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Résumé

Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo) est ’agent causal de la bactériose vasculaire (BLB), une
importante maladie du riz qui cause des pertes de rendements considérables en Asie et en
Afrique. La pathogénie de Xoo est fortement dépendante des effecteurs de type TAL
(Transcriptional Activator-Like) et la résistance variétale est considérée comme la méthode de
lutte la plus efficace et la plus économique contre la bactériose vasculaire. Des travaux
antérieurs ont permis de comprendre des caractéristiques génétiques et pathotypiques des
souches de Xoo et I’identification de sources de résistance, d’une maniére générale en Afrique
et en particulier au Burkina Faso. D’une manicre globale, notre étude a visé a approfondir les
résultats préalablement obtenus sur ’interaction riz-Xoo au Burkina Faso pour un meilleur
contréle de la bactériose vasculaire. Dans ce cadre, les objectifs suivants ont ét¢ fixés (i)
analyser la structure génétique des populations de Xoo collectées au Burkina Faso entre 2003
et 2018 en s’appuyant sur la diversité de marqueurs de type microsatellites, (ii) analyser la
diversité du contenu en génes 7AL et des races et (ii1) évaluer la résistance de variétés élites et
lignées quasi-isogéniques de riz respectivement au champ et en conditions semi contrdlées. Une
collection d’environ 200 souches de Xoo collectées de quatre sites rizicoles appartenant a trois
régions du Burkina Faso a fait I’objet de cette étude. Le génotypage de la collection a ’aide
d’un schéma MLVA (Multi-Locus VNTR Analysis) bas¢ sur 1’étude de 14 loci microsatellites
a permis de distinguer 22 haplotypes dont 18 pour le site de Bagré. Les souches ont été
discriminées pour la plupart selon I’origine géographique c’est-a-dire les sites rizicoles et
I’année de collecte. Cinq haplotypes sont partagés par des souches collectées sur deux années
consécutives: I’haplotype 3 comporte des souches collectées a Bagré en 2017 et 2018 tandis
que les 4 autres comportent des souches collectées en 2016 et 2017. Ces résultats pourraient
témoigner d’une transmission de Xoo par les semences et de 1’absence de nouvelles
introductions. L’analyse de la diversit¢é du contenu en geénes TAL par RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism) a distingué¢ huit empreintes différentes dont six nouvelles
empreintes identifiées dans cette étude. De fagon intéressante, les haplotypes 3, 7, 11 et 15
renferment plusieurs empreintes ce qui suggere une évolution récente du répertoire de geénes
TAL dans ces souches. Une nouvelle race An a été caractérisée parmi des souches collectées
entre 2003 et 2011 et des souches collectées récemment entre 2012 et 2018, ont été caractérisées
comme race A3, une race auparavant identifiée au Mali. De fagon surprenante, 1’évaluation de
la résistance des variétés élites au champ n’a permis d’observer aucun symptome de la
bactériose vasculaire sur I’ensemble des variétés testées y compris les témoins sensibles. Les
lignées quasi-isogéniques IRBB57, IRBB60 et IRBB63 ont montré une résistance efficace et
stable en conditions semi controlées. Les résultats obtenus améliorent nos connaissances sur la
structure génétique des populations de Xoo au Burkina Faso et les geénes de résistance
potentiellement efficaces pour le contrdle de la bactériose vasculaire, des atouts préalables
importants a 1’orientation de la sélection et au déploiement des genes de résistance.

Mots clés: Diversité génétique, effecteurs de type TAL, analyse MLV A, résistance génétique,
Xanthomonas oryzae pv. oryzae, riz, Burkina Faso
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Abstract

Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo) is the causal agent of bacterial leaf blight (BLB), an
important disease of rice that causes considerable yield losses in Asia and Africa. Xoo
pathogenesis is highly dependent on Transcriptional Activator-Like (TAL) effectors, and
varietal resistance is considered to be the most effective and economical method of controlling
BLB. Previous work has allowed us to understand the genetic and pathotypic characteristics of
Xoo strains and the identification of sources of resistance, generally in Aftrica and particularly
in Burkina Faso. Overall, our study aims to deepen the results previously obtained on the rice-
Xoo interaction in Burkina Faso for a better control of BLB. Within this framework, the
following objectives were set (i) to analyze the genetic structure of Xoo populations collected
in Burkina Faso between 2003 and 2018 based on the diversity of microsatellite markers, (ii) to
analyze the diversity of TAL gene content and races, and (iii) to evaluate the resistance of elite
varieties and quasi-isogenic lines of rice respectively in the field and under semi-controlled
conditions. A collection of about 200 Xoo strains collected from four rice-growing sites in three
regions of Burkina Faso was studied. Genotyping of the collection using a MLVA (Multi-
Locus VNTR Analysis) scheme based on the study of 14 microsatellite loci allowed us to
distinguish 22 haplotypes, including 18 for the Bagré site. Most of the strains were
discriminated according to geographical origin, i.e. rice-growing sites and year of collection.
Five haplotypes are shared by strains collected in two consecutive years: haplotype 3 includes
strains collected in Bagré in 2017 and 2018 while the other four include strains collected in
2016 and 2017. These results could reflect seed transmission of Xoo and the absence of new
introductions. Analysis of the diversity of TAL gene content by RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism) distinguished eight different fingerprints including six new fingerprints
identified in this study. Interestingly, haplotypes 3, 7, 11 and 15 contain several fingerprints
suggesting a recent evolution of the TAL gene repertoire in these strains. The Bagré site
contained the greatest diversity both in terms of microsatellite marker diversity and TAL gene
content diversity. A new race An was characterized among strains collected between 2003 and
2011 and strains collected recently between 2012 and 2018 were characterized as race A3, a
race previously identified in Mali. Surprisingly, the resistance evaluation of elite varieties in
the field did not observe any symptoms of BLB on all the varieties tested including the
susceptible controls. The quasi-isogenic lines IRBB57, IRBB60 and IRBB63 showed effective
and stable resistance under semi-controlled conditions. The results improve our knowledge of
the genetic structure of Xoo populations in Burkina Faso and potentially effective resistance
genes for the control of vascular bacterial disease, important prerequisites for guiding selection
and deployment of resistance genes.

Key words: Genetic diversity, TAL-like effectors, MLVA analysis, genetic resistance,
Xanthomonas oryzae pv. oryzae, rice, Burkina Faso
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Introduction

Le riz est une plante fascinante qui s’est adaptée a une large gamme de conditions
topographiques et hydrologiques, résultant en une trés grande diversité de systémes rizicoles a
travers le monde (Coulon, 2016). La culture du riz occupe plus de 200 millions d’étres humains
dans le monde qui exploitent annuellement plus de 150 millions d’hectares avec des volumes
annuels de plus de 660 millions de tonnes (Trébuil, 2011; FAO, 2018). Il s’agit de la culture
vivriere la plus importante constituant plus de 20% des calories quotidiennes de plus de 3,5

milliards de personnes dans le monde (Khush, 2013).

En Afrique, le riz occupe une part majeure et croissante de I’alimentation des populations et
revét une importance capitale pour la sécurité alimentaire dans de nombreux pays (Boutsen et
Aertsen, 2013). Avec une production insuffisante de 29 millions de tonnes de riz, I’ Afrique est
le plus grand importateur de riz au monde, important environ 32% des volumes échangés sur le
marché mondial évalués a 5,8 milliards de dollars par an (Sileshi et Gebeyehu, 2021). A I’instar
des autres pays aftricains, la consommation de riz au Burkina Faso croit a un rythme annuel de
7% en raison de la triple conséquence de la croissance démographique, de I’urbanisation et le
changement des habitudes alimentaires (Bazi¢ et al., 2014). Par conséquent, pour combler le
déficit entre la demande et la production nationales, les importations constituent un canal
habituel de pertes de devises se chiffrant en moyenne a plus de 53 milliards de FCFA par an

(Direction générale des douanes, communications personnelles).

Compte tenu de I’importance du role joué par le riz dans la sécuritaire alimentaire, I’économie
locale et la quiétude sociale de nombreux pays africains, I’augmentation de la production du riz
dans ces derniers devient une nécessité. L’instauration d’une autosuffisance alimentaire en riz
dans ces pays nécessite des investissements substantiels dans la recherche, en particulier sur les
maladies du riz (Verdier et al., 2012a). Parmi les maladies du riz, la bactériose vasculaire (en
anglais Bacterial Leaf Blight « BLB ») causée par Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo), est
considérée comme la plus importante maladie bactérienne dans le monde de sa part sa large
distribution géographique et son importance économique. En effet, elle est présente dans de
nombreuses régions rizicoles notamment en Asie et en Afrique (Jeger et al., 2018). Xoo est un
pathogene vasculaire qui provoque des symptomes de flétrissement entrainant de fortes pertes
de rendement. Des pertes de rendement de 20 a 80% sont causées dans les zones touchées par

la BLB dans plus d’une dizaine de pays africains (Sileshi et Gebeyehu, 2021).



La capacité de Xoo a causer la BLB est fortement dépendante des effecteurs TAL (pour
Transcription Activator-Like) (Yang et White, 2004). Ces effecteurs agissent comme de
véritables facteurs de transcription eucaryotes en induisant I’expression de genes hotes dont
certains conduisent au développement de la maladie ou a la résistance (Bogdanove ef al., 2010;
Hutin et al., 2015a). Pour lutter contre la BLB, I'utilisation de variétés résistantes est considérée
comme la méthode la plus efficace et la plus économique (Suh ez al., 2013; Dokku et al., 2013;
Pradhan et al., 2015). La base génétique de la résistance chez le riz a été étudiée de manicre
intensive, et au moins 44 génes conférant une résistance a la BLB ont été¢ identifiés, et de
nombreux cultivars et hybrides de riz résistants ont été développés et commercialisés dans le

monde (Kumar ef al., 2020).

La BLB est relativement récente en Afrique par rapport a I’ Asie ou elle a été identifiée pour la
premiére fois dans la préfecture de Fukuoka en 1884 au Japon (Tagami et Mizukami, 1962;
Mew et al., 1993). En Afrique, la maladie a été signalée pour la premiere fois au Mali en 1979
(Buddenhagen et al., 1979) puis durant les cinq années suivantes, elle a été rapportée dans plus
d’une dizaine de pays africains dont le Burkina Faso en 1981 (Institut du Sahel, 1991).
L’expansion de la maladie a été en corrélation avec I’augmentation de la culture du riz et
I’introduction de nouvelles variétés parfois trés sensibles a la BLB (Verdier et al., 2012a). En
1998 et 2004, des épidémies de la BLB ont sévi sur la plaine rizicole de Bagré, potentiellement
suite a I’introduction de la variété de riz chinoise TCS10 qui s’est avérée trés sensible
occasionnant des pertes de rendement de plus de 50% sur des parcelles cultivées avec cette
variété (Ouédraogo et Kaboré¢, 1998; Ouédraogo et al., 2004). Plus récemment en 2016, des
incidences trés importantes, variant de 5 a 99 % et de 10 a 86 % ont été observées a Di et a
Bagré respectivement (données non publiées, Wonni). Bien que les pertes de rendement ne
soient pas évaluées, il est treés fortement soupgconné que la BLB, au regard de sa prévalence au
Burkina Faso, contribue a une baisse non négligeable du rendement potentiel des variétés de riz

dans ce pays.

Xoo dispose d’un degré ¢levé de variation génétique avec des pathotypes (races) qui s’adaptent
continuellement aux environnements locaux de culture de riz (Li et al., 2009a; Chen et al.,
2012a; Mishra et al., 2013; Pradhan et al., 2015; Deng et al., 2016). La premiere caractérisation
moléculaire et pathotypique des souches africaines de Xoo réalisée avec des souches d’Afrique
de I’Ouest et des souches de Xoo asiatiques a travers une approche polyphasique combinant les
techniques de Polymorphisme de Longueur des Fragments de Restriction (RFLP « Restriction

Fragment Length Polymorphism »), de réaction de polymérisation en chaine de séquences



répétitives (Rep-PCR« Repetitive sequences Polymerase Chain Reaction »), de Polymorphisme
de Longueur de Fragments Amplifiés (AFLP « Amplified Fragment Length Polymorphism »)
et des tests de pathogénie, a montré que les souches africaines de Xoo sont génétiquement
distant de leurs homologues asiatiques et sont caractérisées par un nombre réduit de génes
codant les effecteurs TAL (Gonzalez ef al., 2007). Cette étude avait également caractérisé trois
nouvelles races africaines de Xoo (Al, A2 et A3) et montré que les génes de résistance Xa4,
xa5 et Xa7 sont résistants a ces races (Gonzalez et al., 2007). Récemment, six nouvelles races
de Xoo (A4 a A9) ont été caractérisées avec des souches isolées au Mali entre 2010 et 2013
(Tekete et al., 2020). D’autres études basées sur des méthodes MLSA (Multi-Locus Sequence
Analysis) et MLVA (Multi-Locus VNTR Analysis) ont confirmé la séparation génétique entre
les souches africaines et asiatiques de Xoo (Triplett ef al., 2011; Hajri et al., 2012; Wonni et al.,
2014; Poulin et al., 2015). De plus, des études basées sur le séquengage du génome entier ont
confirmé le nombre réduit de genes 7AL chez les souches africaines de Xoo comparativement
aux souches asiatiques de Xoo (Huguet-Tapia et al., 2016; Doucoure et al., 2018; Tran et al.,
2018; Oliva et al., 2019). Par ailleurs, des geénes et sources de résistance adaptés aux souches
africaines de Xoo ont été caractérisés. Il s’agit de I’identification et la cartographie des QTLs
de résistance qQABB7, gABB9 et qQABBI11 et des variétés FKR19, FKR43, FKR45N, FKR47N
et FKR49N identifiées résistantes en conditions d’inoculation artificielles a une large gamme
de souches africaines de Xoo (Djedatin et al., 2016; Wonni ef al., 2016). De fagon intéressante,
ces variétés élites FKR sont résistantes a tous les stades de développement du riz et la
manifestation phénotypique de la résistance est une réaction d’hypersensibilité (Wonni et al.,

2016).

