak disease (for review
see Shepherd et al., 2010) and the cassava mosaic disease (Patil & Fauquet, 2009),
clearly demonstrate the emergence of geminiviruses associated with wild plants onto
imported crops. In fact, as on other pathosystems, it is now considered that most of
these emerging viruses are the "offspring™ of viral lineages present in "wild" plants,
some of which would have adapted to cultivated plants (Jones, 2009). Moreover, recent
metagenomic data suggested that the vast majority of viruses characterized from crops
represent only a small fraction of the phytoviruses in general (Malmstrom et al., 2011;
Alexander et al., 2014). The lack of comprehensiveness of current studies on the
diversity of viral population results from the focus on crops of the majority of diversity
studies and also from the difficulties in identifying possible symptoms associated with
the infection of wild plants by viruses. Indeed, viruses that have long co-evolved with
their host plants, very rarely induce harmful diseases in their natural ecosystems (Jones,
2009). In these ecological systems not disturbed by human activity, the interactions
between vector, viruses and host plants are considered to be evolutionarily old and
stable (Malmstrom et al., 2011). However, due to environmental disturbances
associated with modern agriculture, virus-host equilibriums are often severely disrupted,
resulting in new virus vector-host-environment interactions, which can lead to the
emergence of diseases (Fargette et al., 2006; Lefeuvre & Moriones, 2015). In addition
to the gaps in our knowledge of the diversity of natural viral populations, there is a lack
of fundamental knowledge about the dynamics of viral communities at the scale of
ecosystems and the evolutionary ecology of viruses (Alexander et al., 2014; Roossinck

et al., 2015). Recent viral metagenomic studies have therefore started to look beyond
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cropping systems to enable the study of plant viral diversity and evolution at the scale of
entire ecosystems (Stobbe & Roossinck, 2014; Roossinck et al., 2015). The
development of a viral metagenomics approach that precisely linked sequence reads to
information on the individual associated sampled host (‘eco-genomic’, Roossinck et al.,
2010), and its extension in a spatial context ('geo-metagenomic', Bernardo et al., 2017)
had paved the way towards quantitatively studying viral diversity, prevalence and

spatial distributions at the agroecosystem scale.

In recent years, vegetables crops in Burkina Faso have been negatively impacted by
diseases caused by geminiviruses. Early studies have reported Cotton leaf curl Gezira
virus (CLCuGeV; (Tiendrébéogo et al., 2010a,b) associated with okra leaf curl disease
(OLCD), in combination or not with Cotton leaf curl Gezira betasatellite (CLCuGeB;
Tiendrébéogo et al., 2010a), Cotton leaf curl Gezira alphasatellite (CLCuGeA) and
Okra leaf curl Burkina Faso alphasatellite (OLCBFA), (Tiendrébéogo et al., 2010a).
Pepper yellow vein Mali virus (PepYVMLV) has been associated with PepYVD
(Tiendrébéogo et al., 2011) and ToLCD-TYLCD (Ouattara et al., unpublished, Chapter
1). Tomato leaf curl Mali virus (TOLCMLV; Sattar et al., 2015), Tomato yellow leaf
curl Mali virus (TYLCMLYV; Sattar et al., 2015) and, recently, Tomato leaf curl Burkina
Faso virus (ToLCBFV; Ouattara et al., 2017a), Tomato leaf curl Ghana virus
(TOLCGHYV; Ouattara et al., unpublished, Chapter 1) and Chickpea chlorotic dwarf
virus (CpCDV; Ouattara et al., 2017b) have been characterized from tomato. However,
the observation of varied virus-like symptoms, during field’s surveys, suggested the
involvement of several viruses possibly associated with satellites. Also, all of the above-
mentioned geminiviruses have been characterized only based on the so-called dependent
sequence methods. Given the pressing need for additional information on their diversity

and distribution and the benefits of metagenomic methods, this study was initiated.

Here, we used a metagenomic approach based on DNA rolling circle amplification
followed by random amplification and second generation sequencing (RCA-RA-SGS).
After a large scale random sampling using a grid design, we used this metagenomic
approach to assess the geminiviruses diversity associated with agro-ecological systems
in two regions of Burkina Faso. Out of the 1068 collected plants, 270 were positive for

the presence of geminiviruses. A large set of distinct geminivirus groups were detected,
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with four groups of potentially new species. A geminivirus community map was built
from the analysis of virus-host and virus-virus association. The map topology inspection
allows establishing networks of viral sharing between host plants. The analysis of such
community should give invaluable information on the process from which some virus

may eventually emerge as local and global threats.
Materials and Methods
Samples collection

In 2016, a total of 1068 samples were collected from two different agro-ecosytems in
two localities of Burkina Faso (Figure 1): Goué (Central-East near Ouagadougou;
latitude: 12.567°, longitude: -1.471°) and Léguéma (South-West near Bobo-Diolasso;
latitude: 11.226°, longitude: -4.164°), respectively in the Sudan and Sudan-Sahel areas.
In order to sample randomly and without bias regarding the health status of plants, a
grid sampling strategy was used. Each grid had dimensions of 500m X 1000m with
meshes of 250m X 250m. In a radius of 20 meters of each point of the grid, up to 10
samples were collected per identified plant species. All samples were collected in

envelopes and dried using an oven.

In addition to this random sampling scheme, from 2013 to 2016, 372 (98 cultivated and
274 uncultivated) plant leave samples were collected during surveys conducted in 29
localities from Burkina Faso. The plant species, the name of the locality and the

geographical coordinates (latitude, longitude) of samples were recorded.
DNA extraction

Total DNA was extracted for all samples using the DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen)
according to the manufacturer's instructions. DNA extracts were stored at -30°C before

use.
Sample barcoding

Sequencing of the matk and rbcl genes were performed on samples for which no
confident genus or species visual identification was obtained. PCR were conducted with

the primers and conditions described in (Hollingsworth et al., 2009) before direct
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Sanger sequencing (Macrogen, South Korea). After quality control, sequences were
classified using the RDP classifier (Wang et al., 2007) against a database of matk and

rbcl plant sequences obtained from GenBank.
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Figure 1: Map of locations surveyed in Burkina Faso based on grid sampling strategy and diversity of
collected plant samples. Each grid had dimensions of 500m X 1000m with meshes of 250m X 250m and
covered a cultivated and uncultivated setting. Barplots correspond to the proportion of number of samples

collected per plant genus per sampled grid node.
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Begomovirus PCR detection

In order to compare the NGS virus detection and identification with a routinely used
PCR diagnosis, PCR were performed on the 372 samples collected between 2013 and
2016 using the degenerate primer pair Clust4CP-F342 and Clust4CP-R1032 for the
universal detection of the African begomoviruses as described in De Bruyn et al (2014).
Amplicons were cleaned using the Illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification
Kit (GE Healthcare) before Sanger sequencing (Macrogen, South Korea).

Sample amplification for NGS

All the 1440 samples were treated with a metagenomic approach (independent sequence
approach) devised for small circular DNA. First, a Rolling Circle Amplification (RCA,
Inoue-Nagata et al., 2004) of virus genomes was carried out using the Templiphi™ kit
(Mlustra GE Healthcare®). In a second step, a Random Amplification using Polymerase
Chain Reaction (PCR-RA) was carried out on each of the RCA products. This PCR
relied on the use of random primers each comprising on 5' extremity a single barcode of
eight nucleotides, followed by 6 random nucleotides and the nucleotide motif TGGC
(5'-BARCODE(8nt)-NNNNNN-TGGC-3). A total of 160 distinct barcodes were
defined according to Faircloth and Glenn (2012) with an edit distance of three. The
PCR-RA screening of samples were carried out in 25 pL volumes with 5 pL of 5X
buffer, 2.5 uL of ANTPs (2 mM), 1.5 puL of MgCl; (1.25mM), 10 pL of primers (4.8
uM) and 1 pL of GoTaq® Flexi DNA Polymerase (1.25 u). After an initial denaturation
step at 95°C for 5 minutes, 35 cycles at 95°C for 1 minute, 50°C for 1 minute and 72°C
for 1 minute were carried out before a final elongation of 5 minutes at 72°C.
Importantly, each sample was treated twice with a distinct barcode. The PCR-RA
products were diluted to 1/10 prior to a quantification using the Quant-iT PicoGreen
dsDNA Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) on a StepOnePlus Real-Time PCR system
(Applied Biosystem). Based on the amplicons concentration, series of 160 amplicons
were pooled with a maximum concentration ratio of 1.5 (i.e. no amplicons could present
a concentration more than 1.5 higher than any another one in the same pool). Amplicon
pools were then purified using the Illustra® GFX PCR DNA kit and gel purification

(GE Healthcare®) according to the manufacturer's recommendations. Once purified, the
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PCR-RA products were quantified using the Qubit dSDNA BR Assay Kit for Qubit
fluorometer (Thermo Fisher Scientific) and check using the D5000 ScreenTape for 2200
TapeStation (Agilent Technologies). Pools were sent to GENEWIZ Next Generation
Sequencing Services (USA). After Covaris shearing to fragment amplicons to the size
range suitable for Illumina sequencing, libraries were constructed before sequencing on
Illumina HiSeq 2500 and HiSeq X Ten with 2X150 bp paired-ends reads.

Metagenomic Data Analysis

Geminiviruses sequences were classified following the pipeline described in Claverie et
al. (in preparation, Supplementary figure 1). Briefly, after quality control using
Trimmomatic (Bolger et al., 2014) sequences were demultiplexed using SABRE
(https://github.com/najoshi/sabre) with a tolerance to one mutation in the barcode

sequence. It is important to notice that due to the Covaris shearing step, not all the
amplicons pairs present with an identifiable barcode on one or both reads. Pairs without
any barcode were discarded from the analysis. After demultiplexing, sequence pairs
were merged when possible using PANDAseq (Masella et al., 2012) before
dereplication using VSEARCH (Rognes et al., 2016). Similarity search were performed
on viral reference sequences obtained from Genbank on October 2017 using the
“blastx* algorithm of DIAMOND (Tang et al., 2014). Another search was performed
using the “usearch global” algorithm of VSEARCH on a database restricted to the
Geminiviruses and their satellites and obtained from Genbank on October 2017. Reads
presenting with similarities to Geminivirus sequences were then clustered using
SWARM V2 (Mahé et al., 2015) with a distance parameter set to 3. Non-singleton
clusters of sequences are then more precisely classified onto begomovirus, mastrevirus
and satellites databases using pplacer (Matsen et al., 2010) and the BoSSA R package

(https://cran.r-project.org/package=BoSSA). It is important to notice here that reads

were assigned without other assembly than simple pair merging. Whereas assembly
would have results in larger contigs and probable better assignation, the presence of a
TGGC clamp on the primer 3' side results in a partial viral genome coverage that

prevents full component assembly in the vast majority of cases.
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Cloning, sequencing and phylogenetic analysis of complete genome of geminiviruses

In order to reduce the cloning burden and to obtain global infection statistics, samples
were clustered depending on their viral assignation profiles (i.e. virus taxonomic content
contingency tables). These profiles (begomovirus DNA-A/A-like, begomovirus DNA-
B, satellites and mastrevirus separetelly) were first converted in distance matrices (using
the Morisita distance) before applying hierarchical clustering. Samples representative of
each clusters were then subjected to RFLP-RCA procedure (Inoue-Nagata et al., 2004)
following by cloning and sequencing as described in Ouattara et al. (in preparation, see
Chapter 1). Resulting sequences were edited and assembled using Geneious R8
(Biomatters Ltd, New Zealand) software. Nucleotide sequences were subjected to a
BLAST search for preliminary species assignment. Alignment of the sequences along
with representative geminivirus sequences available from GenBank were performed
using the MUSCLE alignment tool (Edgar, 2004) available in MEGA 6 (Tamura et al.,
2013) and edited by eye. In order to assign sequences to virus species and strains,
pairwise identity comparisons of nucleotide sequences were performed using SDT v1.2
with pairwise deletion of gaps (Muhire et al., 2013). Maximum-likelihood (ML)
phylogenetic trees were constructed using FastTree v2.1.7 (Price et al., 2010) and edited

using FigTree v1.3 (available at http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

Results

Sequence dependent approach (PCR) vs sequence independent approach (RCA-RA-
SGS)

In order to compare the metagenomic approach to the more classical sequence
dependent approach procedure, 372 samples collected in Burkina Faso from 2013 to
2016 were submitted to PCR using degenerated primers before amplicons sequencing
and to the RCA-RA-SGS protocol. Based on PCR, 87/372 (23%) samples, comprising
43/98 (44%) cultivated and 44/274 (16%) uncultivated plants, were detected infected by
a complex of six begomoviruses (Figure 2b). Detected begomovirus were CLCuGeV (4
cultivated and 26 uncultivated plants), PepYVMLV (34 cultivated and 14 uncultivated
plants), Tomato leaf curl Cameroon virus (ToLCCMV, 2 uncultivated plants),
ToLCGHV (2 cultivated plants), ToLCMLV (3 cultivated plants) and cases of mixed
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infection with ToOLCMLYV and ToLCGHYV (1 cultivated and 1 uncultivated plants) and
with ToLCCMV and Tomato leaf curl Nigeria virus (TOLCNGV, 1 uncultivated plants).
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Figure 2: (a) Venn diagram illustrating the comparison of number of plants detected as host of

geminivirus using classical PCR and RCA-RA-SGS method. Bipartite diagram showing a complex of

begomoviruses detected from (b) the 87/372 positive plants by PCR and (c) the 154/372 positive plants

by RCA-RA-SGS. Plant genera are represented on the left side of the diagram while viruses are

represented on the right side of the diagram. Colored lines connect plant with the viruses detected with
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blue for begomovirus DNA-A/A-like and DNA-B, green for satellites and orange for mastrevirus. Side

bar height and line width are proportional to the number of infected plants.

Using the metagenomic procedure, geminiviruses were detected in 154/372 (41%)
samples, comprising 58/98 (59%) cultivated and 96/274 (35%) uncultivated plants.
Samples were considered as infected only if a minimum of 200 reads were assigned to
one of the begomovirus DNA-A/A-like, begomovirus DNA-B, satellites or mastrevirus
groups. Preliminary analysis of data confirms the presence of the begomovirus complex
detected by PCR, and suggests the presence of other species of begomovirus and
mastrevirus in single or mixed infections (Figure 2c). In addition, these preliminary data

suggested the detection of alphasatellites and betasatellites.

Comparison of sequence dependent and independent approaches shows that 78/163
(48%) positive samples were detected with both approaches (Figure 2a). Nine (5%)
positive samples were only detected by PCR while 76 (47%) were only detected by
metagenomic method. Whereas the nine samples detected as positive by PCR were
mostly from cultivated plants (6/9) and infected by PePYVMLYV (8/9), the 76 samples
detected as positive only with the metagenomic approach were plants from a larger set

of genera (26 versus 5 genera) and positive to a larger set of viruses.
Detection of a wide diversity of geminivirus across the agro-ecological systems

The 1068 samples collected from Goué and Léguéma following a grid sampling
strategy were processed using the RCA-RA-SGS procedure. Similarity search analysis
results in 11% of the reads assigned to viruses. Among these, 65% were related to the
Geminiviridae family. Interestingly, other plant infecting viral families were detected
with Caulimoviridae (3%, 87 plants mostly from Sida acuta, Ageratum conyzoides and
Physalis ixocarpa with more than 1000 reads assigned) and Genomoviridae (1%, 4
plants from two undetermined plants, one Abelmoshus esculentus and one Sida
rhombifolia with more than 1000 reads assigned). Bacterial infecting viruses constituted
a large part of the viral reads with Myoviridae (14%), Siphoviridae (8%), Podoviridae
(2%) and Phycodnaviridae (1%). The remaining 6% of reads were shared with

Retroviridae (2%), Mimiviridae (1%) and other families with low percentages.
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Based on phylogenetic assignment and using a threshold of 200 reads of any of the
begomovirus DNA-A/A-like, DNA-B, satellites or mastrevirus as a lower limit for
detection, a total of 270 samples (25%) were detected as positive. A higher infection
rate was obtained from samples collected in Goué (27%, 136/495) than in Leguéma
(23%, 134/573). In both localities, begomoviruses (DNA-A/A-like), satellites and
mastreviruses were detected (see Supplementary figure 2 and 3). Interestingly, one
Melochia sample collected in Goué was also detected as positive for “unclassified

geminivirus” and Turncurtovirus.
Identification of a large range of plant families, host of geminivirus

From Goué, 45% (57/125) and 21% (76/370) of cultivated and uncultivated plants were
positive, respectively. The 57 positive cultivated plants belonged to two families
comprising three genera, while the 76 positive uncultivated plants belonged to at least
nine families comprising eleven genera (Table 1, Supplementary figure 2 and 4). From
Léguéma, geminivirus-related reads were obtained from 51% (39/76) and 19% (95/497)
of cultivated and uncultivated plants, respectively. Cultivated and uncultivated plants
belonged to at least two families comprising two genera and six families comprising
seven genera, respectively (Table 1, Supplementary figure 3 and 4). Notably,
Abelmoschus (90%) and Capsicum (66%) from Goué and Solanum (77%) from
Léguéma present with high infection rates. On both sampling grids, uncultivated plants

from the genera Ipomoea and Sida were highly infected (30 to 89%).

Interestingly, having sampled a large set of plants from the same location, we were able
to determine the effective host range of geminiviruses in natural conditions
(Supplementary figure 2 and 3). Globally, it was apparent that satellites are mostly
associated with the Sida, Abelmoschus and Ageratum genera. Few mastreviruses were
detected and the majority was isolated from plant of the Amaranthus genus. A strong
virus-host association was apparent from the association diagram, with most of the time,
the majority of the viruses from a taxonomical group detected within a single plant
genus. The specialization index was higher than expected by chance (p-value < 0.01).
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Table 1: Percentage of infected plants collected from Goué and Léguéma after

metagenomic virus detection

Icggﬁion Plant Plant family Plant genera Positive rates
Goué cultivated Malvaceae Abelmoschus 90% (27/30)
Hibiscus 6% (3/54)
Solanaceae Capsicum 66% (27/41)
uncultivated Amaranthaceae Amaranthus 20% (18/88)
Asteraceae Ageratum 33% (3/9)
Boraginaceae Heliotropium 10% (1/10)
Convolvulaceae Ipomea 89% (8/9)
Euphorbiaceae Euphorbia 22% (11/50)
Lamiaceae Leucas 40% (2/5)
Malvaceae Melochia 21% (3/14)
Sida 61% (23/38)
Nyctaginaceae Boerhavia 7% (5/70)
Rubiaceae Mitracarpus 0% (0/50)
Solanaceae Physalis 12% (2/17)
Undetermined Undeterminedl 0% (0/10)
Léguéma cultivated Malvaceae Abelmoschus 14% (4/29)
Solanaceae Capsicum 0% (0/2)
Solanum 78% (35/45)
uncultivated Amaranthaceae Amaranthus 13% (15/116)
Asteraceae Ageratum 39% (24/62)
Convolvulaceae Ipomea 30% (9/30)
Euphorbiaceae Euphorbia 7% (8/108)
Hydroleaceae Hydrolea 0% (0/4)
Lamiaceae Perilla 0% (0/3)
Malvaceae Abelmoschus 0% (0/1)
Melochia 20% (4/20)
Sida 40% (30/75)
Nyctaginaceae Boerhavia 10% (5/49)
Rubiaceae Mitracarpus 0% (0/5)
Solanaceae Physalis 0% (0/21)
Undetermined Undetermined2 0% (0/3)
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Viral clusters defined base on assignation profiles of samples

Assignation profiles (i.e. the putative geminivirus species composition) of each sample
were clustered to define viral groups. On this basis, 16 begomovirus DNA-A/DNA-A
like, six begomovirus DNA-B, six mastrevirus and 13 satellites clusters were defined.
Among these clusters, varying degree of assignation confidence can be defined. For
some clusters, the vast majority of the reads are assigned to a single species making
these clear “assignation”. Some other clusters present with assignation to multiple
species, indicating either a co-infection of distinct viruses or the infection with viruses
resembling to multiple known viruses (possibly due to recombination). Finally for some
clusters, the assignation to “unknown” or “unclassified” geminiviruses, indicates the

presence of a geminivirus without close relative in the database we used.