L’ensemble des travaux susmentionnés ont permis de comprendre des caractéristiques
génétiques et pathotypiques des souches africaines de Xoo et I’identification de sources de
résistance adaptées d’une maniére générale en Afrique et en particulier au Burkina Faso. I est
évident que I’amélioration de la productivité du riz face a la BLB passe nécessairement, non
seulement par une compréhension de la diversité génétique et pathotypique des populations de
I’agent pathogeéne mais également des déterminants cruciaux de virulence de Xoo que sont les
effecteurs TAL a I’échelle locale afin de guider une gestion raisonnée des traits de résistance
disponibles chez le riz. D’une maniére globale, notre étude a visé a approfondir les résultats
préalablement obtenus sur I’interaction riz-Xoo au Burkina Faso pour un meilleur controle de

la BLB. Dans ce cadre, les objectifs suivants ont été fixés:



1- Analyser la diversité génétique des populations de Xoo collectées au Burkina Faso entre 2003

et 2018 en s’appuyant sur la diversité des marqueurs de type microsatellites;
2- Analyser la diversité du contenu en génes 7A4L et la diversité des races;

3- Evaluer la résistance de variétés élites FKR et de lignées quasi-isogéniques de riz

respectivement au champ et en conditions semi controlées.

Le présent manuscrit est organisé en deux parties. La premicre partie présente une revue de

littérature sur le projet de thése en quatre chapitres:

- Chapitre 1: Le riz dans le monde et le contexte de la riziculture au Burkina Faso;

- Chapitre 2: La bactériose vasculaire du riz due a Xanthomonas oryzae pv. oryzae;

- Chapitre 3: Les bases moléculaires des interactions plantes-microorganismes pathogenes;
- Chapitre 4: La structure génétique et la dynamique €volutive des populations bactériennes.
La deuxiéme partie porte sur le projet de theése en deux chapitres:

- Chapitre 5: Le matériel et les méthodes utilisés;

- Chapitre 6: Les résultats obtenus et la discussion.



Premiére partie: Revue de littérature

1 Chapitre 1: Le riz dans le monde et contexte de la riziculture au Burkina Faso
1.1 Leriz dans le monde

La conquéte du monde par le riz, fait de cette plante une des céréales les plus produites et
consommees dans le monde. Sa grande diversité génétique assure sa culture dans des écologies
extrémement variées. Sa production demeure entravée par de multiples contraintes biotiques et
abiotiques qui font I’objet d’importants axes de recherche afin d’assurer une fourniture continue

de cette denrée nécessaire a 1’alimentation de nombreuses populations humaines.
1.1.1 L’importance socio-économique du riz

Le riz est la culture vivriére la plus importante et I’aliment de base de plus de la moitié de la
population mondiale. En effet, plus de 3,5 milliards de personnes dans le monde dépendent du
riz pour plus de 20% de leurs calories quotidiennes (Khush, 2013). Par ailleurs, on estime que
la demande mondiale de riz devrait passer de 763 millions de tonnes en 2020 a 852 millions de
tonnes en 2035 soit une augmentation globale de 26% ou 176 millions de tonnes au cours des

25 prochaines années (Khush, 2013).

De toutes les céréales, le riz constitue la seule qui soit presque exclusivement réservée a la
consommation humaine, avec une consommation par personne et par an trés importante
dépassant les 100 kg et pouvant atteindre les 200 kg dans certains pays asiatiques (Courtois,
2007; Trébuil, 2011). Toutefois, d’importantes disparités s’observent dans sa consommation

avec trois grands modeles (Mendez del Villar, 2008; Mendez del Villar et al., 2011):

- Le mod¢le asiatique avec une moyenne de 80 kg/habitant et plus dans certains pays comme la
Chine, la Birmanie et I’Indonésie;

- Le mod¢le subtropical entre 40 et 60 kg/habitant en Afrique et en Amérique latine;

- Le modele occidental avec moins de 10 kg/habitant.

La culture du riz apparait comme la plus importante activité humaine a la surface du globe avec
plus de 200 millions de riziculteurs qui exploitent environ 150 millions d’hectares soit 15% de
la superficie cultivée et prés d’un quart du total des surfaces en grains (Trébuil, 2011). Cette
culture du riz est dominée par le continent asiatique qui concentre 90% des surfaces et de la
production avec toujours la Chine, 1’Inde, I’Indonésie, le Bangladesh, le Vietnam, la Thailande
comme les grands pays producteurs, alors que les 10% restants sont essentiellement partagés

entre I’ Amérique latine et I’ Afrique (Courtois, 2007; Trébuil, 2011). La production mondiale



de riz paddy au cours de la décennie de 2009 a 2018 est pratiquement en constante 1égere

augmentation avec une valeur moyenne de 752, 3 millions de tonnes (FAO, 2014; FAO, 2018)
(Figure 1).

Le riz est avant tout une production d’autoconsommation puisque les grands pays producteurs
sont également les principaux consommateurs (Courtois, 2007; Boutsen et Aertsen, 2013). Par
conséquent seulement une faible partie de la production est échangée sur le marché mondial,
représentant 9% de la production mondiale contre 23% et 43% respectivement pour le blé et le
soja (CIC, 2018). De plus, le commerce mondial du riz reste dominer par certains pays
asiatiques dont I’Inde, la Thailande et le Vietnam qui assurent a eux trois plus de 60% des

exportations (FAO, 2014; FAO, 2018).

Le caractére marginal et concentré du marché mondial du riz par un nombre restreint de pays
qui sont également de gros consommateurs constitue une réelle situation d’insécurité pour
I’Afrique, et particulierement 1’Afrique de 1’Ouest dont la dépendance de ce marché croit
d’année en année. En effet, au cours de la période 2010-2018, I’ Afrique a importé en moyenne
14,7 millions de tonnes de riz soit 34% des importations mondiales et les principaux
importateurs sont situés en Afrique de I’Ouest avec notamment le Nigéria, la Cote d’Ivoire et

le Sénégal (FAO, 2014; FAO, 2018).

Millions de tonnes Millions de hectares
780 167
724 160

< v [t}
— — - —

o - o~ m ~ o

- - - - _§ - _E
&8 R R R 8 8 ® RER/:s
m Production e Superficie

668 153

612 146

556 139

500 132
% .

Source : FAO (2018)

Figure 1: La production et la superficie mondiales de riz paddy



1.1.2 L’importance du riz dans la recherche scientifique

Le riz est sans doute I'une des céréales cultivées qui bénéficie d’un intérét scientifique
considérable. Du fait de la triple raison de son importance économique, de la taille relativement
petite de son génome et de la mise en évidence de la synténie entre les génomes de céréales, le
riz a été choisi par la communauté scientifique internationale comme la plante mod¢le de la
génétique des céréales (Courtois, 2007; Gaufichon et al., 2010). Cette synténie qui désigne la
conservation de 1’ordre et de I’orientation des geénes le long des chromosomes entre différentes
céréales a été mise en évidence a I’origine par Moore et al. (1995). En effet, bien que le génome
du riz (= 400 Mpb) est de taille réduite comparativement a celui du sorgho (= 730 Mpb), du
mais (= 2500 Mpb) et du blé (=17000 Mpb), il n’en demeure pas moins qu’il partage 67% des
genes avec le mais, 73% des génes avec le blé et 79% des geénes avec le sorgho (Salse ef al.,
2008; Paterson et al., 2009; Schnable et al., 2009; Salse, 2012). De ce fait, I’acquisition de

connaissances sur le riz facilite celle sur des génomes plus complexes de céréales.

Le choix du riz comme céréale modele s’est traduit par une augmentation considérable des
efforts de recherche sur le riz (Courtois, 2007), notamment dans le domaine de la génomique
ce qui a fait d’elle, la céréale pour laquelle les études de génomique sont les plus avancées
(Delseny et al., 2013). Le riz est devenu le deuxieéme génome végétal séquencé apres celui
d’Arabidopsis avec le séquencage de son génome chez les deux sous-especes de O. sativa a
savoir O. sativa spp. indica cv. 93-11 et O. sativa spp. japonica cv. Nipponbare (Goff, 2002;
Yu, 2002; IRGSP, 2005). Les projets de séquengage ont €té accompagnés de la génération de
ressources génomiques considérables. C’est le cas des SNPs (Single Nucleotide
Polymorphisms) et Indels (Insertion-deletions) identifiés et partagés dans de nombreuses bases
de données telles que HapRice (http://qtaro.abr.affrc.go.jp/index.html), RiceVarMap (http: /
rizvarmap. Ncpgr.cn) et SNP-Seek (http://www.oryzasnp.org/iric-portal/) (Yonemaru et al.,
2014; Alexandrov et al., 2015; Zhao et al., 2015). De plus, de nombreux outils notamment des
puces a ADN et des lignées de riz mutantes de désactivation ou de surexpression de génes ont
été développés pour déterminer la fonction des geénes et relier les génes aux phénotypes (Jung
et al., 2008). De nombreuses ressources génétiques et génomiques sur le riz sont également
disponibles sur des bases de données entre autres OryGenesDB (http://orygenesdb.cirad.fr/) et
Oryzabase (http://www.shigen.nig.ac.jp/rice/oryzabase/top/ top.jsp) (Droc et al., 2006; Kurata
et Yamazaki, 2006).

L’intérét scientifique pour le riz s’observe également dans la précieuse conservation de ses

ressources génétiques. En effet, d’importants instituts/centres de recherche ont accordé une



importance particuliére dans I’assemblage et la conservation de la biodiversité¢ du riz. Ainsi,
I’Institut International de Recherche sur le Riz aux Philippines dispose d’environ 107.000
accessions de O. sativa dont 5.000 accessions d’espéces sauvages (Courtois, 2007). L'Institut
National de Génétique de Mishima, au Japon, détient 1.701 accessions de 20 espéces sauvages
de riz (Nonomura et al., 2010). L’institut de Recherche pour le Développement et le Centre
International en Recherche Agronomique pour le Développement en France conservent 3.700
accessions de O. glaberrima et de ses parents sauvages. L'Institut International d'Agriculture
Tropicale, a Ibadan, au Nigéria, conserve plus de 2.800 accessions de O. glabarrima et le Centre

du riz pour I'Afrique dispose de 2.500 accessions de O. glaberrima (Agnoun et al., 2012).
1.1.3 La diversité génétique et les origines de domestication du riz

La systématique classe le riz dans le régne des Plantae, le sous-régne des Magnoliophyta ou
Angiospermes, la classe des Liliopsida ou Monocotylédones, la sous-classe des Commelinidae,
I’ordre des Cypérales, la famille des Poacées ou Graminées, le genre Oryza et I’espece Oryza
spp. (Angladette, 1976). Le genre Oryza est constitué de 23 especes qui a I’exception d’O.
brachyanta et O. schlechteri sont regroupées en quatre complexes d'especes que sont les
complexes d’especes O. sativa, O. officinalis, O. ridleyi et O. granulata (Vaughan et al., 2003;
Vaughan et al., 2005). L’ensemble de ces especes est reparti en 10 groupes génomiques dont
six diploides (AA, BB, CC, EE, FF et GG) et quatre tétraploides (BBCC, CCDD, HHJJ et
HHKK) (Vaughan et al., 2003; Nonomura et al., 2010). La figure 2 présente la relation

phylogénétique entre ces différents génomes et especes du genre Oryza.
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Figure 2: L'arbre phylogénétique des différents génomes et especes du genre Oryza

Cet arbre est construit sur la base de la phylogénie du gene de I’alcool déshydrogénase 2 (Adh2).
Les nombres représentent les pourcentages de bootstrap supérieurs a 50%. Les longueurs des
branches sont proportionnelles au nombre de substitutions de nucléotides et les barres d'échelle

indiquent 10 substitutions (Ge et al., 1999)

O. sativa Linn¢é et O. glaberrima Steudel constituent les seules especes cultivées du genre et
sont issues d’une domestication indépendante géographiquement et culturellement (Wang et
al., 2014). Un modgele évolutif simple pour la domestication du riz indique un ancétre commun
d’origine asiatique pour les deux especes cultivées a partir duquel O. barthii a été introduite en
Afrique pour donner O. glaberrima tandis O. rufipogon/O. nivara (forme annuelle de O.
rufipogon) sont a I’origine de O. sativa en Asie (Vaughan et al., 2008). Le temps de divergence
entre les ancétres sauvages des riz cultivés asiatique et africain est estimé a environ un million

d’années (Huang ef al., 2015).

Les deux especes se distinguent par des traits phénotypiques qualitatifs et quantitatifs. En effet,

0. glaberrima a un tallage abondant et des surfaces foliaires plus grandes mais avec des tiges



fragiles qui le rend sujet a la verse contrairement a O. sativa (Agnoun et al., 2012). Aussi, O.
glaberrima présente une ligule courte, une panicule dressée et peu ramifiée tandis que O. sativa
a une ligule longue, une panicule plus ramifiée et Iégerement retombante & maturité (Porteres,
1956). De plus, le caryopse (grain) de O. glaberrima se caractérise par sa coque rouge, sa petite
taille, ses glumes lisses et sa tendance a se casser et difficile a moudre comparativement a celui

de O. sativa (Carney, 1998; Linares, 2002).
- L’espéce asiatique cultivée, O. sativa Linné

Le riz asiatique, O. sativa qui est cultivé dans le monde entier, présente une diversité génétique
considérable avec plus de 150.000 variétés (Courtois, 2007). Cette remarquable diversité
s’explique d’une part, par sa domestication précoce, de ses croisements naturels avec des
formes sauvages ou adventices de O. rufipogon ou de croisements intra-sativa et d’autre part,
par sa sélection naturelle et humaine pour un large éventail de conditions écologiques et de
préférences gustatives par de nombreux groupes ethniques depuis la domestication (Courtois,

2007; Vaughan et al., 2008).