The 16 DNA-A/A-like component clusters were detected in 228 plants (Supplementary
table 1). Four of these clusters were clearly associated to viruses already described in
Burkina Faso with CLCuGeV (cluster A7) obtained from two cultivated plant genera
(Abelmoschus and Hibiscus) and five genera of wild plants (Amaranthus, Boerhavia,
Euphorbia, Melochia and Sida), PepYVMLYV (cluster A3 and A4) was obtained from
cultivated solanaceous (peppers and tomato) and six wild plant genera (Ageratum,
Amaranthus, Euphorbia, Ipomoea, Melochia and Physalis) while ToLCMLV (cluster
A13) was obtained from tomato and two uncultivated plant genera (Ageratum and
Amaranthus). Among the other clusters, six had relatively clear assignation profiles and
corresponds to new virus description in Burkina Faso, such as Hollyhock leaf crumple
virus (HoLCrV) on Amaranthus, Melochia and Sida (cluster A2), Tobacco leaf curl
Zimbabwe virus (TbLCZV) on Amaranthus, Ageratum, Boerhavia Euphorbia and
Melochia (cluster A5), Sweet potato leaf curl virus (SPLCV) mainly on Ipomoea
(cluster Al14) and Tomato leaf curl virus on Ageratum (cluster A15). Some other
clusters (n = 2) were defined by more complex profiles, possibly due to recombination.
These clusters were mainly associated to CLCuGeV, HoLCrV and OYCrV (clusters A8
and A10). Finally four clusters (Al, All, A12 and A16) have a large proportion of their
reads, if not the majority presenting no clear relatedness with any of the already
described begomovirus DNA-A/A-like components and most probably correspond to

infections by new begomoviruses species.
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The six clusters of begomovirus DNA-B were detected in 42 plants (Supplementary
table 1). Cluster B1 obtained from cultivated solanaceous (peppers and tomato) and five
wild plant genera (Ageratum, Amaranthus, Boerhavia, Euphorbia, and Physalis) was
clearly associated to PepYVMLV DNA-B recently characterized in Burkina Faso
(Ouattara et al., in preparation, see Chapter 1). Cluster B5 obtained from okra and
Amaranthus plants had relatively clear assignation profiles corresponding to a DNA-B
of cassava mosaic viruses. Three clusters (cluster B3 to B5) had the majority of the
reads unclassified and most probably correspond to infections by yet undescribed
geminivirus-associated DNA-B. These clusters were obtained from tomato, and
uncultivated plant (Ageratum, Boerhavia and Sida). The remaining cluster obtained on
Heliotropium (cluster B6) had few reads assigned to Kudzu mosaic virus and East

African cassava mosaic Kenya virus.

A total of 114 plants were found infected by 13 distinct satellites clusters
(Supplementary table 1). Satellites were frequently detected without any other
geminivirus (18%). Two of the 13 satellites clusters were associated to alphasatellites
already described in Burkina Faso with CLCuGeA and OLCuMLB (clusters S7 and S9)
obtained from cultivated plants (okra and Hibiscus) and from three genera of wild plants
(Amaranthus, Euphorbia, and Sida). Two other clusters were associated to
alphasatellites described in Cameroon. The first was associated with Okra yellow
crinkle Cameroon alphasatellite (OYCrCMA, cluster S3) and obtained from cultivated
plants (okra, pepper and Hibiscus sp.) and from four genera of wild plants (Amaranthus,
Boerhavia, Euphorbia and Sida). The second was associated with Ageratum leaf curl
Cameroon alphasatellite (cluster S2) and obtained from uncultivated plants belonging
to Ageratum and Amaranthus. Among the other clusters, two had complex assignation
profiles and may correspond to recombinant or co-infection. These clusters were mainly
associated with CLCuGeA and OYCrCMA (clusters S5 and S8). Two clusters
comprised assignation to satellites yet undescribed in West Africa with Siegesbeckia
yellow vein virus-associated DNA beta (cluster S4) on Capsicum and the New World
begomovirus associated satellite DNA (cluster S6) on okra and Sida. Finally, the
remaining clusters (S1, S10, S11 and S12) had reads unclassified and most probably

correspond to infections by new satellites or co-infection by new and known satellites.
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Among the 17 plants detected as infected by mastrevirus, six clusters were defined
(Supplementary table 1). Clusters M1, M2 and M6 were associated to Chickpea
chlorotic dwarf virus, Chickpea yellow dwarf virus and related viruses. These clusters
were described on okra, Amaranthus, Ipomoea and Melochia. Clusters M4 and M5 were
surprisingly associated to Maize streak virus on tomato and Sugarcane streak virus on
Euphorbia respectively. The remaining cluster (M3), described on okra and an
uncharacterized plant was associated with a yet uncharacterized mastrevirus with some

similarities to Wheat dwarf virus.
Characterization of known and unknown geminiviruses

In order to confirm the cluster viral composition and to later update the reference
databases used for the assignations, we used the classical RCA-RFLP protocol to obtain
clones of representative members of the distinct clusters. A total of eight DNA-A/A-like
sequences comprising seven isolates of already described begomovirus and a probably
new geminivirus were cloned (Supplementary figure 5a). The seven begomovirus
isolates comprised five isolates of CLCuGeV (okra, n = 2; Sida acuta, n = 3) and two
isolates of TOLCMLYV (tomato, n = 1; Sida acuta, n = 1). Except TOLCMLYV isolate
obtained from a Sida acuta sample for which a yet unclassified virus was expected, all
of these sequences confirmed the cluster composition inferred from the reads.
Importantly, a new geminivirus genus/species sequence was obtained from a Melochia
sp. sample. The genome of this new isolate was 2826 nucleotide long and possessed the
typical genomic organization of a begomovirus with six ORFs (Figure 3a).
Interestingly, whereas most of the genome shared high similarities to begomoviruses
(73% and 74% with PepYVMLYV and Tomato curly stunt virus, respectively; Figure
3b), the capsid ORF region displays its highest similarity with that of mastreviruses
(33% to 34% nucleotide identities). SDT classification available within the Geminivirus
Data Warehouse (Silva et al., 2017) confirm that this sequence represents a new

begomovirus species that we tentatively named Melochia associated virus.
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Figure 3: (a) Genome organization of MeAV comprising the six ORFs (V1, V2, C1, C2, C3, C4), the
long intergenic region (LIR) including the origin of replication, the short intergenic region (SIR) and the
common region (CR). (b) Colour-coded matrix of pairwise nucleotide identity inferred from alignments
of complete DNA-A-like sequences of MeAV and selected Old World monopartite begomoviruses

originating from Africa.

Nine complete sequences of satellites comprising seven alphasatellites (ranging from
1379 to 1468 nucleotides in length) and two betasatellites (1335 and 1343 nucleotides
length) were obtained (Supplementary figure 5 b, ¢ and d). Three of the seven
alphasatellite sequences (89-96% identities between them) characterized from okra (n =
2) and an uncultivated plant were isolates of OLCuA. Another sequence shared 77-78%
of nucleotide identities with OLCuA. The remaining sequences of alphasatellites (99-
100% identities between them) shared 58-60% identities with CLCGeA. These two
groups of sequences were all characterized from Sida acuta from which OLCuV and
CLCuGeV were detected, respectively. According to the established alphasatellites
species demarcation threshold of 83% (Mubin et al., 2009), these alphasatellites could
be classified as two distinct new species provisionally named Okra leaf curl
alphasatellite 2 (OLCuAZ2) and Cotton leaf curl Gezira alphasatellite 2 (CLCuGeA2),
respectively (Supplementary figure 5 b and c). Most of the characterized alphasatellites
were congruent with the cluster assignation analysis, previously obtained from the
reads. Both betasatellites sequences (97% identities between them) characterized from
okra, were isolates of CLCuGeB (97-98% of similarity) (Supplementary figure 5 d).
None were detected with the metagenomic approach.
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Four partial satellite sequences (ranging between 913 and 1079) were also obtained
from Sida acuta. One of them seems to be an isolate of OLCUA (87 % of similarity);
two of them would be isolates of CLCuGeA (96-97% nucleotides identities) and the
remaining one seems to be a new betasatellite related (75% nucleotide identity) to
Cotton leaf curl betasatellite 1 (CLCuGeB1) already characterized in Burkina Faso,
again from Sida acuta (Ouattara et al., in preparation, chapter 1). Except the putative
new betasatellite obtained from a Sida acuta sample for which CLCuGeV was detected,

all of these partial sequences confirmed the cluster assignation obtained from reads

Networks of host-virus association

Based on cluster memberships, viral networks were constructed for each sampling grid.
In these networks, each node represents a single geminivirus infected plant and each
link represents the connection between samples sharing a similar cluster of virus (Figure
4 a and b). Due to the cluster nature of the data (samples are already grouped together
depending on viral assignation), the global network appears as extremely modular.
Thus, rather than uncovering co-infections with similar components (e.g. DNA-A with
DNA-A), the examination of the network structure would help identifying possible hubs

of begomovirus global diversity and the type of plant associated with.

The network from Goué was the more complex between the two sampling grids. It
showed complex begomovirus-host, satellite-host and begomovirus DNA-B-host
associations (Figure 4a). Beside some isolated groups and singletons, a large network
interconnects most of the infected plants (124/136). Most of the clusters display low
plant genus diversity but are connected to several other distinct clusters. As an exemple,
cluster A7 (CLCuGeV, mostly on okra) is connected to seven other clusters (six
satellites cluster and one begomovirus DNA-B cluster). As a notable exception to the
other begomovirus DNA-B clusters, cluster B1 was connected to three distinct DNA-A,
three satellites and one mastrevirus clusters. This cluster, associated to the newly
described PepYVMLV DNA-B component was nevertheless mostly associated with
plant from the Capsicum genus. Interestingly, three of the four mastreviruses clusters,

detected in Goué, were found in co-infection with other geminiviruses in some plants.
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Globally, plants from the same genus tend to be more connected to each other than

expected by chance (Chi-square p-value < 2.2x10%).

- Solanum - Euphorbia - Heliotropium
- Ageratum I:l Boerhavia - Physalis
I:] Amaranthus |:| Abelmoschus - Capsicum
|:| Ipomea - Melochia - Leucas

. I:] Sida - Hibiscus - Undetermined

Figure 4: Network showing geminivirus community structure in Goué (a) and Léguéma (b) in Burkina
Faso. Numbered nodes represent virus clusters. Letters A, B, S and M indicate cluster number for
begomovirus DNA-A/A-like (red), begomovirus DNA-B (blue), satellites (green) and mastrevirus
(yellow) respectively. Smaller nodes represent host plants and are colored according to their genus. (c)
Interconnection between plants sharing similar geminiviruses. The size of dots is proportional to the
number of infected plants and the line width is proportional to the number of shared virus clusters and the

dots are colored according to their genus.

In Léguéma, a network presenting fewer connections was observed (Figure 4b). The
main network connects 105 of the 134 plants together. Individuals sharing similar

begomovirus constituted twelve isolated sub-clusters of small sizes. The most reticulate
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structure involved a begomovirus DNA-A/A-like cluster (A2, Hollyhock leaf crumple
virus mostly on Sida) that connects to seven distinct satellite clusters. Very few
begomovirus DNA-B connection were present and the B clusters were always only
associated to a single other virus. Mastrevirus clusters were isolated and never detected
in more than two plants. Again, clusters and connected clusters tends to be composed of

more similar plant genus than expect by chance (Chi-square p-value < 2.2x10™).

Taken together, the inspection of both networks showed that most of the begomovirus
DNA-A and satellite clusters were interconnected to each other forming large structure
associated with both cultivated and uncultivated plants. The analyses of the
interconnection between plant genus (Figure 4c) highlights the interconnection of some
of the cultivated and uncultivated plants with a strong structure between Capsicum,
Solanum and Ageratum on one side and Sida and Abelmoschus on the other side. These
two modules present very weak direct connections between each other but were strongly
inter-connected through other uncultivated plant genera such as Amaranthus and

Euphorbia.

Discussion

Need of combining both dependent and independent sequence approaches for virus

detection

In order to detect and identify the geminivirus populations associated with plant
samples collected in Burkina Faso without a priori on their nucleotide sequences, a
targeted metagenomic (RCA-RA-SGS) approach-based on the amplification of viral
nucleic acids was applied. This approach was compared to a procedure that includes
PCR detection using degenerated primers designed to amplify African begomoviruses
along with Sanger sequencing. Interestingly, our results showed that sequence
independent approach permitted the detection of larger diversity of geminivirus than
sequence dependent approach. This highlights the benefits of metagenomics approach
for the study of the diversity of plant viruses. Whereas 47% of the positive samples

were detected with the metagenomic approach, only 5% were detected by sequence
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dependent approach. These nine samples were mainly Solanum and infected by
PepYVMLYV. Similar results were obtained when RT-PCR were compared to VANA-
based metagenomic approach (Palanga et al.,, 2016). Hypothesis of too low
concentration of viral nucleic acid in samples was formulated (Palanga et al., 2016).
Whereas a less conservative criterion than the 200 reads threshold to consider a sample
as positive could be used, it would also increase the false positive rate. Importantly,
these results highlight that PCR detection remains a method of choice if one is

interested in a single or few well characterized viral species.
Dynamics of geminivirus at the scale of agro-ecological systems

Studies suggested that wild plants may harbor a wide diversity of viruses, some of
which are capable of moving into agricultural crops (Alexander et al., 2014). Our results
showed higher infection rates for cultivated plants (47%) than weeds (20%). Similar
results have been reported in France (27% and 15% of cultivated and uncultivated
plants, respectively) and South Africa (19% and 8% of cultivated and uncultivated
plants, respectively) in an earlier study (Bernardo et al., 2017). In Bernardo et al.
(2017), cultivated and uncultivated settings were spatially separated from each other.
The differences in infection rates appeared to be partly related to the decrease of plants
diversity in cultivated areas due to human activities. In fact, density variations induce
changes in the number of hosts available in a given space and at a given time and the
distance between potential hosts (Gilbert, 2002; Keesing et al., 2006, 2010). The
decrease of plants diversity in cultivated areas leads to the increase of the number of
cultivated plants (potential host) which may facilitates the feeding of insect vector and
then the transmission of viruses. In our sampling grids, where uncultivated and
cultivated plants are more spatially mixed (see Figure 1 and supplementary figure 4),
the higher infection for cultivated plants may also be explained by a higher plant

susceptibility due to a possible lesser adaptation to their infecting viruses.
Large diversity of geminiviruses in Burkina Faso

In Burkina Faso, previous studies have reported the presence of at least six geminivirus
including five begomovirus with CLCuGeV (Tiendrébéogo et al., 2010a), PepYVMLV
(Tiendrébeogo et al., 2011), ToLCBFV (Ouattara et al.,, 2017a), ToLCMLV and
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TYLCMLV (Sattar et al., 2015) and a mastrevirus with CpCDV (Ouattara et al.,
2017b). Here, metagenomic data suggested, based on read assignment, the presence of
more large diversity of these virus in this country with eleven identified begomovirus
species, a flurry of satellites and mastrevirus species. The actual number of species
would require further cloning, sequencing and sequence comparison to be properly
established. Nevertheless, as we were able to clone the detected DNA-A/A like
components from some clusters, we are confident in the estimation obtained from the
metagenomic study. In fact, based on the assignation profiles, we expect at least three
additional new geminivirus species to be uncovered from our samples. Conversely, the
estimation of the number of satellites circulating in Burkina Faso must be taken with
caution. The database used for sequences assignment seems far from exhaustive. Many
clusters present with assignation to more distant relative satellites and only cloning and
sequencing will help uncover the actual diversity of satellites. It must also be noticed
here that we were not able to detect any helper virus for some satellites. It is possible
that competition during the amplification steps cause the absence of detection. Smaller
circular matrices, such as satellites compared to DNA-A component, may be more
efficiently amplified by RCA and end up being largely preponderant in the

amplification product.

Interestingly, we were able to detect the PepYVMV DNA-B component, previously
described in Burkina Faso (Ouattara et al., in preparation, chapters 1 and 2), in 33
samples. It was detected in association with PepYVMV DNA-A for 30 samples, with
CLCuGV for one sample and without any DNA-A component for two samples. Again,
the absence of DNA-A detection for the remaining two samples could be associated to
template competition during the RCA and the RA amplification steps. A total of six
distinct mastrevirus groups were detected in the samples. The detection of sequences
related to CpCDV on Amaranthus, Abelmoschus and Euphorbia plants confirms its
presence in Burkina Faso, as described previously (Ouattara et al., 2017b). The other

viral detection should be confirmed with cloning of full genomes.
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Wide host range of geminivirus

Historically, plant virus epidemiology has mainly focused on virus spread within crop
fields and effects on crop yield (Alexander et al., 2014). For complete understanding of
the epidemiology and for developing appropriate control strategy, the identification of
alternative hosts is an aspect of the epidemiology that has been somewhat neglected in
the past (Leke et al., 2015). Here, we have identified eleven genera of uncultivated
plants as host of geminiviruses. More importantly, ten of these plants genus were
potential alternative hosts to crops infecting geminiviruses. The genera Sida and
Ageratum were particularly connected to cultivated crops with specificity to viruses also
infecting Capsicum and Solanum for Ageratum and Abelmoschus for Sida. Interestingly,
these plant modules were connected by Euphorbia and Amaranthus. Whether these later
genera could act as hubs for virus exchange between Abelmoschus on one side and
Capsicum and Solanum on the other side has to be investigated. Future analysis of gene
flow through recombination along this network should help to answer this essential

question.
Concluding remarks

Our findings highlight the benefits of the metagenomic approach to study diversity of
plant viruses. They also highlight the extent and abundance of plant-infecting
geminiviruses at the scale of agro-ecosystems. In our study and previous work, crops
were more infected than wild plants. Inversely, a largest diversity of geminivirus was
found in wild plants than crops. Eleven genera of uncultivated plants were identified as
host of geminiviruses. More importantly, ten of these plant genera were potential
alternative hosts to crops infecting geminiviruses. The analysis of the virus sharing map
allowed establishing viral sharing networks between host plants. Besides confirming the
high prevalence of geminivirus as the whole agro-system scale, our targeted
metagenomic-based approach has provided a first complete description of the
geminiviral community structure. A more refined characterization of the virus groups of
this community would help understand the functioning of natural viral community and

how the whole community participates to the emergence of new viral variants.
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Supplementary figure 2: Bipartite graph showing the diversity of geminivirus from Goué and the
corresponding plant genera from which viral hits were obtained. Plant genera are represented on the left
side of the diagram while viruses are represented on the right side of the diagram. Colored lines connect
plant with the viruses detected with blue for begomovirus DNA-A/A-like and DNA-B, green for
satellites, orange for mastrevirus and red for other geminiviruses. Side bar height and line width are

proportional to the number of plant infected.
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Supplementary figure 3: Bipartite graph showing the diversity of geminivirus from Léguéma and the
corresponding plant genera from which viral hits were obtained. Plant genera are represented on the left
side of the diagram while viruses are represented on the right side of the diagram. Colored lines connect
plant with the viruses detected with blue for begomovirus DNA-A/A-like and DNA-B, green for satellites
and orange for mastrevirus. Side bar height and line width are proportional to the number of plant
infected.
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Supplementary figure 4 (continued below)
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Abelmoschus n=30 (27)

Capsicum n=41 (27)

Ipomea n=9 (8)

Physalis n=17 (2)

Ageratum n=9 (3)
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Supplementary figure 4: Geographical distribution of distinct genera of plants collected from Goué and
Léguéma sampling grids. Dots are colored according to plant genus. The black dots sizes indicate the
proportion of positive plants according to each genus.
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Supplementary figure 5: Maximum-likelihood phylogenetic tree inferred from alignments of (a)
begomovirus DNA-A/DNA-A like sequences, (b) alphasatellites and (c) betasatellites associated with

begomovirus groups. The sequences obtained in this study are shown in bold.

Supplementary table 1: Table presenting main virus(es) associated with each
assignation profiles-based cluster obtained from samples collected from Goué and

Léguéma using grid sampling strategy.

Cllljlsjt er Type Main Virus(es) p:\;?] t
Al Begomovirus DNA-A/A-like Unclassified begomovirus 17
A2 Begomovirus DNA-A/A-like Hollyhock leaf crumple virus 32
A3 Begomovirus DNA-A/A-like Pepper yellow vein Mali virus 32
A4 Begomovirus DNA-A/A-like Pepper yellow vein Mali virus / Tomato leaf curl mali virus 15
A5 Begomovirus DNA-A/A-like Tobacco leaf curl Zimbabwe virus 15
A6 Begomovirus DNA-A/A-like Malvastrum yellow vein virus 2
A7 Begomovirus DNA-A/A-like Cotton leaf curl Gezira virus 34
A8 Begomovirus DNA-A/A-like Cotton leaf curl Gezira virus / Hollyhock leaf crumple virus 9
A9 Begomovirus DNA-A/A-like Sweet potato leaf curl Henan virus 2
Al10 Begomovirus DNA-A/A-like Cotton leaf curl Gezira virus / Okra yellow crinkle virus 7
All Begomovirus DNA-A/A-like West African Asystasia virus 1 / Unclassified begomovirus 7
Al12 Begomovirus DNA-A/A-like Unclassified begomovirus / Hollyhock leaf crumple virus 8
Al13 Begomovirus DNA-A/A-like Tomato leaf curl mali virus 30
Al4 Begomovirus DNA-A/A-like Sweet potato leaf curl virus 8
Al5 Begomovirus DNA-A/A-like Tomato leaf curl virus 4
Al6 Begomovirus DNA-A/A-like Unclassified begomovirus 6
B1 Begomovirus DNA-B Pepper yellow vein Mali virus 33
B2 Begomovirus DNA-B Unclassified begomovirus 1
B3 Begomovirus DNA-B Unclassified begomovirus / East African cassava mosaic virus 3
B4 Begomovirus DNA-B Unclassified begomovirus / Abutilon mosaic Brazil virus 2
B5 Begomovirus DNA-B East African cassava mosaic Kenya virus 2
B6 Begomovirus DNA-B Kudzu mosaic virus 1
S1 sSDNA Satellites Unclassified ssSDNA satellite 21
S2 ssDNA Satellites Ageratum leaf curl Cameroon alphasatellite 4
S3 sSDNA Satellites Okra yellow crinkle Cameroon alphasatellite 15
sS4 ssDNA Satellites Siegesbeckia yellow vein virus-associated DNA beta 1
S5 ssDNA Satellites Cotton leaf curl Gezira alphasatellite / Unclassified ssSDNA satellite 7
S6 SsSDNA Satellites New World begomovirus associated satellite DNA 3
S7 sSDNA Satellites Cotton leaf curl Gezira alphasatellite 16
S8 SsSDNA Satellites Cotton leaf curl Gezira alphasatellite / Okra yellow crinkle Cameroon alphasatellite 9
S9 SsSDNA Satellites Okra leaf curl Mali virus satellite DNA beta 7
S10 sSDNA Satellites Unclassified ssDNA satellite 6
S11 sSDNA Satellites Unclassified ssDNA satellite 8
S12 sSDNA Satellites Unclassified ssDNA satellite 9
S13 ssDNA Satellites Ageratum leaf curl Cameroon betasatellite 8
M1 Mastrevirus Chickpea chlorotic dwarf virus 9
M2 Mastrevirus Unclassfied mastrevirus / Chickpea chlorotic dwarf virus 3
M3 Mastrevirus Unclassfied mastrevirus 2
M4 Mastrevirus Maize streak virus 1
M5 Mastrevirus Sugarcane streak virus 1
M6 Mastrevirus Chickpea yellow dwarf virus 1
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Discussion générale

Depuis plusieurs décennies, les maladies virales émergentes sur les cultures causent des
dégats considérables et constituent une menace importante pour la sécurité alimentaire
notamment dans les régions ou les populations dépendant étroitement de la production
agricole pour leur subsistance (Anderson et al., 2004; Jones, 2009). Parmi les facteurs
impliqués dans ces phénomeénes d’émergence, le développement des activités humaines
semble avoir profondément perturbé les équilibres écologiques et favorisé 1’apparition
de nouvelles interactions entre plantes, virus et insectes vecteurs (Buddenhagen, 1977;
Thresh, 1980; Fargette et al., 2006; Jones, 2009). D’une part, les virus introduits par
I’intermédiaire des plantes cultivées peuvent infecter les plantes indigenes sauvages et
menacer la biodiversité. A ’inverse, des virus indigénes peuvent devenir émergents sur
des plantes cultivees introduites. Enfin, ces deux scénarios peuvent étre facilités par la
dissémination d’espéces vectrices comme les insectes polyphages, et par la

multiplication des zones de contact et d’interface entre les milieux naturels et cultivés

(Webster et al., 2007; Jones, 2009; Alexander et al., 2014).

En raison de leur impact majeur sur le rendement de nombreuses cultures, 1’intérét pour
les virus a ADN de la famille des Geminiviridae n’a cessé d’augmenter. A ce titre, la
communauté des virologues s'est rapidement concentrée sur la caractérisation de la
diversité de ces virus afin de comprendre leurs origines et les mécanismes associés a
leurs émergences. Toutefois, si de par le monde les travaux récents d’épidémiologie
moléculaire ont ainsi permis de décrire une multitude de nouvelles especes de
bégomovirus sur les cultures fortement impactées par les maladies émergentes (voir
entre autres pour revues Shepherd et al., 2010; Sattar et al., 2013; Leke et al., 2015;
Sudarshana et al., 2015), le manque de travaux portant sur les virus associés aux plantes
non-cultives et aux écosytémes sauvages en genéral biaise profondément la vision de la
diversité connue en géminivirus. En effet, les données récentes de la métagénomique
suggerent que la grande majorité des virus caractérisés sur les cultures ne représentent
qu’une faible fraction des virus infectant les plantes en général (Malmstrom et al., 2011;
Alexander et al., 2014). Ce biais dans la connaissance globale de la diversité des

phytovirus présent dans les écosystémes est particulierement accru en Afrique de

163



DISCUSSION

I’Ouest et Centrale, ou la trés grande majorité des especes virales identifiées ont été
caractérisées a partir d’un nombre restreint de plantes cultivées, comme le gombo, le

haricot, le manioc, la patate douce et la tomate (pour revue Leke et al., 2015).

Dans le cadre de ces travaux de these, nous avons contribué a la sécurité des
productions maraicheres en Afrique de I’Ouest, notamment au Burkina Faso et en Cote
d’Ivoire, en générant des informations scientifiques sur les aspects épidémiologiques
majeurs des maladies a géminivirus. Dans un premier temps, nous avons étudié la
diversité génétique des géminivirus associés aux maladies sur les cultures maraichéres
au Burkina Faso et en Céte d’Ivoire et évalué en plein champ les principaux parametres
épidémiologiques associés dont notamment la prévalence des géminivirus sur les
cultures de tomate et leur gamme de plantes hotes. Dans un second temps, nous avons
évalué quelques principaux parametres épidémiologiques (virulence, abondance virale,
taux de transmission) du bégomovirus le plus sévere et prévalent sur les cultures de
tomate au Burkina Faso, a savoir le PepYVMLYV en association avec un composant
ADN-B que nous avons nouvellement décrit. Enfin, nous avons étudie la diversité et la
structure des populations de géminivirus a 1’échelle des systémes agroécologiques sur

les plantes cultivées et non cultivées par une approche de métagénomique ciblée.

Diversité de géminivirus en Afrique de I’Ouest : importance des

réseaux d'épidémiosurveillance

L'utilisation conjointe d'une approche de biologie moléculaire classique pour le clonage
de génomes de géminivirus (Inoue-Nagata et al., 2004; Chapitre 1) et d'une approche de
métagénomique spécifique aux molécules d'ADN circulaire de petite taille (Chapitre 3)
a permis a la fois la détection d'espéces de geminivirus deja décrites au Burkina Faso ou
en Afrique mais aussi de plusieurs autres especes de géminivirus qui était encore
inconnues. S’il faudra confirmer certaines de ces découvertes par le clonage et le
séquencage de génomes complets, ces résultats confirment 1’existence d’une grande

diversité de géminivirus sur plantes cultivées et non cultivées.
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Les séquences virales obtenues a partir des prospections réalisées de 2013 a 2016 au
Burkina Faso et en Cote d’Ivoire ont permis la description sur plantes maraichéres
(tomate, poivron, piment, et gombo) de cing espéces de bégomovirus préalablement
décrites en Afrique de 1’Ouest (CLCuGeV, ToLCMLV, ToLCGHV, OYCrV,
PepYVMLYV ; Chapitres 1 et 3; Articles 1, 4 et 5), de deux nouvelles espéces de
géminivirus dont un bégomovirus (TOLCBF ; Chapitre 1 ; Article 2) et un mastrévirus
(CpCDV ; Chapitre 1 ; Article 3) et sur plantes non cultivées d’une nouvelle souche
de CLCuGeV (Chapitre 1, Article 1) et d’une nouvelle espéce de bégomovirus

MeAV (Chapitre 3, Article 7) infectant respectivement Sida acuta et Melochia sp.

Les premieres descriptions du CLCuGeV et de I’OYCrV associées a la maladie de
I’OLCD sur gombo (Chapitre 1, Article 5), et du PepYVMLYV associé a la maladie du
PYVD sur piment en Cote d’Ivoire (Chapitre 1, Article 4) et du TOLCGHYV associée a
la maladie du ToLCD-TYLCD sur tomate au Burkina Faso (Chapitre 1, Article 1),
confirment les suspicions d’implication de bégomovirus dans ces maladies des cultures
maraicheres en Afrique de 1’Ouest et démontrent la large répartition géographique et le
caractére invasif de certains de ces bégomovirus. De plus, la premiére description d’un
mastrévirus inféodé aux dicotylédones sur tomate en Afrique, le CpCDV, représente
une nouveauté de grande importance pour la gestion de cette culture en Afrique de
I’Ouest et plus largement dans I’Ancien Monde. En effet, ce groupe de mastrévirus
inféodés aux dicotylédones a été essentiellement caractérisé sur légumineuses au
Moyen-Orient et dans le Sud du continent Indien, et n’aurait été détecté jusqu’a lors
qu’une seule fois sur tomate au Pakistan en 2012 (Données non publiées). Par ailleurs,
en plus de sa détection sur tomate, le clonage d’un génome complet a partir d’un
échantillon symptomatique de papayer du Burkina Faso ouvre de nombreuses questions

sur sa gamme d’hote réelle et sa répartition géographique dans 1’ Ancien Monde.

Ces données soulignent I’importance de la surveillance épidémiologique, des
descriptions sentinelles et de la caractérisation moléculaire des populations virales
présentes sur les plantes cultivées a 1’échelle d’un réseau régional. Autours du réseau de
protection des végétaux en Afrique sub-saharienne (ProVeg) et du laboratoire mixte
interdisciplinaire PathoBios, une initiative pourrait inclure tous les pays d’Afrique de

I’Ouest et Central, notamment ceux pour lesquels il existe peu ou pas d’information sur
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la présence d’especes ou souches virales impliqués dans certaines formes séveres de
maladies. A titre d’exemple, ce type d'initiative permet aujourd’hui de retracer
précisement I'historique d'invasion, encore en cours, de la souche Uganda de 1’East
African cassava mosaic virus (EACMV-UG), impliquée dans la forme sévére de la
maladie de la mosaique du manioc (Legg et al., 2014). En effet, cette souche a été
détectée récemment dans de nombreux pays d’Afrique de I’Ouest et Centrale dont le
Burkina Faso (Tiendrébéogo et al., 2009), le Cameroun (Akinbade et al., 2010), la
Centrafrique et le Tchad (Zinga et al., 2012), et la Guinée Equatoriale (Valam-Zango et
al., 2015). En conjonction de descriptions plus anciennes en Républiqgue Démocratique
du Congo (Neuenschwander et al.,, 2002)et au Gabon (Legg et al., 2004), ces
descriptions sentinelles démontrent une propagation rapide d’Est en Ouest de
I’EACMV-UG en Afrique qui font craindre une aggravation de la situation sanitaire du
manioc en Afrique de I’Ouest et Centrale avec des répercussions sur la situation
alimentaire des populations locales. Au-dela de permettre la mise en place d’un plan de
lutte et la diffusion de matériel résistant adapté, ces initiatives permettent d'analyser de
maniére rétrospective les facteurs associés a une émergence panafricaine et ainsi de

mieux prendre en compte les menaces futures du méme type.

Bégomovirus et multipartisme, une nouvelle menace pour la

production des solanées

Que ce soit par des méthodes classiques de biologie moléculaire ou par métagénomique,
le PepYVMLV a été retrouvé majoritairement en association avec un composant
d’ADN-B jusqu'alors inconnu (Chapitres 1 et 3). Afin de comprendre I’implication de ce
composant dans 1’étiologie du ToLCD-TYLCD au Burkina Faso, une étude des
principaux parametres épidémiologiques (virulence, accumulation virale et le taux de
transmission par I’insecte vecteur) a été conduite en conditions controlées. Nos résultats
démontrent que méme si I'ADN-B n'est pas nécessaire pour le mouvement systémique
du PepYVMLYV et le développement des symptdémes (association non-stricte), leur
association induit une plus forte virulence, une charge virale supérieure de 'ADN-A

ainsi qu’une meilleure efficacité de transmission par l'aleurode B. tabaci. Ainsi, le
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recrutement d'une molécule d’ADN-B par le bégomovirus monopartite PepYVMLV
représente vraisemblablement un des éléments clés de son émergence en tant que
maladie virale la plus prévalente et severe sur les cultures de tomate au Burkina Faso
(Chapitre 2). Bien que les deux composants de la majorité des bégomovirus bipartites
décrits comme associés a la maladie du ToLCV-TYLCD de par le monde présentent
une relation obligatoire comme c’est le cas notamment de tous les bégomovirus
bipartites du Nouveau Monde (Padidam et al., 1995), d’autres cas d’associations non-
strictes ont été décrites dans la littérature dans I’Ancien Monde comme celles du
Tomato yellow leaf curl Thailand virus (TYLCTHV ; Rochester et al., 1994) et du
Tomato leaf curl Gujarat virus (TOLCGV; Chakraborty et al., 2003), suggéerant que ces
virus représentent des intermédiaires évolutifs entre les bégomovirus monopartites et

bipartites strictes.

Face a I’expression, en conditions contrélées, de symptomes supérieurs a ceux du
TYLCV-IL (Péréfarres et al., 2014), avec notamment des arréts de croissance pouvant
aboutir a la mort de la plante, on peut considérer que le PepYVMLYV en association avec
le composant d’ADN-B représente une menace importante pour la culture de la tomate
non seulement pour le Burkina Faso, mais également pour I’ Afrique et plus largement le
monde. Outre les effets de ces associations dans les traits viraux comme la virulence,
I’abondance virale ou la capacité de transmission, elles pourraient également jouer un
role clef dans 1’élargissement de la gamme d’hotes des bégomovirus et in fine dans leur
capacité d’émergence sur de nouveaux hotes. En effet, dans d’autres cas d'associations
de certains bégomovirus monopartites de I'’Ancien Monde avec des ADN satellites
(Briddon & Stanley, 2006), leurs roles dans I’expression de symptomes plus sévéres de
la maladie (Saunders et al., 2000; Briddon et al., 2001) mais aussi dans 1’¢largissement
de la gamme d’héte (cas du Sri Lankan cassava mosaic virus (Saunders et al., 2002),

ont été montrés.
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Importance de la recombinaison dans I’évolution des bégomovirus

(recombinaison inter-genres MeAV)

La capacit¢ d’un virus a s’adapter a un hote est conditionnée par sa variabilité
génétique, qui est liée a la fois a son taux de mutation et de recombinaison. L’obtention
d’un nombre croissant de séquences génomiques complétes et le développement des
méthodes de détection de la recombinaison ont permis de montrer que ce processus
jouait un réle essentiel dans la genése de la diversité de nombreux virus en général et
des géminivirus en particulier (Padidam et al., 1999). La caractérisation de la diversité
des populations géminivirales a 1’échelle des agro-systémes, nous a amené a décrire une
nouvelle espece de bégomovirus présentant une structure génomique classique au
bégomovirus monopartite et nommée provisoirement Melonchia associated virus
(MeAV) (Chapitre 3). Les premieres analyses du génomes permettent de suspecter tres
fortement que ce virus est issue d’une recombinaison inter-genre entre un bégomovirus
apparenté aux PepYVMLV et au Tomato curly stunt virus et un mastrévirus ne
présentant une parenté que trés lointaine avec le Sweetpotato symptomless mastrevirus
1, nouvellement caractérisé en Chine sur patate douce (Cao et al., 2017). Un nombre
réduit de cas de recombinaison inter-genres entre géminivirus ont été décrites dans la
littérature. Cette rareté semble s’expliquer a la fois par les contraintes liées au partage
d'une gamme d’hote commune, a la coinfection de la méme cellule hote par au moins
deux espéces virales (Morilla et al., 2004) et aux maintiens des interactions épistatiques
encodés par le génome dans le cas de recombinaison entre parents tres distants (Martin
et al., 2005, 2011).