La diversité génétique de O. sativa est regroupée en cing (05) groupes distincts : indica, aus (ou
boro), basmati (ou sadri ou aromatique), japonica tempéré et japonica tropical (Garris ef al.,
2005; The 3,000 rice genomes project, 2014). Une relation évolutive plus étroite existe entre
les groupes indica et aus tandis que les groupes japonica tropical et tempéré sont étroitement
liés et proches du groupe aromatique (Garris et al., 2005). Indica et japonica sont les deux
groupes principaux reconnus depuis la Chine ancienne et sont parfois décrits comme des sous-

especes (Molina et al., 2011).

Toutefois, ’origine et le processus de la domestication du riz cultivé asiatique demeurent un

sujet controversé.

Un modgele suggere une origine unique de domestication dans la vallée du Yangtsé en Chine de
deux sous-especes principales, O. sativa ssp. japonica et O. sativa ssp. indica a partir du riz

sauvage O. rufipogon (Molina et al., 2011).

Un autre modéle suggére une double origine de domestication, O. sativa ssp. japonica
domestiqué dans le sud de la Chine et O. sativa ssp. indica dans une région au sud de la chaine
de montagnes de I'Himalaya, probablement a l'est de I'Inde, du Myanmar et de la Thailande a

partir de populations distinctes de O. rufipogon (Londo et al., 2006).

Un troisiéme modele suggere une triple origine de domestication, O. sativa ssp. japonica dans

la vallée du Yangtsé, O. sativa ssp. indica dans la vallée du Brahmapoutre et O. sativa ssp.aus
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dans le centre de I’Inde ou au Bangladesh (Civan et al., 2015). De plus, selon cette étude, le riz
aromatique est le résultat d’une hybridation entre Japonica et Aus, et les types tropical et

tempéré de Japonica sont des adaptations ultérieures d’un méme groupe (Civan et al., 2015).

Par ailleurs, il a été révélé que O. sativa japonica a d'abord ét¢ domestiqué a partir d'une
population spécifique de O. rufipogon autour de la zone médiane de la riviere des Perles dans
la province du Guangxi au sud de la Chine, et que O. sativa indica a été par la suite développé
a partir de croisements entre le riz japonica et le riz sauvage local lorsque les cultivars initiaux
se sont répandus en Asie du Sud-Est et du Sud (Huang et al., 2012). Finalement, d’autres études
indiquent des origines multiples mais une domestication unique pour le riz asiatique. En effet,
ces ¢études soutiennent un modele dans lequel les différents sous-especes japonica, indica et aus
ont des origines distinctes et dérivées de lignées génétiquement distinctes de O. rufipogon et/ou
de O. nivara, avant la domestication. Cependant, la domestication de novo n’a eu lieu qu’une
seule fois, chez O. sativa ssp. japonica, et I’hybridation introgressive de japonica au proto-
indica et au proto-aus a conduit au riz domestiqués indica et aus (Choi et al., 2017; Choi et

Purugganan, 2018).
- L’espéce africaine cultivée, O. glaberrima Steudel

Le riz africain O. glaberrima a été domestiqué dans le delta intérieur du Niger en Afrique de
I’Ouest en faveur de 1’épuisement des ressources sauvages avec I’assechement du Sahara
(Cubry et al., 2018). 1l est considéré comme moins diversifié par rapport a O. sativa et a été
structuré en trois sous-populations (flottant, non flottant de plaine et non flottant de plateau)
avec des caracteres phénotypiques spécifiques reflétant peut-Eétre une adaptation écologique a
différents environnements de croissance (Semon et al., 2005). La faible diversité génétique du
riz africain pourrait s’expliquer en partie par le fait que O. glaberrima est le produit d’un double
goulet d’étranglement évolutif, le premier associé a ’introduction de son ancétre en Afrique
depuis I’ Asie et le second 1i¢ a sa domestication qui est beaucoup plus récente comparativement

a ’espece asiatique (Vaughan ef al., 2008).
- L’hybride interspécifique, NERICA (NEw RICe for Africa)

Pour améliorer la production du riz en Afrique, les NERICAs ont ét¢ développés par AfricaRice
afin de combiner la productivité élevée du riz asiatique avec la tolérance aux stress biotiques et
abiotiques du riz africain. En effet, si O. sativa est plus productive que O. glaberrima, ce dernier
possede des caracteres utiles pour les conditions de culture difficiles en Afrique, notamment

I’adaptation a des conditions de faibles intrants, la bonne compétitivité aux mauvaises herbes
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et la tolérance a la sécheresse. De plus, O. glaberrima a d’autres caractéristiques importantes
telles que la résistance au virus de la panachure jaune du riz (RYMYV), a la cécidomyie africaine
et aux nématodes, et la tolérance a l'acidité et a la toxicité ferreuse (Jones et al., 1997,

Ndjiondjop et al., 2010; Sanchez et al., 2013).

C’est ainsi que grace a la culture d’anthéres issus de croisements O. sativa (WABS56-50,
WABS56-104, WAB181-18, WAB96-1-1, WAB99-1-1) X O. glaberrima (CG14, CG20, T2,
YG230 et YG170) et de rétrocroisements de ces plantes avec le parent O. sativa, des lignées
interspécifiques adaptées a la riziculture pluviale ont été développées entre les deux especes
cultivées (Jones et al., 1997). Des NERICAs avec des caracteres utiles adaptés aux conditions
de bas-fonds ont également été développés a partir de croisements entre IR64 (O. sativa) et

Tog5681 (O. glaberrima) (Ndjiondjop et al., 2008).
1.1.4 Les modes de culture du riz

La grande diversité génétique du riz caractérise sa grande plasticit¢ de culture dans des
conditions diversifiées. Bien que du point de vue intensité¢ lumineuse, température, et humidité,
les milieux tropicaux et subtropicaux sont originellement les plus favorables a la riziculture,
elle s’est aujourd’hui adaptée a une large gamme de conditions topographiques et
hydrologiques, résultant en une trés grande diversité des systémes rizicoles, du niveau zéro
jusqu’a plus de 2700 metres d’altitude (Himalaya) et de 1’équateur jusqu’a plus de 53 degrés de
latitude (Chine septentrionale) (Coulon, 2016). Une typologie simplifiée de la culture du riz
distingue quatre modes majeurs caractérisés par le type de dynamique de la lame d’eau dans la

parcelle et la position dans la topographie (Trébuil, 2004; Coulon, 2016) (Figure 3):

- La riziculture irriguée bénéficie des aménagements hydroagricoles (barrages, canaux, casiers
cernés de diguettes) qui permettent une parfaite maitrise de I’eau notamment 1’entrée et la sortie
d’eau et la hauteur de la lame d’eau dans les parcelles. Elle couvre 55% des surfaces cultivées

et représente 75% de la production mondiale;

- La riziculture inondée est également pratiquée dans des casiers cernés de diguettes mais la
maitrise de I’eau n’est pas parfaite due a I’absence ou la présence d’aménagements
hydroagricoles sommaires. Pratiquement localisée dans les bas-fonds et les dépressions, elle

occupe 23 % des surfaces cultivées en riz et fournit 18% de la récolte mondiale;

- La riziculture a submersion profonde ou riziculture flottante est rencontrée dans les zones

d’inondation des grands fleuves ou la profondeur de I’eau augmente progressivement et peut
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atteindre cinq meétres au plus haut de la crue. Elle représente 10% des surfaces cultivées et

n’assure que 3% de la production mondiale;

- Lariziculture pluviale est I’unique forme de riziculture non aquatique qui nécessite néanmoins
des sols bien drainés des plateaux et des montagnes, arrosés essentiellement par des eaux de
pluie. Ce type de riziculture couvre 12 % des surfaces cultivées pour une contribution de 4% a

la production mondiale.

Figure 3: Les quatre principaux types de riziculture pratiqués dans le monde

A : Riziculture pluviale; B : Riziculture irriguée; C : Riziculture inondée; D : Riziculture a
submersion profonde; E : Schéma indiquant la topographie et le niveau de la maitrise de 1’eau
suivant les différents types de riziculture. Photos A et B (Zingore et al., 2014); Photos C
(Courtois, 2007); Photo D (Trébuil, 2004) et Photo E (Coulon, 2016).
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1.1.5 Les stress biotiques et abiotiques de la culture du riz

Dans son milieu de culture, le riz est confronté a de nombreux stress biotiques et abiotiques

(Figure 4).
1.1.5.1 Les stress biotiques

Les principaux stress biotiques renferment les maladies, les mauvaises herbes, les oiseaux, les

rongeurs, les insectes et les nématodes.
1.1.5.1.1 Les maladies

Parmi les maladies, la pyriculariose causée par le champignon Magnaporthe grisea (Hebert)
Barr/ Pyricularia oryzae Cav. est I’une des maladies les plus dévastatrices de la culture du riz
a travers le monde en raison de sa large distribution et de sa capacité a survivre dans un large
¢ventail de conditions environnementales (Fanambinana et al., 2010; Miah et al., 2013). Les
symptomes sont observés sur différentes parties de la plante: feuilles, gaines foliaires, nceuds
des tiges, base des panicules (cou), rachis et glumelles (Sy et Séré, 1996). Sur les feuilles, on
reconnait la pyriculariose par des taches de forme elliptique avec des extrémités plus ou moins

allongées, au centre gris ou blanchatre et le pourtour brin (Sy et Séré, 1996) (Figure 4A).

Les pertes de rendements varient de 1 a 50% et peuvent aller jusqu’a 80% selon la pression de
I’inoculum, le stade de croissance des plantes au moment de 1’infection, les conditions
climatiques environnementales, les variétés cultivées et les pratiques culturales (Scheuermann
et al., 2012; Nasruddin et Amin, 2013). Chaque année, cette maladie détruit suffisamment de
riz pour nourrir plus de 60 millions de personnes, soit des pertes économiques estimées a plus

de 70 milliards de dollars (Scheuermann et al., 2012).

Une autre maladie fongique d’importance mondiale est I’helminthosporiose causée par
Bipolaris oryzae (Breda de Hann) Shoem. Cette maladie, particulierement importante dans des
conditions de gestion de faibles intrants, de stress hydrique et d'ensemencement direct, est d'une
grande importance dans plusieurs pays avec d'énormes pertes de rendement en grains allant
jusqu'a 90% (Sunder et al., 2014). Elle se manifeste par des lésions ovales de couleur brun-

foncé ou pourpre uniformes et régulierement réparties sur les feuilles (Lee, 1992) (Figure 4B).

En outre, la bactériose vasculaire causée par Xanthomonas oryzae pv. oryzae (ex Ishiyama)
Swings et al., est I’'une des maladies les plus graves du riz dans le monde. Elle est identifiable
par de larges et longues bandes jaune pale le plus souvent le long de la nervure principale ou

les bords de la feuille (Nifno-Liu et al., 2006) (Figure 4D). La bactériose a stries foliaires, causée
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par X. oryzae pv. oryzicola, gagne en importance bien que les pertes de rendements soient
inférieures ou égales a 20% (Nifo-Liu ef al., 2006). Elle se présente d’abord par des 1ésions
inter-nervures étroites, humides et noires verdatres, de différentes longueurs sous forme de
stries, initialement restreintes aux bordures des feuilles. Par la suite, ces lésions en se
développant deviennent translucides et virent a 1’orange jaunatre ou brun selon le cultivar et

éventuellement fusionnent (Nifio-Liu ef al., 2006) (Figure 4E).

Enfin, la panachure (marbrure ou mosaique) jaune causée par le virus de la panachure jaune
communément appelé RYMV (pour Rice Yellow Mottle Virus en anglais) est une maladie
virale majeure du riz bien qu’endémique a I’ Afrique. En effet, la maladie est présente dans plus
d’une vingtaine de pays repartis a 1’Ouest, au Centre et a I’Est du continent (Kouassi et al.,
2005). Elle est reconnaissable par une décoloration des feuilles du vert au jaune-vert pale, jaune
franc ou orange selon le génotype de riz (Bakker, 1970) (Figure 4C). Les pertes de rendements
dues a la panachure jaune varient entre 10 et 100% selon la sensibilité des variétés de riz, de
I’age de la plante au moment de I’infection et des conditions environnementales (Kouassi ef al.,

2005; Traoré et al., 2008).
1.1.5.1.2 Les mauvaises herbes

Les conditions de culture du riz (terres fertiles, humidité constante, température élevée) sont
particulierement favorables au développement des mauvaises herbes. Dans les zones de hautes
terres humides a hydromorphes, les mauvaises herbes les plus fréquentes sont Cyperus spp.,
Panicum spp. et Echinochloa spp. (Moinina et al., 2018). Rhamphicarpa spp. et Striga spp. sont
¢galement des adventices parasites importants du riz en Afrique (AfricaRice, 2009). Par leur
compétition et leur parasitisme, les mauvaises herbes peuvent potentiellement nuire a la
croissance et la fructification du riz en 1’absence d’une gestion précoce et efficace. En Afrique,
I’enherbement des riziéres entrainent d’importantes pertes de rendements de 28 a 74 % en
riziculture irriguée et de 48 a 100 % en riziculture pluviale avec pour conséquence des pertes
de production annuelles évaluées a 2,2 millions de tonnes, ce qui représente des pertes
¢conomiques de 1,45 milliards de dollars américains (Le Bourgeois ef al., 2012). Les petits
exploitants qui dépendent en grande partie du désherbage manuel, abandonnent fréquemment
leurs champs de riz lorsqu’ils ne peuvent plus lutter contre la pression des adventices

(AfricaRice, 2009).

15



1.1.5.1.3 Les oiseaux et les rongeurs

Les oiseaux et les rongeurs constituent les principaux ravageurs vertébrés du riz. Du stade
laiteux jusqu’a ou apres la maturation des grains, les oiseaux granivores ravagent en groupes
importants et peuvent donc causer des pertes énormes en absence de surveillance (Nasasagare
et al., 2014). La déperdition de la production de riz par les oiseaux granivores peut engendrer
des pertes de rendements de 28 a 90% (Bouet et al., 2015; Bosanza et al., 2018). Les rongeurs
causent des dommages aussi bien dans les rizieres que dans les stocks de riz. Des pertes de
rendements de 15 a 20% sont attribuées aux rats dans certaines localités a Madagascar (Badjeck

etal.,2013).
1.1.5.1.4 Les insectes

Les insectes sont des déprédateurs importants du riz pouvant étre classés en cing (05) groupes
principaux selon les types de dégats provoqués: les foreurs de tiges, les défoliateurs, les
piqueurs-suceurs, les coupeurs de racines et les ravageurs de stocks (Wopereis et al., 2008). Par
exemple, les dégats des foreurs de tige du genre Chilo sont tres caractéristiques (« coeurs morts
» et « panicules blanches »), selon le stade de développement attaqué. Les pertes de rendement

dues aux insectes peuvent atteindre 25% (ISRA, 2012).
1.1.5.1.5 Les nématodes

Parmi les différents groupes de nématodes, les endoparasites sédentaires de la famille des
Heteroderidae, qui comprend les espeéces des genres Heterodera (nématode a kyste) et
Meloidogyne (nématode a nceuds racinaires) causent les dommages les plus économiques au
monde (Torto-Alalibo et al., 2009). En Afrique de 1’Ouest, la réduction des rendements de riz
attribuable aux nématodes est estimée de 10 a 19% (ADRAO, 1995 cité par Bachabi et al.,
2017).

1.1.5.2 Les stress abiotiques et contraintes socio-économiques

Les principaux stress abiotiques sont les caractéristiques défavorables des sols (acidité, salinité,
toxicité ferreuse, carences en ¢éléments minéraux) et les combinaisons imprévisibles de
sécheresses et d’inondations (Trébuil et Hossain, 2000). Par exemple, la toxicité ferreuse qui
est un trouble nutritionnel associé a de fortes concentrations de fer dans la solution du sol est
un stress €daphique majeur dans les bas-fonds en Afrique de I’Ouest. Elle entraine une
décoloration des limbes, une réduction du tallage et de la taille des plants et occasionne des

pertes de rendements moyennes de 54% (Chérif ef al., 2009).

16



Par ailleurs, de nombreuses contraintes socio-économiques pesent de plus en plus notamment
en Asie sur la riziculture irriguée, qui pourtant occupe plus de la moitié des surfaces rizicoles
et les trois quarts de la production totale. Il s’agit notamment de la diminution des terres
rizicoles du fait I’urbanisation et la diversification agricole, de la diminution de la main d’ceuvre
en faveur de I’industrialisation et des services absorbant la main d’ccuvre rurale, et de la
diminution de ’eau d’irrigation en compétition croissante avec les autres usages de cette

ressource (Trébuil, 2011).
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Figure 4: Les principaux stress biotiques et abiotiques du riz

A: Pyriculariose ; B: Helminthosporiose ; C: Panachure jaune du riz (Ndikumana et al., 2011 ; Soko et al., 2015); D: Bactériose vasculaire du riz;
E: Bactériose a stries foliaires translucides; F: Mauvaises herbes; G: Oiseaux; H: Insectes foreurs de tige, larve de Chilo zacconius (Shinya et al.,
2011; Sanou, 2014); I: Stress hydrique (Courtois, 2008); J: Nanisme et galles causés par Meloidigyne graminicola (Coyne et al., 2010) K: Rat
(IRRI, 2015).
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1.2 Le contexte de la riziculture au Burkina Faso

La riziculture occupe une place importante dans la politique agricole burkinabe en raison de la
place stratégique que le riz occupe au regard de la consommation et des importations massives
dont il fait ’objet. D’importants efforts sont consentis tant par le politique que par la recherche
afin de combler le gap croissant entre ’offre et la demande nationales pour assurer une
autosuffisance en riz. Cependant, le secteur rizicole présente dans son ensemble un caractére
de précarité car il continue d’étre victime de contraintes de diverses natures. Par ailleurs, la

filiere riz local serait porteuse si elle parvient a relever certains défis.
1.2.1 La production

L’agriculture au Burkina Faso est dominée par les céréales qui constituent I’essentiel de
I’alimentation de la population. Le riz demeure au fil des années la quatriéme céréale cultivée
aprés le sorgho, le mil et le mais aussi bien en termes de superficies que de la production

(SNDR, 2011; Bazié et al., 2014; DGESS, 2014; DGESS, 2015).

Au Burkina Faso, le riz est produit sur I’ensemble des 13 régions avec des degrés de production
divers qui varient de 2.284 tonnes a 60.890 tonnes (Figure 5). Cette situation s’explique par les
caractéristiques agropédoclimatiques des régions qui déterminent 1’existence de différents
modes de riziculture avec une contribution variable a la production. En effet, le riz bénéficie de
trois modes de production a savoir la riziculture pluviale stricte, la riziculture de bas-fonds et
la riziculture irriguée. Ces trois types de riziculture contribuent ainsi qu’il suit a la production

nationale de riz (DGPER, 2009):

- La riziculture pluviale stricte occupe 10% des superficies dévolues au riz et fournit 5% de la
production avec un rendement moyen de 1 t/ha;

- Lariziculture de bas-fonds concerne 67% des superficies totales exploitées en riz et contribue
pour 42% de la production, avec un rendement moyen variant de 1,3 t/ha a 2,5 t/ha (bas-fonds
non aménagés) et un potentiel de 4 t/ha pour les bas-fonds aménagés;

- La riziculture irriguée occupe 23% des superficies rizicoles et fournit prés de 53% de la
production avec des rendements de 4 a 7 t/ha.

Les grandes zones de production sont les régions du Centre-Est, de la Boucle du Mouhoun et
des Hauts-Bassins qui réalisent plus de 60% de la production nationale de riz (ONRIZ, 2004).
Cette importante part de la production s’explique par la présence dans ces régions de grandes
plaines aménagées avec maitrise totale de I'eau qui permettent d’atteindre des productions de

40.216 a 60.890 tonnes (Figure 5).

19



5 1060 Jom — |
E ::.—_:;‘ﬁllj—-:: ; ] d b --u__,_l_,_- S
o [ — (
[
Mali l.-—F Sahel NG,
. —~d (
I \.;!_ : ) ,—"'L_\ IIL{
( N — \_ N Niger
vl ;rx—l ."_.
A2 | ¥ I"*-‘ k‘ o)
P o \ Centre-Nord | = ["
N\ - S ( Tl
| A 2
e r ‘ﬂ“':.'q,'l"ﬂ—\ ™y | .l
! -. A ="
s A d [ e i |
A ¢ entré~, L gy
« Boucle du Mouhoun N\ g 2y Y ™ Est N T
i PhRYe P e il e ) b
) k‘ ~ N “‘Lt “*-.H} '\ Cmtre—ﬁsf * = -
| Hauts-Bassins '1—":"] ";-,CE‘YEIE'D“E?E - _G‘d: N y s
) e o~ [ 0% @ | .«
. / e A A4S Béain
[T T e [ ( Togo (
H_J M ] , Ghana }
Ny, Gaocades Sud-Ouest A Périmétre irrigué
ur - P (
'i..\‘ - P e -'1_,-1_\ { 2.500-8.300 tonnes
ead] ~|"_ “\ {
\3 8.500-18.500 tonnes
n L] . h .
Cdied Tvolre ) 18.500-40.500 tonnes
- 40.500-60.000 tonnes

Source : Ministere de 1’Agriculture et des Aménagements Hydro-agricoles (MAAH)

(Communications personnelles)

Figure S: L'importance de la production du riz dans les principales régions du Burkina Faso

Malgré d’énormes efforts consentis a travers la recherche agricole pour améliorer les

rendements, force est de constater que I’augmentation de la production est essentiellement li¢e

a celle des superficies. En effet, les rendements restent quasi-stables se situant dans la fourchette

de 2 a 2,4 tonnes/ha au cours de la période de 2008 a 2018 (Figure 6). La production évolue

pratiquement au rythme des superficies avec une part de variabilité liée aux aléas climatiques

et d’autres contraintes. La tendance globale est ainsi une évolution insuffisante de la production

qui peine a satisfaire la demande nationale au cours des années. Les plus faibles valeurs,

respectivement pour la superficie et la production ont été de 86.106 ha et 195.102 tonnes, et les
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plus fortes valeurs ont été de 170.158 ha et 350.392 tonnes au cours de la période 2008-2018
(Figure 6).
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Figure 6: L'évolution de la production et du rendement de riz au Burkina Faso de 2008 a 2018

1.2.2 La consommation et les importations

A Dinstar des autres pays d’Afrique de 1’Ouest, la consommation du riz au Burkina Faso
s’accroit d’année en année en raison de la triple conséquence de la croissance démographique,
de I"urbanisation et le changement des habitudes alimentaires. Le riz faisant désormais partie
des habitudes alimentaires des burkinabe depuis plusieurs années, la consommation annuelle
par personne connait un accroissement rapide. Elle est passée de 4,5 kg en 1960, a 14,8 kg en
1992 et a 18,1 kg en 2000. De nos jours, elle atteint 80 kg en milieu urbain (Ouagadougou et
Bobo-Dioulasso) (CIRB, 2015). Le riz est devenu de ce fait un produit de premiere nécessité
au Burkina Faso avec un accroissement de la consommation a un rythme annuel de 7 % (Bazié¢
et al., 2014). Par conséquent, I’augmentation extensive de la production couvre moins de 50%
de la demande nationale (Guissou et Ilboudo, 2012; Bazié ef al., 2014), ce qui conduit le pays
a des importations massives pour satisfaire une part importante des besoins en riz de la

population.
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Au cours de la période 2008-2018, le Burkina Faso a dépensé en moyenne plus de 53 milliards
de FCFA pour importer environ 400.000 tonnes de riz. L’année 2018 a été la plus spectaculaire
pour laquelle le budget d’importation a colté prés de 81 milliards de FCFA pour un volume
d’importation de plus de 600.000 tonnes (Direction Générale des Douanes, communications
personnelles). Avec une tendance haussicére des importations qui dépassent quasiment chaque
année la production nationale (Figure 7), le Burkina Faso est ainsi considéré comme un pays
importateur net du riz. Les importations constituent un canal habituel de pertes de devises,
représentant 30 a 40% du PIB alors que la valeur ajoutée de la filiére riz locale tourne autour

de huit (08) milliards de F CFA soit 0,31% du PIB (CIRB, 2015).
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Figure 7: L'évolution de la production et des importations de riz au Burkina Faso de 2008 a

2018
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1.2.3 Les principales contraintes

L’analyse de la riziculture burkinabe révele I’existence de multiples contraintes d’ordres socio-

économiques, abiotiques et biotiques qui entravent la productivité du riz.
1.2.3.1 Les contraintes socio-économiques et abiotiques

Les majeures contraintes socio-économiques demeurent le non-respect des pratiques
culturales/itinéraires techniques et la faiblesse de la capacité financiere des producteurs qui ne
leur permet pas de se procurer des intrants dont I’engrais, les pesticides, les semences
améliorées et les équipements agricoles pour booster les rendements (DGPER, 2009). La
dégradation des caractéristiques bio-physico-chimiques du sol (Bationo et al., 2004),
I’insuffisance et la mauvaise répartition spatio-temporelle des pluies (Séré, 1994) constituent

les principales contraintes abiotiques notamment en riziculture pluviale stricte et de bas-fonds.
1.2.3.2 Les contraintes biotiques

La riziculture au Burkina Faso est sujette aux principaux stress biotiques qui entravent la
production rizicole a 1’échelle mondiale. Depuis plusieurs décennies, une quinzaine de
microorganismes et prés d’une dizaine d’insectes ravageurs ont été identifiées sur le riz au

Burkina Faso (Séré et Nacro, 1992).
1.2.3.2.1 Les maladies

Trois maladies d’importance internationale sont considérées comme les affections majeures du
riz au Burkina Faso. Il s’agit respectivement de la pyriculariose, de la panachure jaune du riz et
de la bactériose vasculaire. Ces trois maladies sont également les plus importantes d’une

manieére générale en Afrique (Séré et al., 2013).