Association entre les géminivirus et leurs plantes hoétes, des relations

complexes au sein des agro-ecosystemes

Le caractere non pérenne de la plupart des plantes cultivées concernées par les maladies
virales suggere I’existence d’hotes alternatifs ou réservoirs permettant aux populations
virales de se maintenir hors des périodes de culture et de ré-emerger en fonction de la

disponibilité de leur héte(s) cultivé(s) (Funayama-Noguchi, 2001). Les plantes
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adventices présentes aux abords des cultures ont trés vite été suspectées dans ce réle de
plantes réservoirs, et certaines sont considérées comme des « générateurs » de variants
recombinants en raison des infections multiples qui les caractérisent (Ooi et al., 1997;
Jovel et al., 2004; Garcia-Andrés et al., 2006). Cependant, les connaissances de la
diversité des populations virales naturelles, de leurs répartitions géographiques, de leurs
liens phylogénétiques avec les populations virales décrites sur les plantes cultivées et de
leurs pathogeénicités restent insuffisantes. Ainsi, on constate un manque de
connaissances fondamentales sur la dynamique des communautés virales a I’échelle des
écosystemes, 1’écologie évolutive des virus en général et leur capacité a changer d’hote
en particulier (Alexander et al., 2014 ; Roossinck et al., 2015). Dans cette these, la
combinaison des approches RCA-RFLP et des techniques de séquencgage a haut débit
nous a apporté des informations précieuses sur la prévalence des géminivirus et sur

leurs gammes de plantes hotes.

Dans un premier temps, nous avons montré a 1’échelle des agroécosystemes que la
prévalence des géminivirus sur plante cultivée est généralement plus élevée que sur
plante non-cultivée (Chapitre 3). Ces données confirment les résultats obtenus par des
études récentes ayant portées sur la diversité et la prévalence des populations virales
présentes dans deux agroécosystemes méditerranéens (Bernardo et al., 2017). Plusieurs
éléments pourraient expliquer cette différence de prévalence virale entre les plantes
cultivées et non cultivées. Ainsi, les prévalences virales élevées dans les milieux
cultivés pourraient s’expliquer en premier lieu par la sensibilité des plantes cultivées
aux infections virales et la présence d’une diversité de plante réduite. En effet, selon la
théorie de I’allocation des ressources (Herms & Mattson, 1992), une plante qui investit
ses ressources dans la croissance diminuerait son investissement dans la résistance aux
agents pathogeénes. De plus, lorsqu’une variété¢ est réputée pour ses rendements
exceptionnels, elle est genéralement choisie par la majorité des producteurs et se
retrouve ainsi cultivée sur de grandes superficies. Cette augmentation du nombre de
plantes cultivées (hotes potentiels) aura tendance a favoriser le développement et la
pullulation de certains insectes vecteurs, la transmission virale et ainsi augmenter les
risques épidémiques (Roossinck & Garcia-Arenal, 2015). A [D’inverse, les faibles

prévalences des populations virales dans les milieux naturels serait en partie liées a la
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diversité des plantes non cultivées et au phénomeéne de dilution de I’hote (Ostfeld &

Keesing, 2012).

Nos travaux ont permis d’identifier plus d’une dizaine de genres de plantes non
cultivées comme hotes potentiels des géminivirus (Chapitres 1 et 3). La plupart de ces
plantes représentent potentiellement des hétes alternatifs ou réservoirs des géminivirus
infectant les cultures. Néanmoins, méme si ces données nécessitent d’étre vérifiées par
la caractérisation moléculaire de génomes complets des espéces virales détectées, elles
confirment d’ores et déja I’implication des plantes non cultivées dans le maintien des
populations de géminivirus durant les périodes d’inter-cultures. De plus, certaines des
plantes non-cultivées que nous avons caractérisées présentent de remarquables capacités
de résistance a la sécheresse, permettant aux populations virales de se maintenir pendant
les longues périodes de sécheresse caractéristiques du climat sahélien. C’est notamment
le cas du Sida acuta (Malvaceae), qui du fait de sa large distribution dans les trois zones
agroclimatiques du Burkina Faso, de son caractere de plante pérenne et son
omniprésence dans les cultures comme une des principales plante adventice, semble
jouer un role fondamental dans le maintien de certaines populations virales dans les
agro-écosystemes. Premierement, nous avons pu confirmer que S. acuta héberge le
CLCuGeV (Chapitre 1, article 1), un bégomovirus monopartite inféodé aux malvacées.
Ce bégomovirus est actuellement le principal agent causal de la maladie émergente de
I’enroulement foliaire du gombo, qui représente la principale contrainte de cette culture
dans tous les pays sahéliens producteurs (Tiendrébéogo et al., 2010). Deuxiémement,
nous avons pu montrer que parmi les cing géminivirus associés a la maladie du ToLCD-
TYLCD au Burkina Faso (Chapitres 1 et 3), seul le PepYVMLYV est hébergé par S.
acuta. Outre ses traits biologiques remarquables en association avec le composant
d’ADN-B avec une augmentation notable de sa capacité d’accumulation virale, de sa
virulence et de son taux de transmission (Chapitre 2), le PepYVMLYV semble également
bénéficier d’un autre avantage adaptatif supplémentaire avec 1’utilisation du S. acuta
comme plante hote réservoir ou alternative, particulierement bien adaptée aux périodes

d’intercultures.
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Existence de geminivirus ubiquistes : généraliste versus spécialiste ?

Nous avons montré a 1’échelle des agro-écosystémes (Chapitres 1 et 3) que des lignés
virales apparentées a des bégomovirus connus ou non encore caractérisées infectaient
des plantes appartenant a différentes familles notamment celle des Amaranthaceae,
Asteraceae, Convolvulaceae, Euphorbiaceae, Malvaceae, Nyctaginaceae et Solanaceae.
Le potentiel adaptatif visiblement impressionnant de ces lignées de bégomovirus
suggére qu’elles pourraient représenter des populations virales généralistes telles que
I’emblématique TYLCYV, responsable de la forme la plus sévére de la maladie du
TYLCD sur tomate au niveau mondial, dont les données actuelles suggérent que sa
gamme d’hote couvre cinq familles différentes de végétaux : Compositae, Leguminosae,
Malvaceae, Plantaginaceae et Solanaceae (loannou et al., 1987). On peut également
citer en exemple le CpCDV, auparavant décrit sur des légumineuses en Moyen-Orient et
en Inde (Kraberger et al., 2015), et pour lequel nous avons élargi sa gamme d’hote a
deux autres familles botaniques les Solanaceae et Caricacea. Ce mastrévirus pourrait
également étre considéré comme un généraliste telle que la souche A sévére et invasive
du Maize streak virus (MSV-A) qui présente une gamme d’héte plus large que les
autres souches de ce mastrévirus (Varsani et al., 2008; Shepherd et al., 2010). Le
potentiel d’émergence des virus de type généraliste pourrait s’avérer particulierement
important et nécessitera des expérimentations en laboratoire pour étudier leur gamme

d’hote apres inoculation a 1’aide de clones agro-infectieux ou de leurs insectes vecteurs.

Par ailleurs, de nombreux cas de coinfection vraisemblablement 1i¢ a 'ubiquité des
géminivirus dits généralistes ont été observés. En effet, le partage d’une partie de leur
gamme d’hote favorise les phénoménes non seulement de recombinaison, qui pourraient
aboutir a I’émergence de nouvelles souches ou especes virales, mais aussi de synergie
pouvant étre a I’origine d’épidémies plus séveres, comme observé en Afrique de 1’Est

avec la forme sévére de la maladie de la mosaique du manioc (Legg & Fauquet, 2004).

En parfait contraste avec ces groupes viraux qualifiés de géneralistes, plusieurs des
groupes de géminivirus de type spécialiste ont été détectés, sur des plantes appartenant
au genre Amaranthus, Ipomoea et Sida. En particulier, un virus proche des ToLCVs sur

Amaranthus, le Sweet potato leaf curl virus sur Ipomoea et le HOLCrV sur Sida montre
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des gammes de plantes hotes tres restreintes alors méme que leurs prévalences restent

relativement élevées sur les hotes cités.

Vers une description complete du fonctionnement des communautés de

géminivirus ?

Les travaux entrepris durant cette thése confirment I’existence d’une importante
diversité de géminivirus en Afrique de I’Ouest et Centrale, a la fois sur plantes cultivées
et sauvages (Leke et al., 2015). Au-dela, ils permettent de cartographier la structure de
I'agencement des populations virales & I'échelle de deux agro-écosytemes aux
caractéristiques climatiques contrastées du Burkina Faso. La multitude d'espéces de
geminivirus décrites, le large panel de plantes hétes associées, les gammes d'hétes
individuelles variées et la présence fréquente de co-infection, décrivent une
communauté complexe de géminivirus (i.e. un assemblage de populations d'espéces
distinctes). Si celle-ci se caractérise par la présence de virus avec des degrés divers de
spécialisation, l'analyse des réseaux de co-occurence de virus suivant le type d'hote
permet aussi de faire émerger deux modules principaux et distincts de plantes, avec d'un
coté les plantes des genres Ageratum, Capsicum et Solanum et de l'autre les plantes des
genres Abelmoschus et Sida. La présence de deux modules comportant a la fois des
plantes cultivées et non-cultivées souligne une nouvelle fois, I'importance des plantes

dites « alternatives » ou « réservoirs » dans I'épidémiologie des maladies des cultures.

De maniére intéressante, si ces deux modules principaux ne présentent pas ou peu de
connexion directe (i.e. ils ne partagent que peu de similitude dans les cortéges de virus
les infectant), d'autres genres de plantes, avec en particulier les genres Amaranthus et
Euphorbia, forment une jonction entre ces modules et partagent en partie les groupes
viraux propres a chacun de ceux-ci. L'existence de tels hubs ou carrefours de diversité
au sein de la communauté pourrait permettre a des virus circulants au sein de chacun
des modules, d'avoir des effets sur la structure globale de la communauté. Ainsi, la mise
en relation de I'historique des échanges de matériel génétique par recombinaison entre

virus et de la structure de ces réseaux pourrait nous informer sur le réle potentiel de ces
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modules et hubs dans I'évolution des individus et de la structure globale de la
communauté. L'inter-connexion des gammes d'hotes de chacun des virus détectés
indique aussi que c'est bien la communauté virale compléte (concept de virome) voir la
communauté microbienne dans son ensemble (concept de pathobiome; Vayssier-
Taussat et al., 2014), qu'il faut considérer si I'on souhaite comprendre I'émergence de
maladies et en particulier si I'on souhaite déterminer si il existe des compositions ou des
structures de communautés plus propices a ces émergences. C'est aussi en tentant de
comprendre comment de telles communautés évoluent et répondent aux changements,
comme ceux imposés par l'agriculture moderne, que nous pourrons mesurer I'impact des

pratiques humaines sur I'apparition de maladie virale.

Bien sr, méme pour des réseaux d'interactions relativement réduit, comme ceux décrits
ici, le nombre de facteurs pouvant intervenir (tels que la diversité des vecteurs et leurs
préférences alimentaires, la densité et la répartition des plantes, les interactions virus-
virus ou plante virus...), associ¢ a la difficulté a les mesurer précisément rendent encore
difficile la prédiction qualitative ou quantitative des évolutions a venir de ces
communautés (Geoghegan & Holmes, 2017). C’est toutefois en poursuivant l'inventaire
systématique des populations virales associées a des écosystémes que nous pourrons
émettre des hypotheses sur I'évolution des communautés virales et I'émergence de

maladies, et les évaluer dans le cadre d’études comparatives.
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ANNEXES

Supp. table 1: Summary of the 2063 collected samples from 2013 to 2016 in Burkina

Faso
[%2]

5 g > 8 %

= S 2 g 8 3 g = 53

g g g 2 £ £ 8 & 3

= E 8 = 2 £ g % EE

5 2 - 2= T E”