Deux autres maladies sont considérées comme des affections secondaires du riz mais
actuellement en émergence progressive. Il s’agit de I’helminthosporiose qui a connu une
importance grandissante au niveau des zones de production du riz (Ouédraogo, 2001). En 2009,
une forte présence de la bactériose a stries foliaires translucides a également été observée sur
les plaines irriguées de Bagré, Itenga, Vallée du Kou et Karfiguela et [’agent pathogene a été

pour la premicre fois caractérisé sur le plan moléculaire (Wonni ef al., 2011).
1.2.3.2.2 Les insectes

Les Lépidopteres et les Diptéres constituent les principaux insectes nuisibles du riz au Burkina
Faso et sont rencontrés tant en riziculture pluviale, de bas-fonds qu’irriguée (Nacro et Dakouo,

1996). La cécidomyie africaine du riz, Orseolia oryzivora sévit particulierement au Sud-Ouest
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et occasionne des dégats estimés entre 40 a 60 % (B4, 2003). Le genre Chilo (C. zacconius et
C. diffusilineus) a constitué le principal ravageur du riz en saison séche sur le périmétre rizicole

de la vallée du Kou avec plus de 40 % de panicules blanches (Bonzi, 1979).
1.2.3.2.3 Les mauvaises herbes

Les mauvaises herbes en riziculture en Afrique de I’Ouest sont considérées comme ’une des
principales causes des baisses de rendement avec des pertes estimées de 8 a 15% pour le riz
irrigué et de 25 a 30% pour le riz pluvial strict et de bas-fonds (Johnson, 1997). Une corrélation
entre I’écologie rizicole et la nocivité des familles de mauvaises herbes est observée au Burkina
Faso: la famille des mauvaises herbes a feuilles larges est la plus redoutée dans le riz de bas-
fonds alors que les Cypéracées et les Poacées sont les plus nocives respectivement dans le riz

pluvial strict et le riz irrigué (Sanou et al., 2019).
1.2.3.2.4 Les nématodes

Un inventaire des nématodes parasites du riz au Burkina Faso réalis¢ au cours de la campagne
agricole humide 2016-2017, a identifi¢ 14 genres de nématodes parasites du riz. Les genres
Hirschmanniella et Tylenchorhynchus ont été fréquents et abondants dans les écologies
rizicoles de bas-fond et irriguée. Les genres Tylenchorhynchus, Helicotylenchus, Scutellonema
ont été observés en riziculture pluviale stricte, et les genres Meloidogyne, Heterodera et
Pratylenchus ont été recensés sur le riz dans les écologies pluviale stricte et de bas-fonds (Thio

etal.,2017).
1.2.4 Les principaux atouts et défis

Le secteur rizicole burkinabeé bénéficie de la mise en ceuvre de stratégies diverses pour une
amélioration de la production et de la productivité. Dans le cadre de I’amélioration de la
production, le gouvernement depuis 1’indépendance, a déployé d’énormes efforts a travers
I’extension des aménagements, particuliecrement dans les régions Ouest (Vallée du Kou,
Banzon, Karfiguela), Nord-Ouest (Vallée du Sourou), Centre-Est (Bagré), Centre (nombreux
petits périmetres en aval des barrages) et dans les bas-fonds de la plupart des régions (Aouba,
1993). Cet accompagnement gouvernemental reste d’actualité a travers des initiatives récentes,

notamment (CIRB, 2015):
- Le Plan d’Actions pour la Filiére Riz (PA/FR) initié¢ en 1997,

- Le Programme d’aménagement des bas-fonds au Sud-Ouest (PABSO) sur la période 2010-
2016;
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- Le Projet Riz Pluvial (PRP) de 2002 a 2013;

- L’adoption en 2004 du Document de Stratégie de Développement Rural avec la mise en place

de I’Interprofession de la filiere riz;

- L’¢laboration et la mise en ceuvre de la Stratégie Nationale de Développement de la

Riziculture (SNDR) de 2008 a 2018;
- Les subventions en intrants agricoles depuis la crise alimentaire de 2008.

Par ailleurs, le pays dispose d’environ 500.000 ha de bas-fonds aménageables dont moins de
10% sont aujourd’hui aménagés et plus de 233.500 ha irrigables dont moins de 5% sont

actuellement mis en valeur (PRESAO, 2011).

Dans le cadre de I’amélioration de la productivité, un programme spécial dénommé « Riz et
riziculture » existe a I’Institut de ’Environnement et de Recherches Agricoles (INERA) dans
lequel collaborent des chercheurs de différents domaines. Plusieurs acquis sont obtenus au sein
de ce programme notamment une importante gamme de variétés améliorées pour les différents
systemes de riziculture, de nouvelles formules de fertilisation spécifiquement adaptées aux
besoins nutritionnels du riz, des paquets technologiques de protection intégrée contre les
maladies, insectes et nématodes et des techniques d’irrigation et de gestion de I’eau (DGPER,

2011).

Au regard de ces acquis majeurs, les défis importants sont alors a relever au niveau des

contraintes socio-économiques notamment :

- L’inclusion des producteurs dans les processus de mise au point des technologies modernes

de production en vue de faciliter leur adoption;

- L’amélioration de I’accés des riziculteurs aux facteurs de production (semences améliorées,
engrais, pesticides et équipements agricoles) a travers des subventions ou des crédits dans le

but de minimiser la faible capacité financiere de ces producteurs;

- La création de canaux d’écoulement de la production nationale.

Le riz est sans doute la premiére céréale pour 1’alimentaire humaine et une fourniture continue
de cette céréale indispensable pour de nombreuses populations humaines nécessitera une
meilleure gestion des maladies du riz. Dans le chapitre suivant, nous décrivons en détails une

des plus importantes maladies du riz dans le monde qu’est la bactériose vasculaire.
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2 Chapitre 2: La bactériose vasculaire du riz due a Xanthomonas oryzae pv. oryzae

2.1 La bactériose vasculaire

2.1.1 La symptomatologie et les facteurs affectant le développement de la maladie

Les symptomes de la bactériose vasculaire comprennent (Nifio-Liu et al., 2006; OEPP, 2007):

- La brilure des feuilles apparait généralement a partir du stade de tallage maximal et au-dela.
Ce type de symptdome commence par de petites rayures imbibées d'eau a partir des extrémités
ou se trouvent les hydathodes et grossissent rapidement en longueur et en largeur, formant une
Iésion jaune avec une marge ondulée le long des bords d'attaque. Ces lésions qui plus tard
deviennent blanches a grises, peuvent se développer sur un ou les deux cotés de la feuille et
parfois le long des nervures médianes (Figure 8A). La sortie des bactéries est parfois observable
a la surface des lésions sous forme exsudats constituant une source d’inoculum secondaire
(Figure 8B). Sur les panicules, la maladie provoque des 1ésions grises a brunes claires sur les

glumes qui entrainent une infertilité et une mauvaise qualité des grains.

- Le flétrissement ou Kresek est le résultat d'une infection systémique courante sous les
tropiques chez les plantules et survient peu de temps apres la transplantation des pépinieres sur
le terrain et au stade du tallage des cultivars sensibles. Les feuilles des plantes infectées se
flétrissent, s'enroulent, deviennent gris-vertes et les plantes finissent par mourir. Les plantes

survivantes semblent rabougries et jaunatres (Figure 8C).

- Les feuilles jaunes ou jaune pale sont dues a des infections systémiques qui apparaissent au
stade du tallage; les plus jeunes feuilles deviennent uniformément jaune pale ou présentent une
large bande jaune, et les bactéries se trouvent dans les entre-nceuds et les couronnes des tiges
atteintes, mais pas dans la feuille elle-méme. Les feuilles jaunes sont parfois considérées

comme un effet secondaire de la brilure des feuilles et du flétrissement des plantules.

L’apparition et le développement de la maladie sont fortement influencées par les fortes
précipitations, I’humidité et la température (Ezuka et Kaku, 2000). Selon Watanabe (1966), les
symptomes de la bactériose vasculaire apparaissent a peine a une température de 17°C, alors
que la température optimale pour le développement des 1ésions est de 25 a 30°C. Par ailleurs,
les temps doux et humides sont favorables pour le développement de la maladie. La fertilisation
azotée augmente considérablement la sensibilité des plantes et les pertes sont généralement
moins importantes dans les sols moins fertiles et si les doses d’azote employées sont faibles

(OEPP, 1997).
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Figure 8: Les symptomes de la bactériose vasculaire du riz

A: la brilure des feuilles (Nifio-Liu et al., 2006); B: les exsudats bactériens (Kumar et al.,

2020); C: le flétrissement ou kresek (OEPP, 2007)

2.1.2 La distribution géographique et les impacts économiques

A I’exception de I’Europe, la bactériose vasculaire du riz est actuellement distribuée sur les
quatre autres continents aussi bien dans les régions tropicales que dans les régions tempérées.
En effet, la maladie est présente dans plus d’une vingtaine de pays en Asie, plus d’une dizaine
de pays en Afrique et en Amérique et également présente en Océanie (Australie) (Jeger ef al.,
2018) (Figure 9). Il faut toutefois moduler les rapports indiquant la présence de Xoo en
Amérique du Sud car les souches isolées sont en fait liées a des imports accidentels issus d’Asie
dans des centres expérimentaux, et la maladie n’a jamais été identifiée au champ. En ce qui
concerne 1’Amérique du Nord, seules les souches de la sous-lignée X. oryzae US y sont

présentes et ces dernieres se caractérisent par une virulence trés atténuée (Triplett ef al., 2011).
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La bactériose vasculaire du riz a été signalée pour la premiere fois dans la préfecture de Fukuoka
en 1884 au Japon (Tagami et Mizukami, 1962). Elle a été signalée dans d’autres pays asiatiques
dans les années 1950. Dans les années 1960, elle s’est largement répandue avec l'introduction
de cultivars a haut rendement de la lignée TN1 et IR8, qui étaient particulicrement sensibles a
la maladie (Saha et al., 2015). Ce n’est qu’apres les années 1970 que la présence de la maladie

a été signalée dans le reste du monde notamment en Australie (Aldrick ef al., 1973), en Afrique

pour la premiére fois au Mali en 1979 (Buddenhagen et al., 1979) et aux Etats-Unis (Texas et
Louisiane) en 1987 (Jones et al., 1989).

Figure 9: La carte de la distribution mondiale de la bactériose vasculaire du riz (Jeger et al.,

2018)

En interférant avec les fonctions photosynthétiques des feuilles de riz, la bactériose vasculaire
entraine une baisse significative des rendements liée a la réduction des talles productives, a la
diminution du nombre de graines par panicule, du nombre de grains remplis et du poids de la
panicule en cas d’infestations graves dans de nombreux pays rizicoles (Kumar et al., 2013). Sur
le plan économique, elle a le plus grand d’impact en Asie, ou plusieurs épidémies se sont
produites au cours des trois dernieres décennies (Saha et al., 2015). Par exemple en Inde, les
épidémies se produisent dans de nombreuses parties des régions septentrionales et cotieres du
pays et les pertes de rendement varie de 2 a 74% selon l'emplacement, la saison, le stade de
croissance des cultures et le génotype (Kumar et al., 2013). En Afrique de I’Ouest, des enquétes

phytosanitaires ont révélé que la maladie constitue une menace importante pour I’augmentation
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de la production du riz. Ces enquétes réalisées au Burkina Faso, au Mali et au Niger indiquent
une variation spatiotemporelle de I’incidence de la maladie se situant entre 10 et 85% a 1’échelle
des parcelles avec des pertes de rendements de 19 a 80% sur certaines parcelles (Séré et al.,
2005; Sarra et al., 2010; Basso et al., 2013). A ’échelle de I’ Afrique subsaharienne, bien que
les pertes de rendement varient de 20 a 80% dans les zones les plus touchées (Sileshi et

Gebeyehu, 2021), les pertes globales annuelles sont d’environ 5% (Savary ef al., 2019)
2.1.3 Les méthodes de lutte

La gestion de la bactériose vasculaire du riz implique des méthodes de lutte chimique,
biologique et génétique avec chacune ses limites. Toutefois, I’apparition et le développement
de la maladie peuvent de prime abord étre minimiser par une gestion attentive des cultures a
travers de bonnes pratiques culturales telles que I’utilisation de semences saines qui est d’ une
importance capitale, une bonne gestion de la fertilisation (faible utilisation de 1’azote), la
destruction réguliere des sources d’inoculum, le maintien d’une lame d’eau peu profonde en

pépinicre et un bon drainage en cas d’inondation.

Des tests d’efficacité de différents antibiotiques entre autres Flare 72 WP (sulfate de
streptomycine), Cordate 4 WP (kasugamycine), Castle 50 WP (kasugamycine + oxychlorure de
cuivre), l'oxychlorure de cuivre 50 WP (oxychlorure de cuivre), Nativo 75 WDG
(Tebuconazole + trifloxystrobine), Gem Star Super 325 SC (azoxystrobine + difenconazole) et
la bouillie bordelaise sur la maladie en conditions naturelles de terrain ont donné des résultats
satisfaisants avec des pourcentages de 92,23 a 63,67% de controle de la maladie pour les
différents produits par rapport au témoin non traité (Nasir ef al., 2019). Toutefois, les produits
chimiques s’avérent inefficaces dans des cas d’infestations sévéres et posent des problemes

environnementaux notamment de pollution (Noda et al., 1999).

La lutte biologique et la lutte génétique apparaissent comme des alternatives de lutte écologique
par rapport a la lutte chimique. L utilisation de bactéries antagonistes a Xoo telles que Bacillus
spp., Pseudomonas spp, Delftia tsuruhatensis et Lysobacter antibioticus en traitements de
semences et en applications sur les plantes en serre et sur le terrain ont donné des niveaux
significatifs de suppression de la maladie (plus de 50% et jusqu’a 79%) tout en favorisant la
croissance et le rendement des plantes de riz (Han et al., 2005; Ji et al., 2008; Gnanamanickam,
2009; Yasmin et al., 2017). Cependant, I’une des limites de cette stratégie de lutte pourrait étre
son application en termes de coflits et de faisabilité a grande échelle. Enfin, la lutte génétique

est considérée comme le moyen le plus efficace pour gérer les pertes de rendements et le plus
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¢conomique. Compte tenu du fait que la sélection pour la résistance avec un seul géne ne soit
pas durable sur le terrain en raison de 1’évolution rapide de 1’agent pathogene, la stratégie
consiste de plus en plus au pyramidage de trois a quatre génes de résistance dans une méme
variété €lite par sélection par rétrocroisement assistée par marqueurs (Sundaram et al., 2008;

Dokku et al., 2013; Suh et al., 2013; Pradhan et al., 2015).