< =z

2013 Sahel Kongoussi 13,309 -1,519 Yes Malvaceae Abelmoschus esculentus 2
2013 Sahel Kongoussi 13,309 -1,519 Yes Malvaceae Hibiscus sabdariffa 1
2013 Sahel Kongoussi 13,309 -1,519 Yes Solanaceae Capsicum frutescens 1
2013 Sahel Kongoussi 13,309 -1,519 Yes Solanaceae Solanum lycopersicum 4
2013 Sahel Kongoussi 13,309 -1,519 No ubD ub 1
2013 Sahel Yako 12,948 -2,253 Yes Solanaceae Solanum lycopersicum 1
2013 Soudan Sakabi 11,224 -4,278 No Amaranthaceae Amaranthus hybridus 1
2013 Soudan Sakabi 11,224 -4,278 No Asteraceae Ageratum sp 1
2013 Soudan Sakabi 11,224 -4,278 Yes Solanaceae Capsicum annuum 3
2013 Soudan Sakabi 11,224 -4,278 Yes Solanaceae Capsicum frutescens 1
2013 Soudan Sakabi 11,224 -4,278 Yes Solanaceae Solanum lycopersicum 8
2013 Soudan_sahel Boulmiougou 12,330 -1,587 Yes  Brassicaceae Brassica rapa 1
2013  Soudan_sahel Boulmiougou 12,330 -1,587 Yes Solanaceae Capsicum frutescens 6
2013  Soudan_sahel Boulmiougou 12,330 -1,587 Yes Solanaceae Solanum lycopersicum 10
2013  Soudan_sahel Kamboinse 12,492 -1,432 No Convolvulaceae Ipomoea dichroa 1
2013 Soudan_sahel Kamboinse 12,492 -1,432 Yes Malvaceae Abelmoschus esculentus 5
2013  Soudan_sahel Kamboinse 12,492 -1,432 No Malvaceae Corchorus sp 2
2013 Soudan_sahel Kamboinse 12,492 -1,432 Yes Solanaceae Solanum lycopersicum 3
2013 Soudan_sahel Kamboinse 12,492 -1,432 No ub ub 3
2013  Soudan_sahel Loumbila 12,485 -1,417 No Amaranthaceae Amaranthus viridis 1
2013  Soudan_sahel Loumbila 12,485 -1,417 No  Boraginaceae Heliotropium indicum 1
2013  Soudan_sahel Loumbila 12,485 -1,417 Yes Malvaceae Abelmoschus esculentus 2
2013  Soudan_sahel Loumbila 12,485 -1,417 Yes Solanaceae Capsicum annuum 4
2013  Soudan_sahel Loumbila 12,485 -1,417 Yes Solanaceae Solanum lycopersicum 11
2013  Soudan_sahel Loumbila 12,485 -1,417 Yes Solanaceae Solanum melongena 3
2013 Soudan_sahel Ouagadougou 12,388 -1,507 Yes Solanaceae Capsicum frutescens 3
2013  Soudan_sahel Ouagadougou 12,388 -1,507 Yes Solanaceae Solanum lycopersicum 10
2013  Soudan_sahel Pabré 12,511 -1,580 Yes Solanaceae Capsicum frutescens 5
2013  Soudan_sahel Pabré 12,511 -1,580 Yes Solanaceae Solanum lycopersicum 1
2013  Soudan_sahel Yamtenga 12,344 -1,452 Yes Solanaceae Capsicum annuum 2
2013  Soudan_sahel Yamtenga 12,344 -1,452 Yes Solanaceae Solanum lycopersicum 3
2013 Soudan_sahel Ziniaré 12,568 -1,280 No Amaranthaceae Amaranthus viridis 2
2013  Soudan_sahel Ziniaré 12,568 -1,280 No Malvaceae Sida acuta 2
2013  Soudan_sahel Ziniaré 12,568 -1,280 Yes Solanaceae Solanum melongena 4
2014 Sahel Kaya 13,180 -1,165 No Amaranthaceae Amaranthus sp 1
2014 Sahel Kaya 13,180 -1,165 No Malvaceae Sida acuta 3
2014 Sahel Kaya 13,180 -1,165 Yes Solanaceae Capsicum frutescens 10
2014 Sahel Kaya 13,180 -1,165 No ub ub 2
2014 Soudan Banfora 10,643 -4,782 No Amaranthaceae Amaranthus sp 1
2014 Soudan Banfora 10,643 -4,782 Yes Solanaceae Capsicum frutescens 2
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2014 Soudan Banfora 10,643 -4,782 No ub ub 1
2014 Soudan Bobo-dioulasso 11,130 -4,267 No Lamiaceae Perilla frutescens 1
2014 Soudan Bobo-dioulasso 11,130 -4,267 Yes Solanaceae Capsicum annuum 3
2014 Soudan Bobo-dioulasso 11,130 -4,267 Yes Solanaceae Solanum lycopersicum 1
2014 Soudan Sakabi 11,224 -4,278 No Amaranthaceae Amaranthus sp 1
2014 Soudan Sakabi 11,224 -4,278 No Asteraceae Ageratum sp 1
2014 Soudan Sakabi 11,224 -4,278 No Fabaceae Crotalaria spectabilis 1
2014 Soudan Sakabi 11,224 -4,278 No Malvaceae Sida acuta 1
2014 Soudan Sakabi 11,224 -4,278 No  Nyctaginaceae Boerhavia erecta 3
2014 Soudan Sakabi 11,224 -4,278 No Rubiaceae Leucaena glota 2
2014 Soudan Sakabi 11,224 -4,278 Yes Solanaceae Capsicum frutescens 2
2014 Soudan Sakabi 11,224 -4,278 Yes Solanaceae Solanum lycopersicum 13
2014 Soudan Sakabi 11,224 -4,278 No ub ub 4
2014 Soudan Sossogona 11,251 -4,457 Yes Malvaceae Abelmoschus esculentus 2
2014 Soudan Sossogona 11,251 -4,457 No Malvaceae Sida acuta 1
2014 Soudan Sossogona 11,251 -4,457 Yes Solanaceae Capsicum frutescens 4
2014 Soudan Sossogona 11,251 -4,457 Yes Solanaceae Solanum lycopersicum 4
2014 Soudan Toussiana 10,856 -4,640 Yes Solanaceae Capsicum frutescens 6
2014 Soudan Toussiana 10,856 -4,640 Yes Solanaceae Solanum lycopersicum 3
2014  Soudan_sahel Boulmiougou 12,330 -1,587 No Lamiaceae Ocimum basilicum 1
2014  Soudan_sahel Boulmiougou 12,330 -1,587 Yes Solanaceae Capsicum annuum 2
2014 Soudan_sahel Boulmiougou 12,330 -1,587 Yes Solanaceae Capsicum frutescens 1
2014 Soudan_sahel Fada 12,064 -0,357 No Malvaceae Sida acuta 1
2014  Soudan_sahel Fada 12,064 -0,357 Yes Solanaceae Capsicum annuum 2
2014  Soudan_sahel Fada 12,064 -0,357 Yes Solanaceae Capsicum frutescens 1
2014  Soudan_sahel Fada 12,064 -0,357 Yes Solanaceae Solanum lycopersicum 1
2014  Soudan_sahel Kamboinse 12,492 -1,432 Yes Malvaceae Abelmoschus esculentus 1
2014  Soudan_sahel Kamboinse 12,492 -1,432 No Malvaceae Sida acuta 1
2014  Soudan_sahel Loumbila 12,485 -1,417 Yes Malvaceae Abelmoschus esculentus 2
2014  Soudan_sahel Loumbila 12,485 -1,417 Yes Solanaceae Capsicum frutescens 2
2014  Soudan_sahel Mogtédo 12,299 -0,835 No Amaranthaceae Amaranthus sp 1
2014  Soudan_sahel Mogtédo 12,299 -0,835 No Euphorbiaceae Euphorbia hirta 1
2014  Soudan_sahel Mogtédo 12,299 -0,835 No Lamiaceae Ocimum basilicum 1
2014  Soudan_sahel Mogtédo 12,299 -0,835 No Malvaceae Sida acuta 1
2014  Soudan_sahel Mogtédo 12,299 -0,835 Yes Solanaceae Capsicum frutescens 5
2015 Sahel Dakiri 13,311 -0,278 No  Nyctaginaceae Boerhavia erecta 1
2015 Sahel Dakiri 13,311 -0,278 Yes Solanaceae Solanum lycopersicum 30
2015 Sahel Dakiri 13,311 -0,278 No ub ubD 4
2015 Sahel Dem 13,178 -1,168 No Amaranthaceae Amaranthus sp 2
2015 Sahel Dem 13,178 -1,168 No Convolvulaceae Ipomoea sp 1
2015 Sahel Dem 13,178 -1,168 No Euphorbiaceae Euphorbia hirta 1
2015 Sahel Dem 13,178 -1,168 No Fabaceae Crotalaria spectabilis 1
2015 Sahel Dem 13,178 -1,168 Yes Malvaceae Hibiscus sabdariffa 1
2015 Sahel Dem 13,178 -1,168 No Solanaceae Physalis angulata 2
2015 Sahel Dem 13,178 -1,168 Yes Solanaceae Solanum lycopersicum 30
2015 Sahel Dem 13,178 -1,168 No ubD ubD 2
2015 Sahel Kongoussi 13,309 -1,519 No Amaranthaceae Amaranthus sp 1
2015 Sahel Kongoussi 13,309 -1,519 No Solanaceae Physalis angulata 2
2015 Sahel Kongoussi 13,309 -1,519 Yes Solanaceae Solanum lycopersicum 30
2015 Sahel Kongoussi 13,309 -1,519 No ubD ubD 2
2015 Sahel Ouahigouya 13,556 -2,449 No Amaranthaceae Amaranthus sp 1
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2015 Sahel Ouahigouya 13,556 -2,449 No Amaranthaceae Amaranthus spinosus 2
2015 Sahel Ouahigouya 13,556 -2,449 No Euphorbiaceae Euphorbia hirta 2
2015 Sahel Ouahigouya 13,556 -2,449 No Nyctaginaceae Boerhavia erecta 1
2015 Sahel Ouahigouya 13,556 -2,449 No Solanaceae Physalis angulata 1
2015 Sahel Ouahigouya 13,556 -2,449 Yes Solanaceae Solanum lycopersicum 30
2015 Sahel Ouahigouya 13,556 -2,449 No ub ub 3
2015 Sahel Pibaoré 12,906 -0,823 No Amaranthaceae Amaranthus sp 1
2015 Sahel Pibaoré 12,906 -0,823 No Euphorbiaceae Euphorbia hirta 1
2015 Sahel Pibaoré 12,906 -0,823 No  Nyctaginaceae Boerhavia erecta 2
2015 Sahel Pibaoré 12,906 -0,823 No uD ub 1
2015 Sahel Tougouri 13,325 -0,512 No Amaranthaceae Amaranthus sp 1
2015 Sahel Tougouri 13,325 -0,512 No Solanaceae Physalis angulata 1
2015 Sahel Tougouri 13,325 -0,512 Yes Solanaceae Solanum lycopersicum 30
2015 Sahel Tougouri 13,325 -0,512 No uD ub 3
2015 Sahel Yalgo 13,602 -0,277 No Solanaceae Physalis angulata 1
2015 Sahel Yalgo 13,602 -0,277 Yes Solanaceae Solanum lycopersicum 30
2015 Sahel Yalgo 13,602 -0,277 No uD ub 4
2015 Sahel Zéguédéguin 12,957 -0,453 No Amaranthaceae Amaranthus sp 1
2015 Sahel Zéguédéguin 12,957 -0,453 No Amaranthaceae Amaranthus spinosus 1
2015 Sahel Zéguédéguin 12,957 -0,453 No Solanaceae Physalis angulata 2
2015 Sahel Zéguédéguin 12,957 -0,453 Yes Solanaceae Solanum lycopersicum 30
2015 Sahel Zéguédéguin 12,957 -0,453 No uD ub 1
2015 Soudan Banakeledara 11,361 -4,308 Yes Malvaceae Abelmoschus esculentus 1
2015 Soudan Banakeledara 11,361 -4,308 No Malvaceae Sida acuta 6
2015 Soudan Banakeledara 11,361 -4,308 Yes Solanaceae Capsicum frutescens 2
2015 Soudan Banakeledara 11,361 -4,308 Yes Solanaceae Solanum lycopersicum 1
2015 Soudan Banfora 10,643 -4,782 No Amaranthaceae Amaranthus sp 2
2015 Soudan Banfora 10,643 -4,782 No Convolvulaceae Ipomoea sp 2
2015 Soudan Banfora 10,643 -4,782 Yes Cucurbitaceae Cucumis sativus 1
2015 Soudan Banfora 10,643 -4,782 No  Euphorbiaceae Euphorbia hirta 1
2015 Soudan Banfora 10,643 -4,782 Yes Malvaceae Abelmoschus esculentus 3
2015 Soudan Banfora 10,643 -4,782 Yes Malvaceae Hibiscus sabdariffa 2
2015 Soudan Banfora 10,643 -4,782 No Malvaceae Sida acuta 2
2015 Soudan Banfora 10,643 -4,782 No Solanaceae Physalis angulata 4
2015 Soudan Banfora 10,643 -4,782 Yes Solanaceae Solanum lycopersicum 1
2015 Soudan Banfora 10,643 -4,782 No ub ub 2
2015 Soudan Diarradougou 11,281 -4,444 No Fabaceae Crotalaria spectabilis 1
2015 Soudan Diarradougou 11,281 -4,444 No Malvaceae Sida acuta 1
2015 Soudan Diarradougou 11,281 -4,444 No ubD ubD 3
2015 Soudan Djéri 11,006 -5,023 No Amaranthaceae Amaranthus sp 1
2015 Soudan Djéri 11,006 -5,023 Yes Malvaceae Hibiscus sabdariffa 1
2015 Soudan Djéri 11,006 -5,023 No Malvaceae Sida acuta 1
2015 Soudan Djéri 11,006 -5,023 Yes Solanaceae Solanum lycopersicum 30
2015 Soudan Djéri 11,006 -5,023 No uD ub 2
2015 Soudan Karangasso-sambla 11,281 -4,444 No Amaranthaceae Amaranthus spinosus 1
2015 Soudan Karangasso-sambla 11,281 -4,444 Yes Cucurbitaceae Cucumis sativus 2
2015 Soudan Karangasso-sambla 11,281 -4,444 No  Euphorbiaceae Euphorbia hirta 1
2015 Soudan Karangasso-sambla 11,281 -4,444 No Malvaceae Sida acuta 3
2015 Soudan Karangasso-sambla 11,281 -4,444 No Solanaceae Physalis angulata 1
2015 Soudan Karangasso-sambla 11,281 -4,444 Yes Solanaceae Solanum lycopersicum 30
2015 Soudan Karangasso-sambla 11,281 -4,444 No ub ub 2
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2015 Soudan Karfiguela 10,689 -4,808 No Amaranthaceae Amaranthus sp 1
2015 Soudan Karfiguela 10,689 -4,808 No Euphorbiaceae Euphorbia hirta 1
2015 Soudan Karfiguela 10,689 -4,808 No Malvaceae Sida acuta 2
2015 Soudan Karfiguela 10,689 -4,808 No  Nyctaginaceae Boerhavia erecta 2
2015 Soudan Karfiguela 10,689 -4,808 No Solanaceae Physalis angulata 1
2015 Soudan Karfiguela 10,689 -4,808 No ub ub 3
2015 Soudan Kompienbiga 11,268 0,587 No  Euphorbiaceae Euphorbia hirta 1
2015 Soudan Kompienbiga 11,268 0,587 No Fabaceae Crotalaria spectabilis 1
2015 Soudan Kompienbiga 11,268 0,587 No Malvaceae Sida acuta 1
2015 Soudan Kompienbiga 11,268 0,587 No Solanaceae Physalis angulata 2
2015 Soudan Leguéma 11,229 -4,164 No Amaranthaceae Amaranthus sp 1
2015 Soudan Leguéma 11,229 -4,164 No Amaranthaceae Amaranthus spinosus 1
2015 Soudan Leguéma 11,229 -4,164 Yes Malvaceae Hibiscus sabdariffa 1
2015 Soudan Leguéma 11,229 -4,164 No Solanaceae Physalis angulata 1
2015 Soudan Leguéma 11,229 -4,164 Yes Solanaceae Solanum lycopersicum 30
2015 Soudan Leguéma 11,229 -4,164 No ubD ubD 1
2015 Soudan Sakabi 11,224 -4,278 No Amaranthaceae Amaranthus sp 3
2015 Soudan Sakabi 11,224 -4,278 No Amaranthaceae Amaranthus spinosus 2
2015 Soudan Sakabi 11,224 -4,278 Yes Convolvulaceae Ipomoea batatas 1
2015 Soudan Sakabi 11,224 -4,278 No Solanaceae Physalis angulata 2
2015 Soudan Sakabi 11,224 -4,278 Yes Solanaceae Solanum lycopersicum 30
2015 Soudan Sakabi 11,224 -4,278 No ub ub 2
2015 Soudan Tingréla 10,563 -4,815 Yes Malvaceae Hibiscus sabdariffa 1
2015 Soudan Tingréla 10,563 -4,815 No Solanaceae Physalis angulata 1
2015 Soudan Tingréla 10,563 -4,815 No ubD uD 3
2015 Soudan Toussiana 10,856 -4,640 No Amaranthaceae Amaranthus sp 5
2015 Soudan Toussiana 10,856 -4,640 No Amaranthaceae Amaranthus spinosus 1
2015 Soudan Toussiana 10,856 -4,640 No Solanaceae Physalis angulata 1
2015 Soudan Toussiana 10,856 -4,640 Yes Solanaceae Solanum lycopersicum 30
2015 Soudan Toussiana 10,856 -4,640 Yes Solanaceae Solanum melongena 1
2015 Soudan Toussiana 10,856 -4,640 No ub ub 2
2015  Soudan_sahel Di 13,185 -3,391 Yes Solanaceae Solanum melongena 3
2015 Soudan_sahel Guiédougou 12,995 -3,433 No Amaranthaceae Amaranthus sp 2
2015  Soudan_sahel Guiédougou 12,995 -3,433 No Amaranthaceae Amaranthus viridis 2
2015  Soudan_sahel Guiédougou 12,995 -3,433 No Euphorbiaceae Euphorbia hirta 2
2015 Soudan_sahel Guiédougou 12,995 -3,433 Yes Solanaceae Solanum lycopersicum 30
2015  Soudan_sahel Guiédougou 12,995 -3,433 No uD ub 4
2015  Soudan_sahel Korsimoro 12,824 -1,052 No Amaranthaceae Amaranthus sp 3
2015  Soudan_sahel Korsimoro 12,824 -1,052 No Convolvulaceae Ipomoea alba 1
2015  Soudan_sahel Korsimoro 12,824 -1,052 No Euphorbiaceae Euphorbia hirta 1
2015 Soudan_sahel Korsimoro 12,824 -1,052 No Solanaceae Physalis angulata 1
2015 Soudan_sahel Korsimoro 12,824 -1,052 Yes Solanaceae Solanum lycopersicum 30
2015 Soudan_sahel Korsimoro 12,824 -1,052 No ubD ubD 4
2015 Soudan_sahel Koupela 12,197 -0,390 Yes Solanaceae Solanum melongena 3
2015 Soudan_sahel Loumbila 12,485 -1,417 No Amaranthaceae Amaranthus sp 1
2015 Soudan_sahel Loumbila 12,485 -1,417 No Solanaceae Physalis angulata 3
2015 Soudan_sahel Loumbila 12,485 -1,417 Yes Solanaceae Solanum lycopersicum 30
2015 Soudan_sahel Loumbila 12,485 -1,417 No ub ub 1
2015  Soudan_sahel Sao 12,258 -3,003 No Amaranthaceae Amaranthus sp 3
2015 Soudan_sahel Sao 12,258 -3,003 No Malvaceae Sida acuta 1
2015 Soudan_sahel Sao 12,258 -3,003 Yes Solanaceae Solanum lycopersicum 30
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2015 Soudan_sahel Sao 12,258 -3,003 No ub ub 1
2015 Soudan_sahel Tandjari 12,190 0,328 No  Euphorbiaceae Euphorbia hirta 1
2015  Soudan_sahel Tandjari 12,190 0,328 No Solanaceae Physalis angulata 2
2015  Soudan_sahel Tandjari 12,190 0,328 Yes Solanaceae Solanum lycopersicum 30
2015 Soudan_sahel Tandjari 12,190 0,328 No ub ub 2
2015 Soudan_sahel Ziniaré 12,568 -1,280 No Solanaceae Physalis angulata 1
2015  Soudan_sahel Ziniaré 12,568 -1,280 Yes Solanaceae Solanum lycopersicum 30
2015 Soudan_sahel Ziniaré 12,568 -1,280 No ub ub 4
2016 Sahel Dakiri 13,311 -0,278 No Amaranthaceae Amaranthus viridis 2
2016 Sahel Dakiri 13,311 -0,278 Yes Solanaceae Solanum lycopersicum 90
2016 Sahel Dem 13,178 -1,168 No Amaranthaceae Amaranthus viridis 5
2016 Sahel Dem 13,178 -1,168 No  Euphorbiaceae Euphorbia hirta 1
2016 Sahel Dem 13,178 -1,168 No Rubiaceae Muitracarpus villosus 6
2016 Sahel Dem 13,178 -1,168 No Solanaceae Physalis angulata 2
2016 Sahel Dem 13,178 -1,168 Yes Solanaceae Solanum lycopersicum 90
2016 Sahel Ouahigouya 13,556 -2,449 No Amaranthaceae Amaranthus hybridus 8
2016 Sahel Ouahigouya 13,556 -2,449 No Amaranthaceae Amaranthus spinosus 4
2016 Sahel Ouahigouya 13,556 -2,449 No Amaranthaceae Amaranthus viridis 3
2016 Sahel Ouahigouya 13,556 -2,449 No Euphorbiaceae Euphorbia heterophylla 5
2016 Sahel Ouahigouya 13,556 -2,449 No Euphorbiaceae Euphorbia hirta 5
2016 Sahel Ouahigouya 13,556 -2,449 No Malvaceae Sida acuta 1
2016 Sahel Ouahigouya 13,556 -2,449 No  Nyctaginaceae Boerhavia erecta 5
2016 Sahel Ouahigouya 13,556 -2,449 Yes Solanaceae Capsicum frutescens 1
2016 Sahel Ouahigouya 13,556 -2,449 Yes Solanaceae Solanum lycopersicum 90
2016 Sahel Ouahigouya 13,556 -2,449 No ubD ubD 2
2016 Soudan Guénon 11,080 -0,902 Yes Malvaceae Abelmoschus esculentus 2
2016 Soudan Karangasso-sambla 11,281 -4,444 No Amaranthaceae Amaranthus viridis 6
2016 Soudan Karangasso-sambla 11,281 -4,444 No Asteraceae Ageratum conyzoides 3
2016 Soudan Karangasso-sambla 11,281 -4,444 No Solanaceae Physalis angulata 3
2016 Soudan Karangasso-sambla 11,281 -4,444 Yes Solanaceae Solanum lycopersicum 90
2016 Soudan Leguéma 11,229 -4,164 No Amaranthaceae Amaranthus spinosus 8
2016 Soudan Leguéma 11,229 -4,164 No Amaranthaceae Amaranthus viridis 4
2016 Soudan Leguéma 11,229 -4,164 No Asteraceae Ageratum conyzoides 1
2016 Soudan Leguéma 11,229 -4,164 No Convolvulaceae Ipomoea alba 1
2016 Soudan Leguéma 11,229 -4,164 No Euphorbiaceae Euphorbia heterophylla 1
2016 Soudan Leguéma 11,229 -4,164 No  Euphorbiaceae Euphorbia hirta 1
2016 Soudan Leguéma 11,229 -4,164 No Malvaceae Sida acuta 4
2016 Soudan Leguéma 11,229 -4,164 No  Nyctaginaceae Boerhavia erecta 1
2016 Soudan Leguéma 11,229 -4,164 No Rubiaceae Mitracarpus villosus 2
2016 Soudan Leguéma 11,229 -4,164 No Solanaceae Physalis angulata 2
2016 Soudan Leguéma 11,229 -4,164 Yes Solanaceae Solanum lycopersicum 90
2016 Soudan Tiébélé 11,120 -0,964 No Amaranthaceae Amaranthus hybridus 1
2016 Soudan Tiehéle 11,120 -0,964 No  Euphorbiaceae Euphorbia heterophylla 3
2016 Soudan Tiébélé 11,120 -0,964 No Euphorbiaceae Euphorbia hirta 6
2016 Soudan Tiébélé 11,120 -0,964 No Malvaceae Sida acuta 4
2016 Soudan Tiéhéle 11,120 -0,964 No  Nyctaginaceae Boerhavia erecta 4
2016 Soudan Tiéhéle 11,120 -0,964 Yes Solanaceae Capsicum frutescens 6
2016 Soudan Tiébélé 11,120 -0,964 No Solanaceae Physalis angulata 8
2016 Soudan Toussiana 10,856 -4,640 No Amaranthaceae Amaranthus hybridus 1
2016 Soudan Toussiana 10,856 -4,640 No Amaranthaceae Amaranthus spinosus 2
2016 Soudan Toussiana 10,856 -4,640 No Amaranthaceae Amaranthus viridis 2
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2016 Soudan Toussiana 10,856 -4,640 No Asteraceae Ageratum conyzoides 2
2016 Soudan Toussiana 10,856 -4,640 No  Euphorbiaceae Euphorbia heterophylla 1
2016 Soudan Toussiana 10,856 -4,640 No  Euphorbiaceae Euphorbia hirta 1
2016 Soudan Toussiana 10,856 -4,640 No Malvaceae Sida acuta 4
2016 Soudan Toussiana 10,856 -4,640 No  Nyctaginaceae Boerhavia erecta 5
2016 Soudan Toussiana 10,856 -4,640 No Rubiaceae Mitracarpus villosus 1
2016 Soudan Toussiana 10,856 -4,640 No Solanaceae Physalis angulata 1
2016 Soudan Toussiana 10,856 -4,640 Yes Solanaceae Solanum lycopersicum 90
2016 Soudan_sahel Bon_Srima 11,928 -1,218 No Amaranthaceae Amaranthus hybridus 2
2016 Soudan_sahel Bon_Srima 11,928 -1,218 No Malvaceae Sida acuta 2
2016 Soudan_sahel Bon_Srima 11,928 -1,218 Yes Solanaceae Capsicum annuum 3
2016 Soudan_sahel Guiédougou 12,995 -3,433 No Amaranthaceae Amaranthus hybridus 1
2016  Soudan_sahel Guiédougou 12,995 -3,433 No Amaranthaceae Amaranthus viridis 6
2016  Soudan_sahel Guiédougou 12,995 -3,433 No Euphorbiaceae Euphorbia heterophylla 1
2016 Soudan_sahel Guiédougou 12,995 -3,433 No Euphorbiaceae Euphorbia hirta 3
2016 Soudan_sahel Guiédougou 12,995 -3,433 No Solanaceae Physalis angulata 8
2016  Soudan_sahel Guiédougou 12,995 -3,433 No Solanaceae Physalis sp 3
2016  Soudan_sahel Guiédougou 12,995 -3,433 Yes Solanaceae Solanum lycopersicum 90
2016 Soudan_sahel Guiédougou 12,995 -3,433 No ub ub 3
2016 Soudan_sahel Korsimoro 12,824 -1,052 No Amaranthaceae Amaranthus viridis 2
2016 Soudan_sahel Korsimoro 12,824 -1,052 No Malvaceae Sida acuta 5
2016  Soudan_sahel Korsimoro 12,824 -1,052 No Solanaceae Physalis angulata 2
2016  Soudan_sahel Korsimoro 12,824 -1,052 No Solanaceae Physalis sp 1
2016  Soudan_sahel Korsimoro 12,824 -1,052 Yes Solanaceae Solanum lycopersicum 90
2016  Soudan_sahel Loumbila 12,485 -1,417 No  Boraginaceae Heliotropium indicum 5
2016  Soudan_sahel Loumbila 12,485 -1,417 No Malvaceae Sida rhombifolia 4
2016  Soudan_sahel Loumbila 12,485 -1,417 Yes Solanaceae Solanum lycopersicum 90
2016  Soudan_sahel Loumbila 12,485 -1,417 No uD ub 7
2016 Soudan_sahel Tandjari 12,190 0,328 Yes Solanaceae Solanum lycopersicum 90
2016  Soudan_sahel Tionkui 12,508 -3,457 No Amaranthaceae Amaranthus hybridus 3
2016  Soudan_sahel Tionkui 12,508 -3,457 No Amaranthaceae Amaranthus viridis 1
2016  Soudan_sahel Tionkui 12,508 -3,457 Yes Amaranthaceae Spinacia oleracea 1
2016  Soudan_sahel Tionkui 12,508 -3,457 No Asteraceae Ageratum conyzoides 1
2016  Soudan_sahel Tionkui 12,508 -3,457 Yes Asteraceae Lactuca sativa 1
2016  Soudan_sahel Tionkui 12,508 -3,457 Yes  Brassicaceae Brassica oleracea 2
2016  Soudan_sahel Tionkui 12,508 -3,457 No  Euphorbiaceae Euphorbia hirta 2
2016  Soudan_sahel Tionkui 12,508 -3,457 No  Nyctaginaceae Boerhavia erecta 3
2016  Soudan_sahel Tionkui 12,508 -3,457 No Rubiaceae Muitracarpus villosus 1
2016  Soudan_sahel Tionkui 12,508 -3,457 Yes Solanaceae Capsicum annuum 2
2016  Soudan_sahel Tionkui 12,508 -3,457 Yes Solanaceae Capsicum frutescens 1
2016 Soudan_sahel Tionkui 12,508 -3,457 Yes Solanaceae Solanum lycopersicum 5
2016 Soudan_sahel Tionkui 12,508 -3,457 No ub ub 4
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Supp. table 2: General information about the 1068 samples collected in Goué and

Léguéma using sampling grids in 2016.

Sample
Locality Stitch  Latitudes  Longitudes  Plants number
Goué Al -1,474 12,571 Abelmoschus esculentus 10
Goué Al -1,474 12,571 Amaranthus viridis 10
Goué Al -1,474 12,571 Boerhavia erecta 10
Goué Al -1,474 12,571 Hibiscus sp 10
Goué Al -1,474 12,571 Heliotropium indicum 10
Goué Al -1,474 12,571 Physalis ixocarpa 5
Goué Al -1,474 12,571 Sida sp 10
Goué A2 -1,472 12,572 Abelmoschus esculentus 1
Goué A2 -1,472 12,572 Ageratum conyzoides
Goué A2 -1,472 12,572 Amaranthus viridis 10
Goué A2 -1,472 12,572 Boerhavia erecta 10
Goué A2 -1,472 12,572 Euphorbia hirta 10
Goué A2 -1,472 12,572 Hibiscus sp 8
Goué A2 -1,472 12,572 Mitracarpus villosus 6
Goué A2 -1,472 12,572 Sida acuta 2
Goué B1 -1,472 12,569 Boerhavia erecta 10
Goué B1 -1,472 12,569 Capsicum frutescens 5
Goué B1 -1,472 12,569 Euphorbia hirta 10
Goué B1 -1,472 12,569 Mitracarpus villosus 4
Goué B1 -1,472 12,569 Sida acuta 10
Goué B2 -1,471 12,571 Ageratum conyzoides 4
Goué B2 -1,471 12,571 Amaranthus viridis 3
Goué B2 -1,471 12,571 Capsicum frutescens 10
Goué B2 -1,471 12,571 Mitracarpus villosus 1
Goué B2 -1,471 12,571 ub 4
Goué B2 -1,471 12,571 uD1 5
Goué B2 -1,471 12,571 Sida sp 1
Goué C1 -1,471 12,567 Amaranthus viridis 10
Goué C1 -1,471 12,567 Boerhavia erecta 10
Goué C1 -1,471 12,567 Capsicum frutescens 6
Goué C1 -1,471 12,567 Euphorbia hirta 10
Goué C1 -1,471 12,567 Hibiscus sp 10
Goué C1 -1,471 12,567 Mitracarpus villosus 10
Goué C1 -1,471 12,567 Physalis ixocarpa 5
Goué C1 -1,471 12,567 Sida acuta 3
Goué C1 -1,471 12,567 Sida sp 2
Goué Cc2 -1,469 12,569 Hibiscus sp 10
Goué Cc2 -1,469 12,569 Ipomea alba 9
Goué Cc2 -1,469 12,569 Mitracarpus villosus 9
Goué Cc2 -1,469 12,569 ubD2 4
Goué Cc2 -1,469 12,569 uD3 5
Goué Cc2 -1,469 12,569 Physalis ixocarpa 5
Goué D1 -1,469 12,566 Abelmoschus esculentus 9
Goué D1 -1,469 12,566 Amaranthus spinosus 10
Goué D1 -1,469 12,566 Amaranthus viridis 10
Goué D1 -1,469 12,566 Boerhavia erecta 10
Goué D1 -1,469 12,566 Capsicum frutescens 10
Goué D1 -1,469 12,566 Euphorbia hirta 10
Goué D1 -1,469 12,566 Physalis ixocarpa 1
Goué D2 -1,467 12,567 Amaranthus spinosus 10
Goué D2 -1,467 12,567 Amaranthus viridis 10
Goué D2 -1,467 12,567 Boerhavia erecta 10
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Sample

Locality Stitch Latitudes Longitudes Plants number
Goué D2 -1,467 12,567 Capsicum annuum 10
Goué D2 -1,467 12,567 Euphorbia hirta 10
Goué D2 -1,467 12,567 Hibiscus sp 5
Goué D2 -1,467 12,567 ub 1
Goué D3 -1,466 12,569 Amaranthus spinosus 1
Goué D3 -1,466 12,569 Amaranthus viridis 3
Goué D3 -1,466 12,569 Boerhavia erecta 10
Goué D3 -1,466 12,569 Hibiscus sp 1
Goué D3 -1,466 12,569 Mitracarpus villosus 10
Goué D3 -1,466 12,569 uD1 1
Goué D3 -1,466 12,569 Physalis ixocarpa 1
Goué El -1,467 12,564 Abelmoschus esculentus 10
Goué El -1,467 12,564 Amaranthus spinosus 1
Goué El -1,467 12,564 Amaranthus viridis 10
Goué E1 -1,467 12,564 Hibiscus sp 10
Goué El -1,467 12,564 ubD4 9
Goué E2 -1,466 12,566 Sida acuta 10
Goué E3 -1,464 12,567 UD (OCIMUM) 10
Léguéma Al -4,168 11,223 Ageratum conyzoides 10
Léguéma Al -4,168 11,223 Amaranthus spinosus 10
Léguéma Al -4,168 11,223 Amaranthus viridis 10
Léguéma Al -4,168 11,223 Boerhavia erecta 2
Léguéma Al -4,168 11,223 Euphorbia heterophylla 10
Léguéma Al -4,168 11,223 Euphorbia hirta 10
Léguéma Al -4,168 11,223 Ipomea alba 10
Léguéma Al -4,168 11,223 Physalis ixocarpa 3
Léguéma Al -4,168 11,223 Sida acuta 10
Léguéma Al -4,168 11,223 Solanum lycopersicum 10
Léguéma A2 -4,167 11,225 Amaranthus viridis 1
Léguéma A2 -4,167 11,225 Sida acuta 3
Léguéma A3 -4,166 11,227 Ageratum conyzoides 8
Léguéma A3 -4,166 11,227 Amaranthus spinosus 7
Léguéma A3 -4,166 11,227 Amaranthus viridis 10
Léguéma A3 -4,166 11,227 Boerhavia erecta 3
Léguéma A3 -4,166 11,227 Capsicum frutescens 2
Léguéma A3 -4,166 11,227 Euphorbia heterophylla 4
Léguéma A3 -4,166 11,227 Euphorbia hirta 11
Léguéma A3 -4,166 11,227 Ipomea alba 1
Léguéma A3 -4,166 11,227 Physalis ixocarpa 3
Léguéma A3 -4,166 11,227 Sida acuta 7
Léguéma A3 -4,166 11,227 Sida rhombifolia 3
Léguéma A3 -4,166 11,227 Solanum lycopersicum 10
Léguéma Ad -4,165 11,229 Ageratum conyzoides 5
Léguéma Ad -4,165 11,229 Amaranthus spinosus 10
Léguéma Ad -4,165 11,229 Amaranthus viridis 3
Léguéma Ad -4,165 11,229 Boerhavia erecta 10
Léguéma Ad -4,165 11,229 Euphorbia heterophylla 5
Léguéma Ad -4,165 11,229 Euphorbia hirta 6
Léguéma Ad -4,165 11,229 Ipomea alba 8
Léguéma A4 -4,165 11,229 ub 1
Léguéma Ad -4,165 11,229 Physalis ixocarpa 1
Léguéma A4 -4,165 11,229 Sida acuta 10
Léguéma Ad -4,165 11,229 Sida rhombifolia 1
Léguéma A5 -4,164 11,231 Ageratum conyzoides 4
Léguéma A5 -4,164 11,231 Amaranthus viridis 10
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Sample

Locality Stitch Latitudes Longitudes Plants number
Léguéma A5 -4,164 11,231 Boerhavia erecta 10
Léguéma A5 -4,164 11,231 Euphorbia heterophylla 2
Léguéma A5 -4,164 11,231 Euphorbia hirta 5
Léguéma A5 -4,164 11,231 Ipomea alba 1
Léguéma A5 -4,164 11,231 Mitracarpus villosus 5
Léguéma A5 -4,164 11,231 Sida acuta 12
Léguéma B2 -4,165 11,224 Abelmoschus esculentus 10
Léguéma B2 -4,165 11,224 Ageratum conyzoides 9
Léguéma B2 -4,165 11,224 Amaranthus spinosus 1
Léguéma B2 -4,165 11,224 Amaranthus viridis 9
Léguéma B2 -4,165 11,224 Boerhavia erecta 3
Léguéma B2 -4,165 11,224 Euphorbia heterophylla 2
Léguéma B2 -4,165 11,224 Euphorbia hirta 6
Léguéma B2 -4,165 11,224 Sida acuta 2
Léguéma B2 -4,165 11,224 Sida rhombifolia 2
Léguéma B3 -4,164 11,226 Ageratum conyzoides 7
Léguéma B3 -4,164 11,226 Amaranthus spinosus 5
Léguéma B3 -4,164 11,226 Amaranthus viridis 3
Léguéma B3 -4,164 11,226 Boerhavia erecta 3
Léguéma B3 -4,164 11,226 Euphorbia heterophylla 6
Léguéma B3 -4,164 11,226 Euphorbia hirta 6
Léguéma B3 -4,164 11,226 Sida acuta 5
Léguéma B3 -4,164 11,226 Solanum lycopersicum 5
Léguéma B4 -4,163 11,228 Abelmoschus esculentus 9
Léguéma B4 -4,163 11,228 Ageratum conyzoides 9
Léguéma B4 -4,163 11,228 Amaranthus spinosus 10
Léguéma B4 -4,163 11,228 Amaranthus viridis 10
Léguéma B4 -4,163 11,228 Boerhavia erecta 10
Léguéma B4 -4,163 11,228 Euphorbia heterophylla 5
Léguéma B4 -4,163 11,228 Euphorbia hirta 9
Léguéma B4 -4,163 11,228 ub 5
Léguéma B4 -4,163 11,228 Physalis ixocarpa 4
Léguéma B4 -4,163 11,228 Sida acuta 9
Léguéma B4 -4,163 11,228 Solanum lycopersicum 10
Léguéma B5 -4,162 11,23 Abelmoschus esculentus 10
Léguéma B5 -4,162 11,23 Ageratum conyzoides 10
Léguéma B5 -4,162 11,23 Amaranthus hybridis 1
Léguéma B5 -4,162 11,23 Amaranthus spinosus 9
Léguéma B5 -4,162 11,23 Amaranthus viridis 7
Léguéma B5 -4,162 11,23 Ipomea alba 10
Léguéma B5 -4,162 11,23 uD1 3
Léguéma B5 -4,162 11,23 Physalis ixocarpa 10
Léguéma B5 -4,162 11,23 Sida acuta 10
Léguéma B5 -4,162 11,23 Sida rhombifolia 1
Léguéma B5 -4,162 11,23 Solanum lycopersicum 10
Léguéma Cc2 -4,163 11,223 Boerhavia erecta 8
Léguéma Cc2 -4,163 11,223 Euphorbia heterophylla 10
Léguéma Cc2 -4,163 11,223 Euphorbia hirta 6
Léguéma Cc2 -4,163 11,223 uDO 2
Léguéma Cc2 -4,163 11,223 uD1 7
Léguéma Cc2 -4,163 11,223 sesame s 3
Léguéma C3 -4,162 11,225 Euphorbia hirta 5
Léguéma C3 -4,162 11,225 UD1 10
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Supp. table 3: General information about the 372 samples randomly collected in

Burkina Faso from 2013 to 2015.