L’importance de la lutte génétique contre la bactériose vasculaire conduit a la recherche intense
de génes de résistance chez le riz et a la compréhension de leur mode d’action. Actuellement,
44 genes de résistance contre cette maladie ont été identifiés chez le riz (Tableau I). L’analyse
de la base génétique de la résistance du riz a Xoo, souléve des caractéristiques spécifiques
faisant de I’interaction riz-Xoo un pathosystéme unique (Zhang et Wang, 2013; Kumar ef al.,

2020):

- la résistance qualitative est un trait majeur de ce pathosystéme, car avec a ce jour 44 genes de
résistance spécifiques. En comparaison, seuls six (06) geénes ont été identifiés contre
Xanthomonas euvesicatoria (Bs1-Bs4, bs5 et bs6) et aucun chez la plupart des autres pathovars
de Xanthomonas y compris Xanthomonas oryzae pv. oryzicola dans leurs plantes hotes

respectives.

- Xa27, Xa23, Xal0 et Xa7 sont des génes de type exécuteur induits directement par les

effecteurs TAL d’avirulence correspondants.

- un nombre important de geénes récessifs (un tiers des geénes identifiés) contrairement a la
résistance dominante quasi-totale dans d’autres pathosystémes : xa3, xa8, xa9, xal3, xal5,

xal9, xa20, xa25, xa28, xa33, xa34, xa42 et xa44.

- la résistance résultante de mutation est également considérable avec des genes tels que xaJ,

xal3, xa25 et xa4l.

- la résistance est régulée par divers mécanismes comme le montre la nature diversifiée des
protéines de résistance : Xal code pour une protéine de type NB-LRR (le seul contre Xoo
comparativement a 18 contre M. oryzae), Xa2l et Xa3/Xa26 codent pour des récepteurs
membranaires a domaines kinase et des LRR extracellulaires, Xa4 code pour la protéine kinase
associée a la paroi cellulaire, xa5 code la sous-unit¢ gamma du facteur de transcription basal
IIAS (TFIIAYS), xal3, xa25 et xa41 codent pour des protéines transmembranaires de la famille
SWEET des transporteurs de sucre SWEET11, SWEET13 et SWEET14, Xal0, Xa23, et Xa27
codent pour des petites protéines comprenant des domaines trans-membranaires: Xal0 se

localise au niveau du réticulum endoplasmique tandis que Xa27 est secrétée dans 1’apoplasme.
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Tableau I: Les genes de résistance identifiés chez le riz contre la bactériose vasculaire (Kumar

etal.,2020)

N° Geénes N° chromosome  Source Référence

1 Xal 4 Kogyoku Yoshimura ef al., 1998

2 Xa2 4 Tetep He et al., 2006

3 Xa3/Xa26 11 Wase Aikoku3, Java-14, Kaku and Ogawa, 2001;

Chugoku-45,Cempocelek Sun et al., 2004
4  Xad 11 TKM 6, IR 20, IR 22 Wang et al., 2001
5 xas 5 lignées Aus boro (DZ192), Iyer and McCouch, 2004
DV85, DV86, DZ78

6 Xab 11 Zenith Sidhu et al., 1978

7 Xa7 6 DVS8S5, DV86, DZ78 Lee et Khush, 2000;
Porter et al., 2003

8  xa8 7 PI231128 Sidhu et al., 1978,;
Singh et al., 2002

9 xa9 11 Khao Lay Nhay, Sateng Singh et al., 1983;
Ogawa, 1988

10 XalO 11 Cas 209 Yoshimura et al., 1983;
Kurata et Yamazaki, 2006

11 Xall 3 IR8, IR944 Mew, 1987

12 Xal2 4 Kogyoku,Tetep, Java-14 Mew, 1987

13 xal3 8 BJ1,Chinsurah Boro II Chu et al., 2006

14 Xal4 4 TN1 Oryzabase, 2006

15 xals ND Mutant XM41 Nakai et al., 1988;
Gnanamanickam et al.,1999

16 Xal6 ND Tetep Oryzabase, 2006

17 Xal7 ND Asominori Oryzabase, 2006

18 Xal$ ND IR24, Toyonishiki, Miyang23  Liu et al., 2004;
Oryzabase, 2006

19 xal9 ND XMS (mutant de IR24) Lee et al., 2003;
Oryzabase, 2006

20 xa20 ND XM6 (mutant de IR24) Taura et al., 1992

21 Xa2l 11 O. longistaminata Song et al., 1995

22 Xa22 11 Zhachanglong Wang et al., 2003;
Sun et al., 2004

23 Xal3 11 O. rufipogon (CBB23) Zhang et al., 1998;
Zhang et al., 2001

24 Xa24(t) 2 DVS85, DV86, Aus 295 Khush et Angeles, 1999;
Lee et Khush,2000

25 xa25/Xa25(t) 12 Minghui 63, HX-3 Amante-Bordeos et al, 1992;
Lee et al., 2003

26 Xa26 (1) 11 Minghui 63, Nep Bha Bong Yang et al., 2003;

Sun et al., 2004
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Tableau I (suite): Génes de résistance identifiés chez le riz contre la bactériose vasculaire

(Kumar et al., 2020)

N° Génes N° chromosome  Source Référence

27 Xa27 6 O. minuta IRGC101141 Gu et al., 2004,
Gu et al., 2005; Lee et al., 2003

28 xa28(t) ND Lota Sail Lee et al., 2003

29 Xa29(t) 1 0. officinalis (BS) Tan et al., 2004

30 Xa30(t) 11 O. rufipogon (Y238) Tan et al., 2004

31 Xa3l(t) 4 Zhachanglong Wang et al., 2009

32 Xa32(t) 11 O. australiensis Chen et al., 2002

33 xa33(t)/Xa33(t) 6 Ba7, O. nivara Korinsak et al., 2009

34 xa34(t)/Xa34(t) 1 Pin Kaset, O. brachyantha Korinsak et al., 2009;
Ram et al., 2010

35 Xa35(t) 11 O. minuta (Acc.No, 101133) Guo et al., 2010

36 Xa36(t) 11 C4059 Miao et al., 2010

37  Xa37(t) ND Inconnu

38 Xa3$8 ND O. nivara IRGC81825 Cheema et al., 2008;
Kaur et al., 2006

39 Xa39 11 FF329 Zhang et al., 2014

40  Xa40 (1) 11 IR65482-7-216-1-2 Kim et al., 2015

41  Xa4l(t) ND 0. glaberrima Hutin et al., 2015

42 xa42 3 XM14 (mutant de IR24) Busungu et al., 2016

43 Xa43(t) 11 IR36 (P8) Kim et Reinke, 2019

44 xa44 (1) 11 IR73571-3B-11-3-K3 (P6) Kim, 2018
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2.2 Xanthomonas oryzae pv. oryzae

Xanthomonas oryzae pv. oryzae occupe la quatrieme place de la Top-10 liste des bactéries
phytopathogenes en considérant leur importance scientifique et économique (Mansfield ef al.,

2012).
2.2.1 La taxonomie et les caractéristiques morpho-biologiques

Au cours de sa classification, 1’agent responsable de la bactériose vasculaire a bénéficié de
plusieurs dénominations telles que Pseudomonas oryzae, Xanthomonas translucens f.sp.
oryzae, Xanthomonas itoana, Xanthomonas kresek, Xanthomonas oryzae, et Xanthomonas
campestris pv. campestris (OEPP, 1997; OEPP, 2007). Aujourd’hui Xanthomonas oryzae pv.
oryzae (Xo00), cette bactérie appartient a 1’espece Xanthomonas oryzae, au genre Xanthomonas,
a la famille des Xanthomonodaceae, a 1’ordre des Xanthomonodales, a la classe des

Gammaprotéobactéries et a ’embranchement des protéobactéries (OEPP, 2007).

Xoo est une bactérie Gram négatif, aérobie obligatoire en forme de batonnet a extrémité
arrondie, de dimensions 0,7-2,0 um/0,4-0,7 um et mobile a I’aide d’un seul flagelle polaire
(Figure 10A). La température optimale pour la croissance en culture est comprise entre 25 et
30° C et les colonies sont circulaires, convexes, lisses, muqueuses et de couleur jaune pale-
jaune paille en raison de la production de la xanthomonadine (Figure 10B) (Nifo-Liu et al.,

2006; OEPP, 1997, 2007).

Figure 10: Les caractéristiques morphologiques de Xanthomonas oryzae pv. oryzae

A : Cellule bactérienne de Xanthomonas oryzae pv. oryzae vue au microscope électronique B :

Colonies de Xanthomonas oryzae pv. oryzae sur du milieu de culture (Nifio-Liu et al., 2006).
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2.2.2 La structure génétique

La diversité des mécanismes de résistance observée dans le pathosystéme riz-Xoo indique que
Xoo évolue continuellement pour surmonter la résistance du riz. De ce fait, la sélection et le
déploiement de cultivars résistants doivent nécessairement €tre guidés par une connaissance
préalable de la structure génétique et des caractéristiques de virulence des populations de Xoo
dans les endroits ou les génes de résistance doivent étre déployés. Dans de nombreux pays
asiatiques, des ¢études utilisant des outils moléculaires de typage des souches tels que
I’amplification d’éléments répétitifs (Rep-PCR « Repetitive element-PCR ») ou 1’analyse du
polymorphisme de longueur des fragments de restriction (RFLP « Restriction Fragment Length
Polymorphism »), et la caractérisation phénotypique de la virulence, ont révélé que Xoo possede
une structure génétique complexe et dynamique avec différents haplotypes moléculaires et

pathotypes bien adaptés a différentes zones rizicoles (Tableau II).

La structure génétique d’une population bactérienne dans un environnement de culture donné
est fortement impactée par la pression de sélection imposée par les geénes de résistance
notamment en cas de 1’utilisation massive d’un géne unique de résistance. Un exemple est le
cas de Xa4 qui a entrainé 1’émergence de races virulentes de Xoo aux Philippines a la suite de
la culture a 80% de la superficie totale des rizicres, de variétés portant le géne Xa4. L’émergence
de ces races virulentes a été corrélée a une sélection des genes liés au systeme de sécrétion, a la
dégradation de la paroi cellulaire, a la production de lipopolysaccharides et a la détoxification
des composantes de défense chez le riz, sur la base d’une analyse de génomes entiers de Xoo

(Quibod et al., 2020).

Tableau II: La diversité des haplotypes moléculaires et des pathotypes de Xoo en Asie

Haplotypes | Races | Souches analysées Technique | Pays Années de collecte Auteurs et année

31 26 171 de 8 zones rizicoles | Rep-PCR | Népal 1987-1995 (9 années) | (Adhikari et al., 1999)
17 9 450 de 3 états Rep-PCR | Inde 2001 (Shanti et al., 2001)
56 18 218 de 28 zones rizicoles | Rep-PCR | Chine 2012 (Chen et al., 2012b)

5 15 88 de 10 zones rizicoles | Rep-PCR | Taiwan 1986-2011 (26 années) | (Deng et al., 2016)

27 6 98 de 47 zones rizicoles | RFLP Philippines | 1972-1988 (17 années) | (Leach ef al., 1992)

5 14 60 de 29 sites rizicoles RFLP Sri Lanka | 1995 (Ochiai et al., 2000)
42 61 103 de 13 zones rizicoles | RFLP Chine 2003 (Li et al., 2009a)

20 11 1024 de 20 états RFLP Inde 2004-2012 (9 années) | (Mishra ef al., 2013)
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Contrairement a 1’Asie, I’analyse de la structure génétique de Xoo en Afrique est plus récente
et moins étudiée. En 2007, une premicre analyse de la diversité pathotypique de 21 souches de
Xoo d’Afrique de 1I’Ouest dont quatre (04) du Burkina Faso, deux (02) du Cameroun, six (06)
du Mali et neuf (09) du Niger a révélé 3 races: la race Al présente au Burkina Faso, au
Cameroun et au Niger, les races A2 et A3 présentes uniquement au Burkina Faso et au Mali

respectivement (Gonzalez et al., 2007) (Tableau III).

Tableau III: Les caractéristiques des trois races de Xoo aftricaines identifiées par Gonzalez et

al. (Gonzalez et al., 2007)

NILS Xa-gene Race A1P Race A2°¢ Race A3
IR24 S S R
IRBB3 Xa3 S R R
IRBB4 Xad R R R
IRBB5S xad R R R
IRBB7 Xa7 R R R
IRBBS8 xa8 MS R R
IRBB10 XalO S MR R
IRBB11 Xall S R R
IRBB13 xal3 S MR R
IRBB14 Xal4d S MR R
IRBB21 Xall MS MR R

Résistant (R) <5 cm, moyennement résistant (MR) =5 a 10 cm, moyennement sensible (MS) =
10 a 15 cm et sensible (S) > 15 cm.

b Souches NAIl a NAI9, BAIl, BAI2, BAI3, CFBP1947, CFBP1948.

¢ Souche BAI4.

d Souches MAI1, MAI2, MAI9, CFBP1949, CFBP1951, CBFP1952.

Récemment, le pathotypage de 41 souches Xoo collectées entre 2010 et 2013 dans les grandes
régions de production du riz au Mali a révélé six (06) nouvelles races A4-A9 en plus de la race
A3 antérieurement identifiée (Tekete ef al., 2020) (Figure 11). Cela témoigne de I’importante
dynamique de I’évolution des populations de Xoo au Mali ou traduit une longue histoire de Xoo

dans ces régions.
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Figure 11: Les caractéristiques des six nouvelles races africaines de Xoo identifiées au Mali

(Tekete et al., 2020)

Par ailleurs, 1I’étude de Gonzalez et al. (2007) qui a analysé la phylogénie de I’espece
Xanthomonas oryzae a 1’aide de trois méthodes, Rep-PCR, RFLP et le polymorphisme de
longueur des fragments amplifiés (AFLP « Amplified Fragment Length Polymorphism »), a
révélé que les souches africaines de Xoo forment un groupe génétiquement distinct des souches
asiatiques de Xoo et a ainsi proposé 1’existence de trois sous-lignées au sein de 1’espece: Xoo
asiatiques, Xoo africaines et Xoc asiatiques et africaines (Gonzalez et al., 2007).
Antérieurement, une analyse comparative des souches de Xoo d’Afrique, d’Amérique du Nord
(Etats-Unis) et d’Asie via RFLP avait aussi distingué les souches américaines des souches
africaines et asiatiques (Ryba White et al., 1995). Cette structuration de Xoo en trois sous-
lignées phylogénétiques, asiatique, africaine et américaine a été confirmé par le typage de
séquences de neuf genes de ménage (MLST « MultiLocus Sequence Typing ») (Figure 12)
(Triplett et al., 2011).
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Figure 12: L'arbre phylogénétique des lignées de Xanthomonas oryzae basé sur le typage de
séquences multiloci (MLST) de neuf geénes de ménage (Triplett ef al., 2011)

De plus, deux autres études utilisant la technique d’analyse de séquence multilocus
(MLSA « MultiLocus Sequence Analysis ») ciblant trois et six génes de ménage et une étude
d’analyse multilocus de 16 microsatellites de répétitions en tandem (MLVA-16 « MultiLocus
VNTR (Variable Number Tandem Repeat) Analysis ») appliqué a une collection mondiale de
338 souches, ont également confirmé la distinction des trois lignées de X. oryzae et celle des
trois sous-lignées du pathovar oryzae (Hajri et al., 2012; Wonni et al., 2014; Poulin et al., 2015).
Le schéma MLVA-16 a également montré que les souches de Xoo asiatiques sont plus
diversifiées que les souches de Xoo africaines et a permis une analyse phylogénétique au sein
de chaque groupe. Ainsi, il est apparu que les souches du Niger et du Burkina Faso sont
génétiquement relativement plus proches tandis que les souches du Cameroun et du Mali sont
plus distinctes. Les souches de deux régions éloignées du Burkina Faso, Bagré et Sourou,
constituaient un groupe clonal, et deux souches du Burkina Faso isolées de Bagré en 2003 se
sont groupées séparément. Deux souches originaires de deux pays différents (BAIl et NAIS),
isolées la méme année (2003), partageaient le méme haplotype. Une souche (BAI4) isolée
d'Oryza glaberrima et correspondant a la race A2, était bien séparée des autres souches du
complexe Burkina Faso-Niger. Les souches maliennes ont également été séparées en deux
groupes distincts qui correspondent aux souches collectées (i) entre 1979 et 2009 et (ii) entre

2010 et 2012. Le deuxieme groupe a formé un complexe génétique étroitement 1i¢ composé de
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12 haplotypes. Onze des 12 haplotypes appartiennent a des souches de Niono, tandis qu'un
haplotype appartient a deux souches de Sélingue, un site situé loin de Niono (Figure 13).
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Figure 13: Les relations phylogénétiques entre des souches africaines de Xoo révélées par

MLVA (Poulin et al., 2015)

Par ailleurs, des analyses MLSA avaient auparavant regroupé les souches NCPPB4346 (isolée
du gazon au sud de la Chine) et BAI23 (isolée d’une mauvaise herbe au Burkina Faso) de X.
campestris pv. leersiae (Xcl) avec des souches de X. oryzae (Triplett et al., 2011; Wonni et al.,
2014). Xcl provoque des stries bactériennes sur I’herbe vivace Leersia hexandra, une poaceae
phylogénétique proche du riz, présente autour des rizicres et réservoir de X. oryzae.
Récemment, sur la base du phénotypage, de I’analyse du répertoire des effecteurs de type 3 et
des analyses phylogénétiques (SNPs, MLSA et identité nucléotidique moyenne ANI « average
nucleotide identity »), Xc/ a été¢ désignée comme un nouveau pathovar de X. oryzae alors
renommeée X. oryzae pv. leersiae (Xol) et phylogénétiquement plus proche de Xoc (Lang et al.,

2019) (Figure 14).
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Figure 14: La relation phylogénétique de X. oryzae pv. leersiae avec les autres pathovars de

Xanthomonas oryzae révelées par des analyses moléculaires et de pathogénie (Lang et al., 2019)

2.2.3 Le cycle infectieux
2.2.3.1 L’infection et la colonisation des tissus hotes

L’infection des feuilles de riz par Xoo se fait principalement par les hydathodes localisés au
bout et a la bordure des feuilles mais aussi par des blessures pouvant étre localisées a différents
endroits (Ou, 1985). Par la suite, la bactérie se multiplie en transitant dans les espaces
intercellulaires pour continuer sa prolifération dans les vaisseaux du xyléme. Quelques jours
apres, les cellules bactériennes et les polysaccharides extracellulaires remplissent les vaisseaux
du xyléme et ressortent par les hydathodes en formant des exsudats a la surface des feuilles.
Ces exsudats constituent des signes caractéristiques de la maladie et des sources d'inoculum
secondaire (Mew et al., 1993). On estime la densité de la population des bactéries a la surface
des feuilles au moment de l'apparition des symptomes a environ 10*-10° CFU par feuille
(Tagami et al., 1964; Yoshimura, 1966).
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2.2.3.2 Les facteurs de dissémination et les sources de conservation de I’inoculum

Plusieurs facteurs contribuent a la dissémination de I’agent pathogene. Elle se fait par 1'eau de
pluie ou d'irrigation, le vent qui souffle lors des pluies, les outils de travail contaminés, le
contact entre plantes malades et saines. Les vents forts accompagnés de fortes pluies provoquent
¢galement des blessures sur les plantes lesquelles sont une voie d’entrée facile pour 1’agent
pathogéne au sein de 1’hote (Nifio-Liu et al., 2006). Xoo peut également étre disséminée par les
insectes. Les insectes reconnus dans la transmission de la maladie sont Leptocorisa acuta
(Mohiuddin et al., 1976), Nephotettix virescence, Hieroglyphus banian (Murty et Devadath,

1981) qui transmettent 1’agent pathogéne mécaniquement.

En absence de riz en culture, Xoo survit sur les repousses de riz, dans les pailles de riz ou les
débris infectés, et sur des Poacées sauvages ou peu cultivées (Leersia spp, Leptochloa spp.,
Oryza spp., Paspalum scrobiculatum, Zizania latifolia, Zoysia spp.), y compris des Poacées
adventices (Aldrick ef al., 1973; Li et al., 1985; Mew et al., 1993; Nino-Liu ef al., 2006) qui
sont des sources potentielles d’inoculum primaire (Nifo-Liu et al., 2006). Un nombre
considérable de souches Xoo collectées a partir de riz sauvages (O. barthii et O. longistaminata)
et de mauvaises herbes (Paspalum vaginatum, Brachiara lata et Pennisetum) sont en collection
a ’IRD (Wonni et al., 2014; Tekete et al., 2020). Un certain degré de survie de Xoo dans les
semences et dans le sol est supposé mais ces dernicres sources de conservation de I’inoculum
font I’objet de contradictions entre les auteurs (OEPP, 1997). Par exemple, deux études
semblent démontrer la conservation de Xoo dans les graines de riz naturellement infectées
(détection par PCR et isolement) et sa transmission de la graine a la plante (Sakthivel ef al.,

2001; Tian et al., 2014a).

La figure 15 présente les phases majeures du cycle infectieux de Xoo: (i) I’infection de jeunes
plants de riz semés ou repiqués dans un champ contenant des débris de plantes de riz
précédemment infectées (sources d’inoculum primaire), (ii) la diffusion de la maladie dans le
champ et/ou les champs environnants par le transport des exsudats bactériens via la pluie et le
vent (source d’inoculum secondaire) de la surface des premieres feuilles symptomatiques (iii),
la conservation de I’inoculum dans les débris de paille de riz apres la récolte ou la survie de la

bactérie sur des plantes hotes alternatives.
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Figure 15: Le cycle infectieux de Xanthomonas oryzae pv. oryzae, agent responsable de la

bactériose vasculaire du riz (Kumar et al., 2020)

Le pathosystéme riz-Xoo décrit dans le chapitre 2 souligne une interaction constante entre la
plante hote et I’agent pathogene. Au chapitre 3 suivant, nous aborderons les bases moléculaires
des interactions plantes-microorganismes pathogenes dans lesquelles, le systéme immunitaire
des plantes leur permet de se défendre face a I’attaque des microorganismes pathogenes et ainsi
de limiter I’invasion des tissus de 1’hote et 1’accés aux nutriments, tandis que les facteurs de
virulence des microorganismes pathogeénes leur permettent de supprimer I’'immunité de 1’hote
et d’induire des modifications physiologiques, notamment I’accumulation de nutriments et

d’eau, favorables a leur multiplication et dispersion.
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3 Chapitre 3: Les bases moléculaires des interactions plantes-microorganismes
pathogénes

Les plantes constituent les seuls organismes autotrophes desquels dépendent la survie des
organismes hétérotrophes, macro et microorganismes. Les microorganimes qui parasitent les
plantes comprennent les bactéries/les mollicutes, les champignons, les oomycétes, les virus/

viroides, les protozoaires et les nématodes (Agrios, 2005) (Figure 16).

Selon leur mode de nutrition, les microorganismes phytopathogénes sont répartis en trois
classes: (i) les biotrophes qui extraient les nutriments des tissus végétaux tout en maintenant la
viabilité des cellules hotes, (ii) les nécrotrophes qui se nourrissent des tissus végétaux morts en
induisant la nécrose des cellules hotes et (iii) les hémibiotrophes qui combinent les deux modes
de nutrition au cours de leur cycle, c’est-a-dire une phase biotrophique précoce suivie d’une

phase nécrotrophique (Mengiste, 2012).

,; o, Beet yellows virus

© o= Tobacco mosaic virus
Ce Wheat striate mosalc virus Fungus
@  Cucumber mosaic vinus {mycelium)
&  Tobacco necrosis satellite virus
£ Hemoglobin molecule

Figure 16: Les microorganismes pathogenes des plantes (Agrios, 2005)

42



Les interactions plantes-microorganismes pathogenes se traduisent par «une guerre
moleculaire » entre le systéeme immunitaire des plantes et les facteurs de virulence des
microorganismes pathogenes. Cette « guerre moléculaire », fruit d’une coévolution constante
entre les deux protagonistes, a été illustrée selon le modele dit en zigzag par Jones et Dangl

(Jones et Dangl, 2006) (Figure 17).
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Figure 17: Le modéele évolutif en zigzag des interactions plantes-microorganismes pathogénes

Phase 1 : La plante détecte les PAMPs a 1’aide des PRRs ce qui induit la PTI ou résistance
basale. Phase 2 : La bactérie injecte dans la cellule végétale des effecteurs (en bleu) qui
entravent la PTI, ce qui conduit au développement de la maladie ou sensibilité¢ déclenchée par
les effecteurs ETS (la cellule est en marron). Phase 3 : La plante a acquis une protéine dite « de
résistance » (R1, en violet) capable de reconnaitre spécifiquement un effecteur ou son effet sur
sa cible végétale (en vert), activant ainsi I’ETI ou résistance spécifique le plus souvent marquée
par une réaction hypersensible (HR). Phase 4 : La souche bactérienne a évolu¢ et a perdu ou
modifi¢ I’effecteur reconnu ou a acquis un nouvel effecteur (en rouge) qui supprime la
résistance spécifique : la cellule est malade (ETS). Phase 5 : L’évolution favorise alors, chez la
plante, I’apparition d’une nouvelle protéine de résistance (R2) qui reconnait 1’effecteur
nouvellement acquis. Une nouvelle résistance spécifique s’installe (ETI). (Abad et Favery,
2012).
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Le modéle en zigzag indique que les deux issues possibles d’une interaction plante-
microorganisme pathogene sont soit la maladie dans le cas d’une interaction compatible qui a
lieu entre une plante sensible et un microorganisme virulent, soit la résistance dans le cas d’une
interaction incompatible qui a lieu entre une plante résistante et un microorganisme avirulent.
Deux types de résistance sont distingués a savoir la résistance non-hote et la résistance hote. La
résistance non-hote est une défense végétale a large spectre qui fournit une immunité a tous les
membres d'une espece végétale contre tous les isolats d'un micro-organisme, pathogene pour
d'autres espéces végétales (Senthil-Kumar et Mysore, 2013). La résistance hote correspond a
une résistance spécifique entre un cultivar d’une espéce végétale et un pathotype (race) d’un
microorganisme pathogéne et est caractérisée le plus souvent par une RH (Réponse
hypersensible) au site d’infection (Mysore et Ryu, 2004; Nurnberger et al., 2004). 11 s’agit de

la résistance « geéne pour geéne » décrite la premiere fois par Flor (Flor, 1971) (Figure 18).

Cultivar d’une plante hote
Géne R Géne r
Race d’un agent pathogéne

T F

Résistance/RH Maladie

Geéne avr

Maladie Maladie

Figure 18: Le modé¢le génétique de la relation "geéne pour geéne" de Flor

La résistance de la plante, souvent associée a une RH ne s’établit que si la plante posséde un
gene R correspondant a un géne Avr de I’agent pathogene. Dans tous les autres cas, la maladie
se développe.