Plants Samples
Area Locality family Plants species number
Sahel Dem Amaranthaceae Amaranthus viridus 5
Sahel Dem Euphorbiaceae  Euphorbia hirta 1
Sahel Dem Rubiaceae Mitracarpus villosus 3
Sahel Dem Solanaceae Physalis ixocarpa 2
Sahel Dem Solanaceae Solanum lycopersicum 1
Sahel Kaya Solanaceae Capsicum annuum 2
Sahel Kaya Solanaceae Capsicum frutescens 2
Sahel Ouahigouya Amaranthaceae Amaranthus hybridus 6
Sahel Ouahigouya Amaranthaceae Amaranthus sp 1
Sahel Ouahigouya Amaranthaceae Amaranthus spinosus 4
Sahel Ouahigouya Amaranthaceae Amaranthus viridus 3
Sahel Ouahigouya Euphorbiaceae  Euphorbia heterophylla 4
Sahel Ouahigouya Euphorbiaceae  Euphorbia hirta 7
Sahel Ouahigouya Lamiaceae Leucas martinicens 2
Sahel Ouahigouya Malvaceae Sida acuta 1
Sahel Ouahigouya Nyctaginaceae  Boerhavia erecta 6
Sahel Ouahigouya Solanaceae Capsicum frutescens 1
Sahel Ouahigouya Solanaceae Physalis angulata 1
Sahel Ouahigouya Solanaceae Solanum lycopersicum 1
Sahel Ouahigouya Undetermined  Undetermined 3
Sahel Zeguédéguin Solanaceae Solanum lycopersicum 3
Soudan_sahel  Bon_Srima Amaranthaceae Amaranthus hybridus 2
Soudan_sahel  Bon_Srima Malvaceae Sida acuta 2
Soudan_sahel ~ Bon_Srima Solanaceae Capsicum annuum 3
Soudan_sahel  Dakiri Amaranthaceae Amaranthus viridus 2
Soudan_sahel  Di Solanaceae Solanum melongena 2
Soudan_sahel  Guiédougou Amaranthaceae Amaranthus hybridus 1
Soudan_sahel  Guiédougou Amaranthaceae Amaranthus sp 2
Soudan_sahel  Guiédougou Amaranthaceae Amaranthus viridis 2
Soudan_sahel  Guiédougou Amaranthaceae Amaranthus viridus 4
Soudan_sahel  Guiédougou Euphorbiaceae  Euphorbia heterophylla 1
Soudan_sahel  Guiédougou Euphorbiaceae  Euphorbia hirta 5
Soudan_sahel  Guiédougou Lamiaceae Leucas martinicens 3
Soudan_sahel  Guiédougou Solanaceae Physalis ixocarpa 7
Soudan_sahel  Guiédougou Solanaceae Physalis sp 3
Soudan_sahel  Guiédougou Solanaceae Solanum lycopersicum 1
Soudan_sahel  Guiédougou Undetermined  Undetermined 4
Soudan_sahel  Korsimoro Amaranthaceae Amaranthus viridus 2
Soudan_sahel  Korsimoro Malvaceae Sida acuta 3
Soudan_sahel ~ Korsimoro Solanaceae Physalis ixocarpa 2
Soudan_sahel ~ Korsimoro Solanaceae Physalis sp 1
Soudan_sahel  Korsimoro Solanaceae Solanum lycopersicum 1
Soudan_sahel  Koupela Solanaceae Solanum melongena 2
Soudan_sahel  Loumbila Boraginaceae  Heliotropium indicum 5
Soudan_sahel  Loumbila Malvaceae Melochia sp. 7
Soudan_sahel  Loumbila Malvaceae Sida rhombifolia 4
Soudan_sahel  Loumbila Solanaceae Capsicum annuum 4
Soudan_sahel  Loumbila Solanaceae Capsicum frutescens 2
Soudan_sahel  Loumbila Solanaceae Solanum lycopersicum 9
Soudan_sahel  Loumbila Solanaceae Solanum melongena 1
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Plants Samples
Area Locality family Plants species number
Soudan_sahel  Mogtédo Amaranthaceae Amaranthus sp 1
Soudan_sahel  Mogtédo Euphorbiaceae  Euphorbia hirta 1
Soudan_sahel  Mogtédo Lamiaceae Ocimum basilicum 1
Soudan_sahel  Mogtédo Malvaceae Sida acuta 1
Soudan_sahel  Mogtédo Solanaceae Capsicum frutescens 5
Soudan_sahel  Sao Solanaceae Solanum lycopersicum 3
Soudan_sahel  Tandjari Euphorbiaceae  Euphorbia hirta 1
Soudan_sahel  Tandjari Solanaceae Physalis angulata 2
Soudan_sahel ~ Tandjari Undetermined  Undetermined 2
Soudan_sahel  Tionkui Amaranthaceae Amaranthus hybridus 3
Soudan_sahel  Tionkui Amaranthaceae Amaranthus sp. 1
Soudan_sahel  Tionkui Amaranthaceae Amaranthus viridus 1
Soudan_sahel  Tionkui Amaranthaceae Spinacia oleracea_epinard 1
Soudan_sahel  Tionkui Asteraceae Ageratum conyzoides 1
Soudan_sahel  Tionkui Asteraceae Lactuca sativa 1
Soudan_sahel  Tionkui Basellaceae Basella alba 1
Soudan_sahel  Tionkui Brassicaceae Brassica oleracea 2
Soudan_sahel  Tionkui Euphorbiaceae  Euphorbia hirta 2
Soudan_sahel  Tionkui Fabaceae Senna occidentalis 2
Soudan_sahel  Tionkui Nyctaginaceae  Boerhavia erecta 3
Soudan_sahel  Tionkui Rubiaceae Mitracarpus villosus 1
Soudan_sahel  Tionkui Solanaceae Capsicum annuum 2
Soudan_sahel  Tionkui Solanaceae Capsicum frutescens 1
Soudan_sahel  Tionkui Solanaceae Solanum lycopersicum 5
Soudan_sahel  Ziniaré Solanaceae Solanum lycopersicum 3
Soudan Banakeledara Amaranthaceae Amaranthus sp 2
Soudan Banakeledara Convolvulaceae Ipomea sp 2
Soudan Banakeledara Cucurbitaceae  Cucumis sativus 1
Soudan Banakeledara Euphorbiaceae  Euphorbia hirta 1
Soudan Banakeledara Malvaceae Abelmoschus esculentus 4
Soudan Banakeledara Malvaceae Hibiscus sabdariffa 2
Soudan Banakeledara Malvaceae Sida acuta 8
Soudan Banakeledara Solanaceae Capsicum frutescens 2
Soudan Banakeledara Solanaceae Physalis angulata 4
Soudan Banakeledara Solanaceae Solanum lycopersicum 2
Soudan Banakeledara Undetermined  Undetermined 2
Soudan Bobo Lamiaceae Perilla frutescens 1
Soudan Diarradougou Fabaceae Crotalaria spectabilis 1
Soudan Diarradougou Malvaceae Sida acuta 1
Soudan Diarradougou Undetermined  Undetermined 3
Soudan Djéri Solanaceae Solanum lycopersicum 1
Soudan Guénon Malvaceae Abelmoschus esculentus 2
Soudan Karangasso-sambla Amaranthaceae Amaranthus spinosus 1
Soudan Karangasso-sambla Amaranthaceae Amaranthus viridus 6
Soudan Karangasso-sambla Asteraceae Ageratum conyzoides 3
Soudan Karangasso-sambla Cucurbitaceae  Cucumis sativus 2
Soudan Karangasso-sambla Euphorbiaceae  Euphorbia hirta 1
Soudan Karangasso-sambla Malvaceae Sida acuta 3
Soudan Karangasso-sambla Solanaceae Physalis angulata 1
Soudan Karangasso-sambla Solanaceae Physalis ixocarpa 3
Soudan Karangasso-sambla Undetermined  Undetermined 2
Soudan Kompienbiga Euphorbiaceae  Euphorbia hirta 1
Soudan Kompienbiga Fabaceae Crotalaria spectabilis 1
Soudan Kompienbiga Malvaceae Sida acuta 1
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Plants Samples
Area Locality family Plants species number
Soudan Kompienbiga Solanaceae Physalis angulata 2
Soudan Léguéma Amaranthaceae Amaranthus sp 1
Soudan Léguéma Amaranthaceae Amaranthus spinosus 9
Soudan Léguéma Amaranthaceae Amaranthus viridus 4
Soudan Léguéma Asteraceae Ageratum conyzoides 1
Soudan Léguéma Convolvulaceae Ipomea alba 1
Soudan Léguéma Euphorbiaceae  Euphorbia heterophylla 1
Soudan Léguéma Euphorbiaceae  Euphorbia hirta 1
Soudan Léguéma Malvaceae Hibiscus sabdariffa 1
Soudan Léguéma Malvaceae Sida acuta 4
Soudan Léguéma Nyctaginaceae  Boerhavia erecta 1
Soudan Léguéma Rubiaceae Mitracarpus villosus 2
Soudan Léguéma Solanaceae Physalis angulata 1
Soudan Léguéma Solanaceae Physalis ixocarpa 2
Soudan Léguéma Solanaceae Solanum lycopersicum 2
Soudan Léguéma Undetermined  Undetermined 1
Soudan Sakabi Asteraceae Ageratum sp 1
Soudan Sakabi Nyctaginaceae  Boerhavia erecta 2
Soudan Sakabi Solanaceae Capsicum annuum 1
Soudan Sakabi Solanaceae Solanum lycopersicum 5
Soudan Sakabiabi Amaranthaceae Amaranthus sp 3
Soudan Sakabiabi Amaranthaceae Amaranthus spinosus 2
Soudan Sakabiabi Convolvulaceae Ipomea batatas 1
Soudan Sakabiabi Solanaceae Physalis angulata 2
Soudan Sakabiabi Undetermined  Undetermined 2
Soudan Sossogona Malvaceae Abelmoschus esculentus 2
Soudan Sossogona Malvaceae Sida acuta 1
Soudan Sossogona Solanaceae Capsicum frutescens 4
Soudan Sossogona Solanaceae Solanum lycopersicum 4
Soudan Tiébélé Amaranthaceae Amaranthus hybridus 1
Soudan Tiébélé Euphorbiaceae  Euphorbia heterophylla 3
Soudan Tiébélé Euphorbiaceae  Euphorbia hirta 6
Soudan Tiébélé Malvaceae Sida acuta 4
Soudan Tiébélé Nyctaginaceae  Boerhavia erecta 4
Soudan Tiébélé Solanaceae Capsicum frutescens 6
Soudan Tiébélé Solanaceae Physalis ixocarpa 8
Soudan Toussiana Amaranthaceae Amaranthus hybridus 1
Soudan Toussiana Amaranthaceae Amaranthus spinosus 2
Soudan Toussiana Amaranthaceae Amaranthus viridus 2
Soudan Toussiana Asteraceae Ageratum conyzoides 2
Soudan Toussiana Euphorbiaceae  Euphorbia heterophylla 1
Soudan Toussiana Euphorbiaceae  Euphorbia hirta 1
Soudan Toussiana Malvaceae Sida acuta 4
Soudan Toussiana Nyctaginaceae  Boerhavia erecta 3
Soudan Toussiana Rubiaceae Mitracarpus villosus 1
Soudan Toussiana Solanaceae Physalis ixocarpa 1
Soudan Toussiana Solanaceae Solanum lycopersicum 1
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Supp. table 4: List of the 270 positive samples collected from Goué and Léguéma
using grid sampling strategy. Columns named Cluster A, B, S and M indicate
assignation profiles-based cluster memberships for begomovirus DNA-A/A-like,
begomovirus DNA-B, satellites and mastrevirus, respectively
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G1_BF 200316 Solanum Solanum lycopersicum  Léguéma 1 13 - - -
G2_BF 200316 Solanum Solanum lycopersicum  Léguéma 1 13 - - -
G3_BF 200316 Solanum Solanum lycopersicum  Léguéma 1 4 - - -
G5_BF 200316 Solanum Solanum lycopersicum  Léguéma 1 13 - - -
G6_BF 200316 Solanum Solanum lycopersicum  Léguéma 1 13 - - -
G7_BF 200316 Solanum Solanum lycopersicum  Léguéma 1 3 - - -
G9_BF 200316 Solanum Solanum lycopersicum  Léguéma 1 3 1 - -
G11 BF 200316 Ageratum Ageratum conyzoides Léguéma 1 9 - - -
G12_BF 200316 Solanum Solanum lycopersicum  Léguéma 1 3 1 - -
G14 BF 200316  Amaranthus Amaranthus viridis Léguéma 1 13 - - -
G17_BF_200316 Solanum Solanum lycopersicum  Léguéma 1 4 - - -
G30 _BF 200316  Amaranthus Amaranthus viridis Léguéma 1 3 - - -
G33_BF 200316  Amaranthus  Amaranthus spinosus  Léguéma 1 5 - - -
G34 _BF 200316  Amaranthus Amaranthus viridis Léguéma 1 3 - - -
G41_BF 200316 Ipomea Ipomea alba Léguéma 1 4 - - -
G51 _BF 200316 Ageratum Ageratum conyzoides Léguéma 1 5 - 13 -
G54 _BF 200316 Ageratum Ageratum conyzoides Léguéma 1 - - 13 -
G55 _BF 200316 Ageratum Ageratum conyzoides Léguéma 1 - - 13 -
G59 BF 200316 Ageratum Ageratum conyzoides Léguéma 1 13 - 13 -
G79_BF 200316 Sida Sida acuta Léguéma 1 2 - 10 -
G86_BF 200316 Sida Sida acuta Léguéma 1 12 - - -
G96 BF 200316  Amaranthus  Amaranthus spinosus  Léguéma 1 11 - - -
G98 BF 200316  Amaranthus ~ Amaranthus spinosus  Léguéma 1 5 - - -
G101_BF 200316 Sida Sida acuta Léguéma 1 2 -1 -
G111_BF 200316 Euphorbia Euphorbia hirta Léguéma 1 9 - - -
G122 _BF 200316 Euphorbia  Euphorbia heterophylla Léguéma 1 1 - 12 -
G143 _BF 200316 Sida Sida acuta Léguéma 1 2 - 11 -
G144 _BF 200316 Sida Sida acuta Léguéma 1 1 -7 -
G147_BF_200316 Solanum Solanum lycopersicum  Léguéma 1 - - - 4
G148_BF_200316 Solanum Solanum lycopersicum  Léguéma 1 3 - - -
G149 _BF_200316 Solanum Solanum lycopersicum  Léguéma 1 3 - - -
G150_BF_200316 Solanum Solanum lycopersicum  Léguéma 1 3 - - -
G151 _BF_200316 Solanum Solanum lycopersicum  Léguéma 1 3 - - -
G153_BF_200316 Solanum Solanum lycopersicum  Léguéma 1 3 - - -
G154 _BF_200316 Solanum Solanum lycopersicum  Léguéma 1 3 - - -
G155 _BF_200316 Solanum Solanum lycopersicum  Léguéma 1 3 - - -
G166 _BF 200316 Sida Sida rhombifolia Léguéma 1 7 - - -
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G167 _BF 200316 Sida Sida acuta Léguéma 1 7 - 3 -
G168 _BF 200316 Sida Sida acuta Léguéma 1 1 - - -
G171_BF 200316 Euphorbia Euphorbia hirta Léguéma 1 5 - - -
G173 _BF 200316 Euphorbia Euphorbia hirta Léguéma 1 - - 13 -
G191_BF 200316 Ageratum Ageratum conyzoides Léguéma 1 - - 13 -
G192 _BF 200316 Sida Sida acuta Léguéma 1 2 -1 -
G193 BF 200316 Ipomea Ipomea alba Léguéma 1 14 - - -
G194 BF 200316 Ageratum Ageratum conyzoides Léguéma 1 1 -2 -
G212 _BF 200316 Ageratum Ageratum conyzoides Léguéma 1 1 - 12 -
G213 _BF 200316 Ageratum Ageratum conyzoides Léguéma 1 15 - - -
G219 BF 200316 Ageratum Ageratum conyzoides Léguéma 1 1 - 12 -
G222 _BF 200316 Ageratum Ageratum conyzoides Léguéma 1 - - 12 -
G227 _BF 200316 Amaranthus ~ Amaranthus spinosus  Léguéma 1 5 - - -
G229 BF 200316 Sida Sida acuta Léguéma 1 2 - 6 -
G230_BF 200316 Sida Sida acuta Léguéma 1 2 -1 -
G231_BF 200316 Sida Sida acuta Léguéma 1 8 -1 -
G235 BF 200316 Amaranthus ~ Amaranthus spinosus  Léguéma 1 11 - - -
G238 _BF 200316 Ipomea Ipomea alba Léguéma 1 14 - - -
G242 _BF 200316 Sida Sida acuta Léguéma 1 7 -1 -
G251_BF 200316 Euphorbia  Euphorbia heterophylla Léguéma 1 5 - - -
G263 BF 200316 Amaranthus ~ Amaranthus spinosus  Léguéma 1 2 - - -
G264 _BF 200316 Sida Sida acuta Léguéma 1 2 - 6 -
G273 _BF 200316 Sida Sida acuta Léguéma 1 2 - 11 -
G274_BF 200316 Amaranthus  Amaranthus spinosus  Léguéma 1 6 - - -
G279 _BF 200316 Sida Sida acuta Léguéma 1 2 - 5 -
G280_BF 200316 Ipomea Ipomea alba Léguéma 1 14 - - -
G282_BF 200316 Ipomea Ipomea alba Léguéma 1 14 - - -
G285 _BF 200316 Euphorbia  Euphorbia heterophylla Léguéma 1 - - - 5
G290 BF 200316 Ageratum Ageratum conyzoides Léguéma 1 5 - - -
G292 _BF 200316 Ipomea Ipomea alba Léguéma 1 14 - - -
G294 BF 200316 Ipomea Ipomea alba Léguéma 1 14 - - -
G295 BF 200316  Amaranthus Amaranthus viridis Léguéma 1 14 - - -
G298 BF 200316 Sida Sida acuta Léguéma 1 2 -7 -
G299 BF 200316 Sida Sida acuta Léguéma 1 8 - 11 -
G300_BF 200316 Ipomea Ipomea alba Léguéma 1 14 - - -
G301_BF 200316 Sida Sida acuta Léguéma 1 2 -1 -
G303_BF 200316 Boerhavia Boerhavia erecta Léguéma 1 - - 10 -
G307_BF_200316 Euphorbia Euphorbia hirta Léguéma 1 5 - - -
G331_BF 200316 Sida Sida acuta Léguéma 1 16 - 11 -
G333 _BF 200316 Sida Sida acuta Léguéma 1 2 -7 -
G363_BF_210316 Ageratum Ageratum conyzoides  Léguéma 1 1 - 13 -
G372_BF 210316  Amaranthus Amaranthus viridis Léguéma 1 - - -2
G386 _BF 210316 Boerhavia Boerhavia erecta Léguéma 1 4 - - -
G401 _BF 210316 Abelmoschus Abelmoschus esculentus Léguéma 1 - - - 3
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G444 BF 210316 Ageratum Ageratum conyzoides Léguéma 1 5 - - -
G445 BF 210316 Sida Sida acuta Léguéma 1 7 - -
G446 _BF 210316 Sida Sida acuta Léguéma 1 7 - - -
G447 BF 210316 Ageratum Ageratum conyzoides Léguéma 1 15 - - -
G448 BF 210316 Ageratum Ageratum conyzoides Léguéma 1 1 - -
G449 BF 210316  Amaranthus ~ Amaranthus spinosus  Léguéma 1 - - -1
G454 BF 210316  Amaranthus ~ Amaranthus spinosus  Léguéma 1 5 - - -
G456_BF 210316 Euphorbia Euphorbia hirta Léguéma 1 16 - - -
G478 BF 210316 Ageratum Ageratum conyzoides Léguéma 1 1 - 12 -
G480_BF 210316 Ageratum Ageratum conyzoides Léguéma 1 15 - 13 -
G484 BF 210316  Amaranthus ~ Amaranthus spinosus  Léguéma 1 1 - - -
G508 BF 210316 Ageratum Ageratum conyzoides Léguéma 1 15 - 12 -
G512 BF 210316 Ageratum Ageratum conyzoides Léguéma 1 1 - 12 -
G522 _BF 210316 Solanum Solanum lycopersicum  Léguéma 1 13 - - -
G523 BF 210316 Solanum Solanum lycopersicum  Léguéma 1 13 - - -
G524 BF 210316 Solanum Solanum lycopersicum  Léguéma 1 16 - 10 -
G525 BF 210316 Solanum Solanum lycopersicum  Léguéma 1 13 - - -
G526_BF 210316 Solanum Solanum lycopersicum  Léguéma 1 13 - - -
G527 _BF 210316 Solanum Solanum lycopersicum  Léguéma 1 13 - - -
G528 BF 210316 Solanum Solanum lycopersicum  Léguéma 1 13 - - -
G529 BF 210316 Solanum Solanum lycopersicum  Léguéma 1 13 - - -
G533_BF 210316 Ageratum Ageratum conyzoides Léguéma 1 13 - - -
G534_BF 210316 Ageratum Ageratum conyzoides Léguéma 1 4 -2 -
G535 _BF 210316 Ageratum Ageratum conyzoides Léguéma 1 - - 12 -
G555 BF 210316 Abelmoschus Abelmoschus esculentus Léguéma 1 7 -7 -
G566 _BF 210316 Sida Sida acuta Léguéma 1 2 - 10 -
G567 _BF 210316 Sida Sida acuta Léguéma 1 2 -1 -
G571_BF 210316 Abelmoschus Abelmoschus esculentus Léguéma 1 11 - - -
G579 BF 210316 Abelmoschus Abelmoschus esculentus Léguéma 1 - - -2
G581_BF 210316 Ipomea Ipomea alba Léguéma 1 1 - - -
G590 BF 210316 Sida Sida acuta Léguéma 1 16 -7 -
G593 BF 210316 Sida Sida acuta Léguéma 1 2 - 3 -
G594 _BF 210316 Sida Sida acuta Léguéma 1 2 - 11 -
G595 BF 210316 Sida Sida acuta Léguéma 1 2 - 5 -
G597 _BF 210316 Sida Sida acuta Léguéma 1 16 -7 -
G621 _BF 210316 Solanum Solanum lycopersicum  Léguéma 1 3 - - -
G622_BF 210316 Solanum Solanum lycopersicum  Léguéma 1 3 - - -
G623_BF_ 210316 Solanum Solanum lycopersicum  Léguéma 1 3 - - -
G624 _BF 210316 Solanum Solanum lycopersicum  Léguéma 1 3 - - -
G625 _BF 210316 Solanum Solanum lycopersicum  Léguéma 1 3 - - -
G626_BF 210316 Solanum Solanum lycopersicum  Léguéma 1 3 - - -
G627_BF_ 210316 Solanum Solanum lycopersicum  Léguéma 1 3 - - -
G628_BF 210316 Solanum Solanum lycopersicum  Léguéma 1 13 - -
G629 _BF 210316 Solanum Solanum lycopersicum  Léguéma 1 3 2 - -
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G630_BF 210316 Solanum Solanum lycopersicum  Léguéma 1 13 - -
G640 _BF 210316 Ageratum Ageratum conyzoides Léguéma 1 - - -
G651 _BF 210316 Melochia Melochia sp. Léguéma 1 5 - - -
G662_BF 210316 Melochia Melochia sp. Léguéma 1 - - -1
G670 _BF 210316 Boerhavia Boerhavia erecta Léguéma 1 5 - - -
G673 _BF 210316 Boerhavia Boerhavia erecta Léguéma 1 5 - - -
G674_BF 210316 Boerhavia Boerhavia erecta Léguéma 1 5 - - -
G698 BF 210316 Melochia Melochia sp. Léguéma 1 16 - - -
G701_BF 210316 Melochia Melochia sp. Léguéma 1 7 - - -
G710_BF_230416 Sida Sida sp Goué 1 - 4 - -
G711 _BF_230416 Sida Sida sp Goué 1 1 4 - -
G714_BF_230416 Sida Sida sp Goué 1 - 3 - -
G725 BF 230416 Hibiscus Hibiscus sp Goué 1 7 - 7 -
G726_BF 230416 Abelmoschus Abelmoschus esculentus  Goué 1 7 - 5 -
G727 _BF 230416 Abelmoschus Abelmoschus esculentus  Goué 1 10 5 7 -
G728 BF 230416 Abelmoschus Abelmoschus esculentus  Goué 1 10 - 7 -
G729 BF 230416 Abelmoschus Abelmoschus esculentus  Goué 1 7 - 7 -
G730 _BF 230416 Abelmoschus Abelmoschus esculentus  Goué 1 10 - 7 -
G731_BF 230416 Abelmoschus Abelmoschus esculentus  Goué 1 7 -1 -
G732_BF 230416 Abelmoschus Abelmoschus esculentus  Goué 1 - - 12 -
G733 _BF 230416 Abelmoschus Abelmoschus esculentus  Goué 1 7 -1 -
G734_BF 230416 Abelmoschus Abelmoschus esculentus  Goué 1 7 -1 -
G736_BF 230416 Heliotropium  Heliotropium indicum Goué 1 - 6 - -
G768 _BF 230416  Amaranthus Amaranthus viridis Goué 1 7 - - -
G780_BF 230416 Physalis Physalis ixocarpa Goué 1 4 1 - -
G792_BF 230416  Amaranthus Amaranthus viridis Goué 1 7 - - -
G795 BF 230416  Amaranthus Amaranthus viridis Goué 1 - 5 - -
G802_BF_ 230416 Ageratum Ageratum conyzoides Goué 1 3 1 - -
G803_BF 230416 Ageratum Ageratum conyzoides Goué 1 3 1 - -
G808_BF 230416 Euphorbia Euphorbia hirta Goué 1 3 - - -
G821_BF 230416 Sida Sida acuta Goué 1 7 - 5 -
G831_BF 230416 Abelmoschus Abelmoschus esculentus  Goué 1 7 - 7 -
G833 _BF_230416 Capsicum Capsicum frutescens Goué 1 3 1 - -
G834 _BF 230416 Capsicum Capsicum frutescens Goué 1 3 1 - -
G835 _BF 230416 Capsicum Capsicum frutescens Goué 1 3 1 - -
G836_BF 230416 Capsicum Capsicum frutescens Goué 1 3 1 - -
G837_BF 230416 Capsicum Capsicum frutescens Goué 1 3 1 - -
G838_BF 230416 Capsicum Capsicum frutescens Goué 1 3 1 - -
G839 BF 230416 Capsicum Capsicum frutescens Goué 1 3 1 - -
G840 _BF 230416 Capsicum Capsicum frutescens Goué 1 3 1 - -
G842_BF 230416 Capsicum Capsicum frutescens Goué 1 3 1 - -
G847_BF 230416 Ageratum Ageratum conyzoides Goué 1 3 1 - -
G856_BF 230416 Melochia Melochia sp. Goué 1 2 - - -
G859 BF 230416 Melochia Melochia sp. Goué 1 2 - - -
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G861_BF_230416 Sida Sida acuta Goué 1 2 - 3 -
G862_BF_230416 Sida Sida acuta Goué 1 2 - 3 -
G863_BF_230416 Sida Sida acuta Goué 1 2 -1 -
G864_BF_230416 Sida Sida acuta Goué 1 2 -1 -
G865_BF_230416 Sida Sida acuta Goué 1 2 - 8 -
G866_BF_230416 Sida Sida acuta Goué 1 2 - 11 -
G867_BF_230416 Sida Sida acuta Goué 1 2 -1 -
G869_BF_230416 Sida Sida acuta Goué 1 8 - 11 -
G881 _BF 230416 Capsicum Capsicum frutescens Goué 1 3 1 - -
G883 _BF 230416 Capsicum Capsicum frutescens Goué 1 3 1 - -
G884 _BF 230416 Capsicum Capsicum frutescens Goué 1 3 1 - -
G885 _BF 230416 Capsicum Capsicum frutescens Goué 1 3 - - -
(G888 _BF 230416 Euphorbia Euphorbia hirta Goué 1 3 1 - -
G902_BF 240416  Amaranthus Amaranthus viridis Goué 1 2 - - -
G904_BF 240416  Amaranthus Amaranthus viridis Goué 1 - - -1
G905 _BF 240416  Amaranthus Amaranthus viridis Goué 1 - - -1
G919 BF 240416 Euphorbia Euphorbia hirta Goué 1 10 - - -
G943 BF 240416 Capsicum Capsicum frutescens Goué 1 4 1 - -
G944 BF 240416 Capsicum Capsicum frutescens Goué 1 4 1 - -
G945 BF 240416 Capsicum Capsicum frutescens Goué 1 4 1 - -
G946_BF 240416 Capsicum Capsicum frutescens Goué 1 4 1 - -
G947_BF_240416 Capsicum Capsicum frutescens Goué 1 4 1 - -
G949 BF 240416 Boerhavia Boerhavia erecta Goué 1 - 3 - -
G964_BF_ 240416 Sida Sida acuta Goué 1 7 -7 -
G966_BF 240416 Capsicum Capsicum frutescens Goué 1 3 1 - -
G983 _BF 240416 Leucas Leucas martinicens Goué 1 3 - - -
G985 _BF 240416 Leucas Leucas martinicens Goué 1 3 - - -
G992 _BF 240416 Ipomea Ipomea alba Goué 1 12 - - -
G993 BF 240416 Ipomea Ipomea alba Goué 1 1 - - -
G994 BF 240416 Ipomea Ipomea alba Goué 1 12 -1 -
G995 BF 240416 Ipomea Ipomea alba Goué 1 11 - - -
G997_BF_240416 Ipomea Ipomea alba Goué 1 11 - - 6
G998 BF 240416 Ipomea Ipomea alba Goué 1 1 -1 -
G999 BF 240416 Ipomea Ipomea alba Goué 1 12 -1 -
G1000_BF 240416 Ipomea Ipomea alba Goué 1 1 - - -
G1021 BF 240416 Amaranthus Amaranthus spinosus Goué 1 3 1 2 1
G1028 BF 240416  Boerhavia Boerhavia erecta Goué 1 - 1 - -
G1033_BF_240416 Physalis Physalis ixocarpa Goué 1 4 - - -
G1035 BF 240416 Amaranthus Amaranthus viridis Goué 1 - - -1
G1037_BF_240416  Euphorbia Euphorbia hirta Goué 1 1 - - -
G1040_BF 240416  Euphorbia Euphorbia hirta Goué 1 5 - - -
G1050 BF 240416 Amaranthus Amaranthus viridis Goué 1 - - -1
G1057_BF 240416 Amaranthus Amaranthus viridis Goué 1 - - -1
G1079_BF 240416 Amaranthus Amaranthus spinosus Goué 1 - - -1
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G1084 BF 240416 Amaranthus  Amaranthus spinosus Goué 1 6 - -2
G1088 BF 240416  Capsicum Capsicum annuum Goué 1 3 - - -
G1092 BF 240416  Capsicum Capsicum annuum Goué 1 3 - - -
G1093 BF 240416  Capsicum Capsicum annuum Goué 1 4 1 - -
G1094 BF 240416  Capsicum Capsicum annuum Goué 1 3 1 - -
G1107_BF 240416  Capsicum Capsicum frutescens Goué 1 3 - - -
G1108 BF 240416  Capsicum Capsicum frutescens Goué 1 4 1 - -
G1109 BF 240416  Capsicum Capsicum frutescens Goué 1 - 1 3 -
G1113 BF 240416  Capsicum Capsicum frutescens Goué 1 4 1 4 -
G1117_BF 240416 Abelmoschus Abelmoschus esculentus  Goué 1 7 - 3 -
G1118 BF 240416 Abelmoschus Abelmoschus esculentus  Goué 1 7 -1 -
G1119 BF 240416 Abelmoschus Abelmoschus esculentus  Goué 1 8 - 5 -
G1120 BF 240416 Abelmoschus Abelmoschus esculentus  Goué 1 10 - 6 -
G1121 BF 240416 Abelmoschus Abelmoschus esculentus  Goué 1 10 - 7 -
G1123 BF 240416 Abelmoschus Abelmoschus esculentus  Goué 1 10 - - -
G1124 BF 240416 Abelmoschus Abelmoschus esculentus  Goué 1 7 - - -
G1126_BF 240416 Abelmoschus Abelmoschus esculentus  Goué 1 7 - 8 -
G1131 BF 240416  Boerhavia Boerhavia erecta Goué 1 7 - 8 -
G1135 BF 240416  Boerhavia Boerhavia erecta Goué 1 - - 3 -
G1136_BF 240416  Boerhavia Boerhavia erecta Goué 1 7 - - -
G1137_BF 240416 Amaranthus Amaranthus spinosus Goué 1 - - 3 -
G1138 BF 240416 Amaranthus Amaranthus spinosus Goué 1 8 - - -
G1139 BF 240416 Amaranthus Amaranthus spinosus Goué 1 - -9 -
G1140_BF 240416 Amaranthus Amaranthus spinosus Goué 1 - -9 -
G1142 BF 240416 Amaranthus Amaranthus spinosus Goué 1 - - 3 -
G1148 BF 240416  Euphorbia Euphorbia hirta Goué 1 - - 8 -
G1149 BF 240416  Euphorbia Euphorbia hirta Goué 1 - -9 -
G1150_BF 240416  Euphorbia Euphorbia hirta Goué 1 - - 3 -
G1151 BF 240416  Euphorbia Euphorbia hirta Goué 1 7 -9 -
G1152 BF 240416  Euphorbia Euphorbia hirta Goué 1 - -9 -
G1155 BF 240416  Euphorbia Euphorbia hirta Goué 1 7 - 8 -
G1158 BF 240416 Abelmoschus Abelmoschus esculentus  Goué 1 7 - 3 -
G1159 BF 240416 Abelmoschus Abelmoschus esculentus  Goué 1 7 -9 -
G1160_BF 240416 Abelmoschus Abelmoschus esculentus  Goué 1 7 - 3 -
G1161 BF 240416 Abelmoschus Abelmoschus esculentus  Goué 1 - - 8 -
G1163 BF 240416 Abelmoschus Abelmoschus esculentus  Goué 1 7 - 3 -
G1164 BF 240416 Abelmoschus Abelmoschus esculentus  Goué 1 8 - 8 -
G1165 BF 240416 Abelmoschus Abelmoschus esculentus  Goué 1 7 - 5 -
G1166_BF 240416 Abelmoschus Abelmoschus esculentus  Goué 1 7 - 8 -
G1167_BF 240416 Abelmoschus Abelmoschus esculentus  Goué 1 7 -9 -
G1171 BF 240416 Hibiscus Hibiscus sp Goué 1 - - 3 -
G1172_BF 240416 Hibiscus Hibiscus sp Goué 1 11 - -
G1186_BF 240416 Amaranthus Amaranthus viridis Goué 1 - - -
G1189 BF 240416 Melochia Melochia sp. Goué 1 12 - - -
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G1199 BF_240416 Sida Sida acuta Goué 1 2 - 3 -
G1200_BF_240416 Sida Sida acuta Goué 1 2 -7 -
G1201_BF_240416 Sida Sida acuta Goué 1 2 -1 -
G1202_BF_240416 Sida Sida acuta Goué 1 8 - 5 -
G1203_BF_240416 Sida Sida acuta Goué 1 2 - 10 -
G1204_BF_240416 Sida Sida acuta Goué 1 2 -1 -
G1205_BF_240416 Sida Sida acuta Goué 1 2 - 10 -
G1206_BF_240416 Sida Sida acuta Goué 1 8 -7 -
G1207_BF_240416 Sida Sida acuta Goué 1 2 - 11 -
G1208_BF_240416 Sida Sida acuta Goué 1 8 -1 -
G1213_BF 240416 Undetermined Undetermined Goué 1 7 1 - -
G1215 BF 240416 Undetermined Undetermined Goué 1 1 - - -
G1218 BF 240416 Undetermined Undetermined Goué 1 - - - 3
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Molecular epidemiology of geminiviruses responsible for emerging diseases on vegetable
crops in Burkina Faso

Geminiviruses have emerged to become one of the largest and most economically important
groups of plant-infecting viruses, and geminivirus-induced diseases are a major threat to
worldwide vegetable production, particularly in tropical and subtropical regions of the world.
Importantly, the accumulated body of work on some of the most important geminiviral
associated diseases clearly demonstrate the role of geminiviruses associated with wild plants
on the emergence of disease on imported crops. Moreover, recent metagenomic data suggested
that the vast majority of viruses characterized from crops represent only a small fraction of the
phytoviruses in general. It is therefore of prime interest to obtain a better knowledge of viral
diversity infecting crops and wild plants, the main epidemiological parameters involved in their
emergence and their dynamic at the scale of agro-ecological systems.

In this work, a survey of solanaceous crop fields and their surrounding uncultivated plants from
48 localities in Burkina Faso and Ivory Coast was performed. The sample analysis using
classical molecular biology tools both confirm the incompleteness of our knowledge of the
geminivial diversity and the existence of numerous alternative wild host plants. At least five
species of begomovirus and mastrevirus were found in association with the ToLCD-TYLCD.
A North to South increasing gradient of complexity of viruses populations was uncover with
PepYVMLYV being the most prevalent on cultivated solanaceous plants.

The discovery of the association of a newly described DNA-B component with the PepYVMLV
also lead to the study of the epidemiological parameters of this co-infection. Despite this
association being relaxed, it was demonstrated that the virulence of the disease, the viral
accumulation and the transmission by Bemisia tabaci were increased with the presence of the
co-infection with the DNA-B component. All these factors are probably associated with the
success of this association on the field. Because of the extreme severity of the resulting disease,
the diffusion of this new DNA-B component at a larger scale would represent a major threat to
tomato culture in Burkina Faso, Africa and the world in general.

The use of a metagenomic approach, allow the generalization of our findings to full agro-
ecological settings. Besides confirming previous species discovery, species yet undescribed in
Burkina Faso along with completely new begomovirus species were described. The inspection
of the virus-plant and virus-virus associations networks allow to uncover strong links existing
between the viral corteges associated to groups of cultivated and uncultivated plants. These
findings emphasized the necessity to consider full agro-ecological settings plant diversity rather
than only crops in order to understand and prevent geminiviruses associated diseases.

Globally, our results highlight the necessity to carry on the ongoing plant disease monitoring
work and the inventory of viral populations associated with cultivated and uncultivated plants
in order to understand the functioning of natural geminiviral community and the impact of
human practices on the emergence of viral disease.



Epidémiologie moléculaire des géminivirus responsables de maladies émergentes sur les
cultures maraichéres au Burkina Faso

Les épidémies virales constituent une menace majeure pour les cultures dans de nombreuses
régions tropicales et subtropicales du monde. En Afrique de I'Ouest et Centrale, malgré la
caractérisation d’une multitude de nouvelles espéces de géminivirus, les connaissances sur
I*épidémiologie des maladies virales emergentes restent incomplétes, notamment concernant la
diversité et I’identification précise des especes virales incriminées. Paradoxalement, si I’on
considere que la plupart des maladies émergentes causees par les géminivirus sont liées a des
virus infectant naturellement les plantes sauvages, et qui se seraient adaptés aux plantes
cultivées introduites, la diversité des populations virales dans leurs écosystemes naturels reste
tres largement méconnue. De plus, le caractere non pérenne de la majorité des plantes
maraicheres suggere I’existence de plantes hotes alternatives ou réservoirs, qui permettent aux
populations virales de se maintenir lors des périodes d’intercultures. Par conséquent, pour lutter
contre ces nouvelles maladies virales dévastatrices, il est primordial d'acquérir de meilleures
connaissances de la diversité des populations virales des plantes cultivées et sauvages, de leurs
répartitions géographiques, de leurs liens phylogénétiques, de leurs pathogenicités et des
principaux facteurs épidémiologiques a I'échelle des agro-écosystémes.

Ainsi, les travaux entrepris dans cette these ont porté sur I’analyse d’échantillons de plantes
maraichéres et non cultivées provenant de 48 localités réparties sur le territoire du Burkina Faso
et de Cote d’lvoire. Nos principaux résultats confirment a la fois la non-exhaustivité de notre
connaissance de la diversité des géminivirus présent sur les cultures maraichéres, avec
I’existence d’au moins cingq espéces de géminivirus impliqués dans la maladie du ToLCD-
TYLCD, d’un gradient Nord-Sud de complexité des espéces de géminivirus au Burkina Faso,
la prédominance du PepYVMLYV sur les solanées cultivées et la présence de nombreuses plantes
alternatives ou réservoirs.

Au regard de la découverte d’un nouveau composant d’ADN-B en association avec le
PepYVMLYV, les principaux paramétres du pouvoir pathogene du PepYVMLV en infection
simple ou mixte avec le composant d’ADN-B ont été évalués en conditions controlées. Nos
résultats démontrent que méme si le PepYVMLYV n’est pas un bégomovirus bipartite strict,
I”’ADN-B représente a la fois un activateur fort de la virulence, de I’accumulation du virus dans
la plante et de la transmission par son insecte vecteur Bemisia tabaci, qui semblent concourir a
sa prédominance sur le terrain. Une diffusion plus large de ce composant d’ADN-B
représenterait une menace majeure pour la culture de la tomate au Burkina Faso, en Afrique et
plus largement dans le monde.

L’élargissement des analyses par I’utilisation d’une approche métagénomique a non seulement
permis de confirmer la présence d’une majorité des virus decrits préalablement avec les
approches classiques, mais également la caractérisation de nouvelles espéces virales. L analyse
des réseaux d’associations virus-plantes hotes et virus-virus ont montré des liens forts entre les
populations virales associés a des groupes de genres de plantes cultivées et non cultivées
soulignant la nécessité de considérer les agro-écosystemes dans leur totalité pour lutter contre
les maladies a géminivirus.

L’ensemble de nos résultats soulignent I’importance des travaux d’épidémiosurveillance et
d'inventaire des populations virales sur les plantes cultivées et sauvages afin de comprendre le
fonctionnement des communautes virales a I’échelle des agroécosystemes et I’impact des
perturbations anthropiques sur les processus d’émergence de nouvelles maladies.
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