3.1 Le systéme immunitaire des plantes

Le systéme immunitaire des plantes les protége contre la multitude de microorganismes qui
peuplent la rhizosphere et la phyllosphére. Ce systéme immunitaire est subdivisé en immunité

pré-invasive et en immunité post-invasive (Gohre et Robatzek, 2008).
3.1.1 L’immunité pré-invasive

L’ immunité pré-invasive protége la plante contre 1’invasion microbienne. D’une part, elle limite
I’entrée des microorganismes dans 1’apoplaste par des barriéres physiques préformées telles
que la cuticule et la paroi cellulaire. La cuticule recouvre les surfaces aériennes des plantes.
Elle est composée de cutine, un polymeére insoluble intimement imbriqué dans un réseau de

cires et de microfibrilles de polysaccharides (Wang et al., 2000; Abad et Favery, 2012;
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Benhamou et Rey, 2012). La paroi forme un exosquelette qui protége 1’intégrité de chaque
cellule végétale. Elle est composée de polysaccharides (cellulose, hémicelluloses et pectine) et
peut contenir de la lignine, un polymere hétérogene de composés phénoliques (Hématy et al.,
2009; Abad et Favery, 2012). Les plantes limitent également de maniere induite ’entrée des
micorooganismes dans 1’apoplaste par la fermeture des stomates (Gohre et Robatzek, 2008;

Senthil-Kumar et Mysore, 2013).

D’autre part, I’'immunité pré-invasive empéche la multiplication des microorganismes dans
I’apoplaste via des substances chimiques antimicrobiennes. Ces substances sont constitutives
et comprennent des alcaloides, des terpénoides, des composés phénoliques, des lactones, des
saponines, des glycosides cyanogéniques et des huiles (Abad et Favery, 2012; Benhamou et
Rey, 2012) et inductibles notamment les phytoalexines (Gohre et Robatzek, 2008; Senthil-
Kumar et Mysore, 2013).

3.1.2 L’immunité post-invasive

L’immunité post-invasive est déclenchée une fois que I’immunité pré-invasive n’a pas réussi a
empécher I’intrusion et la tentative de multiplication des microorganismes dans les tissus de la
plante. Elle est constituée uniquement de défenses inductibles fournies par la PTI (PAMP-
Triggered Immunity) et ’ETI (Effector Triggered Immunity) destinées a renforcer la paroi
cellulaire et a neutraliser la survie des microorganismes dans 1’apoplaste (Gohre et Robatzek,

2008; Senthil-Kumar et Mysore, 2013).
3.1.2.1 La PAMP-Triggered Immunity (PTI)

La PTI est la premiére couche de défenses inductibles que les microorganismes rencontrent
apres étre réellement rentrés en contact avec la plante hote notamment lors du contournement
des défenses constitutives ou préformées. Il s’agit d’une résistance non-spécifique qui est tres
efficace contre une grande majorit¢ de microorganismes et correspond a I’appellation ancienne
de résistance basale ou résistance non hote (Sanabria et al., 2008; Boller et Felix, 2009; Abad

et Favery, 2012).
3.1.2.1.1 La reconnaissance extracellulaire des PAMPs/DAMPs par les PRRs

Les PRRs (pour Pattern Recognition Receptors) ou récepteurs de reconnaissance de motifs
moléculaires constituent le premier niveau du systéme de surveillance de I’immunité végétale.
Il s’agit de récepteurs transmembranaires représentés notamment par les récepteurs de type
kinase ou RLK (Receptor Like Kinase) et les récepteurs de type protéine ou RLP (Receptor
Like Protein) (Monaghan et Zipfel, 2012; Bohm et al., 2014; Zipfel, 2014).
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Les RLKs sont composées d'un domaine extracellulaire, d'un domaine transmembranaire et d'un
domaine kinase intracellulaire, tandis que les RLPs n'ont pas de domaine kinase intracellulaire.
Le domaine extracellulaire de ces récepteurs est variable, de type LRR (Leucine Rich Repeat),
LysM (Lysine Motif), EGF (Epidermal Growth Factor) et lectine permettant la reconnaissance
d’une large gamme de ligands, y compris des stéroides, des peptides, des polysaccharides et

des lipopolysaccharides (Tang et al., 2017; Saijo et al., 2018).

Les PRRs reconnaissent les PAMPs ou les MAMPs (Pathogen-Associated Molecular Patters
ou Microbe-Associated Molecular Patters) des microorganismes comme étant du « non-soi » et
les DAMPs (Dammage-Associated Molecular Patters) des plantes, libérés par les enzymes des
microorganismes comme du « soi endommagé » (Sanabria et al., 2008; Boller et Felix, 2009).
En plus des PAMPs et des DAMPs, certains PRRs sont connus pour reconnaitre des effecteurs
fongiques dans I’apoplaste (Wu et Zhou, 2013). Plusieurs couples PRRs-PAMPs/DAMPs ont
¢été identifiés dont certains bien caractérisés mettant en évidence le role crucial des récepteurs

immunitaires de surface dans la résistance des plantes aux maladies (Figure 19; Tableau IV).
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Figure 19: Les couples PRRs-PAMPs/DAMPs/Effecteurs apoplastiques caractérisés chez des

microorganismes

Les LRR-RLKs FLS2 et EFR reconnaissent respectivement flg22 et elf18 bactériens. BAK1
est un co-récepteur et forme un hétéro-dimere avec FLS2 ou EFR lors de la stimulation du
ligand. Le peptidoglycane bactérien (PGN) est reconnu par les LysM-RLPs LYM1 et LYM3.
CERKI est également requis dans la reconnaissance du PGN et forme probablement un
complexe avec LYM1 et LYM3 bien que l'interaction directe n'ait pas ét€ démontrée. La chitine
est reconnue directement par CERK 1 qui forme un dimere chez Arabidopsis alors que chez le
riz elle est reconnue par CEBiP qui interagit avec OsCERK 1. La xylanase fongique Eix est
reconnue par le complexe LeEix1/LeEix2 chez la tomate. L’effecteur apoplastique Avel
interagit avec Vel chez la tomate et SOBIR1 chez Arabidopsis. Plusieurs effecteurs fongiques
sont reconnus par des RLPs de C. fulvum. Les DAMPs, oligogalacturonides (OG) et AtPeps
sont reconnus respectivement par WAK1 et PEPR1/PEPR2 (Wu et Zhou, 2013).
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Tableau IV: Les couples PRRs-PAMPs/DAMPs identifiés (Saijo et al., 2018)

Récepteur Type Ligand (Motif) Plante
Reconnaissance des bactéries pathogénes

FLS2 LRR-RLK Flagelline (f1g22) Plantes supérieures
FLS3 LRR-RLK Flagelline (flglI-28) S. pimpinellifolium
EFR LRR-RLK EF-Tu (elf18) A. thaliana

CORE LRR-RLK Cold shock protein (csp22) S. lycopersicum
XA21 LRR-RLK raxX (RaxX21) 0. sativa

XPS1 LRR-RLK Permease (xup25) A. thaliana

LORE LEC-RLK Lipopolysaccharide A. thaliana

EPR3 LysM-RLK Polysaccharides extracellulaires L. japonicus
ReMax/RLP1 LRR-RLP eMAX A. thaliana

RLP23 LRR-RLP Nepl-like protein (nlp20) A. thaliana

CSPR LRR-RLP Cold shock protein (csp22) N. benthamiana
LYMI/LYM3 LysM-RLP Peptidoglycane A. thaliana
Reconnaissance des champignons pathogenes

CERKI1 LysM-RLK Chitine A. thaliana

LYKS5 LysM-RLK Chitine A. thaliana

I-3 LEC-RLK Avr3/Six1 S. pennellii
RLP30 LRR-RLP SCFE1 A. thaliana
Eix1/Eix2 LRR-RLP Xylanase inductrice d'éthyléne  S. pennellii
RLP42/RBPG1 LRR-RLP Endopolygalacturonases A. thaliana

Cf-2 LRR-RLP Avr2, Gr-VAP1 S. pimpinellifolium
Cf-4 LRR-RLP Avr4 S. hirsutum

Cf-5 LRR-RLP Avr5 S. lycopersicum
Cf-9 LRR-RLP Avr9 S. pimpinellifolium
Hcr9-4E LRR-RLP Avr4E S. hirsutum
LepR3/RLM  LRR-RLP AvrLml, AvrLm2 B. napus

I LRR-RLP Avrl/Six4 S. pimpinellifolium
CEBiP LysM-RLP Chitine 0. sativa
LYP4,LYP6  LysM-RLP Chitine, Peptidoglycane 0. sativa
LYMI1,LYM3 LysM-RLP Peptidoglycane A. thaliana

LYM2 LysM-RLP Chitine A. thaliana
Reconnaissance des Oomycétes pathogénes

RLP23 LRR-RLP nlp20 A. thaliana
RLP8S5/ELR LRR-RLP Elicitine S. microdontum
Reconnaissance des altérations de la cellule hote (motifs associés au dommage)

PEPRI1 LRR-RLK Pepl-Pep6 A. thaliana

PEPR2 LRR-RLK Pepl, Pep2 A. thaliana

RLK?7 LRR-RLK PIP1 A. thaliana

SR160 LRR-RLK Systémine S. peruvianum
DORNI LEC-RLK ATP extracellulaire A. thaliana

WAKI1 EGF-like-RLK Olugogalacturonides A. thaliana

FER Malectin-RLK Peptides RALF A. thaliana
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3.1.2.1.2 La transduction du signal et ’activation des mécanismes de défense

De la transduction du signal a I’activation des mécanismes de défense, on distingue les étapes

suivantes (Figure 20):

- L’initiation de la transduction du signal : suite a la reconnaissance des PAMPs/DAMPs par
les PRRs, ces deniers interagissent avec des corécepteurs membranaires pour initier la
transduction du signal. Par exemple, BAK1(Brassinosteroid Insensitive 1-Associated Kinase 1)
est le corécepteur commun de plusieurs PRRs entre autres FLS2, EFR, PEPR1 et XA2l
(Chinchilla et al., 2007; Heese et al., 2007; Schulze et al., 2010; Roux et al., 2011; Sun et al.,
2013; Chen et al., 2014; Tang et al., 2015; Ma et al., 2016). Cette étape implique également
des corécepteurs cytoplasiques appelés RLCKs (pour Receptor-Like Cytoplasmic Kinases)
dont BIK1 est le mieux caractérisé (Botrytis-Induced Kinase 1) (Lu ef al., 2010; Zhang et al.,
2010; Liu et al., 2013).

- L’activation des événements de signalisation physiologiques: suite a la phosphorylation
des RLCKs, plusieurs évenements de signalisation physiologiques sont induits. Il se produit
une augmentation de la concentration du calcium (Ca*") intracellulaire résultant de 1’entrée du
calcium apoplastique et la libération du calcium des réserves internes (Jeworutzki et al., 2010;
Seybold et al., 2014; Thor et Peiter, 2014; Yuan et al., 2017). L’augmentation de la
concentration Ca®" cytosolique est gravement affectée chez les mutants bik1 et pbll (Li et al.,
2014; Ranf et al., 2014; Monaghan et al., 2015). Cette augmentation de la concentration de
Ca?" dans le cytosol engendre I’activation des canaux anioniques perméables au chlorure et
nitrate (Cl" et NO3") et des canaux perméables au potassium (K*) ce qui entraine ’efflux de ces
ions vers I’apoplaste conduisant a une dépolarisation de la membrane plasmique et une

alcalinisation de 1’apoplaste, défavorable aux microorganismes (Jeworutzki et al., 2010).

Aussi, il y a une production d’especes réactives de 1’oxygeéne (ROS « Reactive Oxygen
Species ») dans 1’apoplaste grace a la phosphorylation directe de la NADPH oxydase RBOHD
(Respiratory Burst Oxidase Homologue Protein D) par BIK1 et probablement d’autres RLCKs
(Kadota et al., 2014; Li et al., 2014). La production de ROS implique également les CDKPs
(pour Calcium-Dependent Protein Kinases) qui phosphorylent également la RBHOD suite a
leur activation induite par ’entrée de Ca®" dans le cytosol (Kobayashi et al., 2007; Boudsocq
et al., 2010; Dubiella et al., 2013). Les ROS participent au renforcement de la paroi cellulaire
végétale via la réticulation des glycoprotéines ou la peroxydation lipidique et servent de

molécules de signalisation par exemple dans la régulation stomatique pour limiter I’entrée des
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bactéries dans les tissus foliaires (Torres et al., 2006; Wrzaczek et al., 2013; Kadota et al., 2014;
Lietal,2014; Qiet al.,2017).

- La transmission de la signalisation au noyau pour la transcription des génes impliqués
dans la défense : cette étape est assurée par les CDKPs et les MAPKs (pour Mitogen-Activated
Protein Kinases) qui agissent de manicre synergique ou indépendante (Boudsocq et al., 2010).
Les plantes mutantes cpk doubles, triples et quadruples présentent une activation génique
progressivement diminuée ainsi qu'une compromission de la défense contre les agents
pathogenes (Boudsocq ef al., 2010; Dubiella et al., 2013). Les substrats phosphorylés par ces
protéines kinases pour la transmission du signal au noyau impliquent des facteurs de

transcription notamment WRKY (Asai ef al., 2002; Gao et al., 2013).

Par ailleurs, I’expression des geénes de défense activée par les facteurs de transcription est
coordonnée et régulée par différentes voies de synthése de phytohormones afin d’assurer une
réponse adaptée a I’agent pathogene en présence. En effet, les phytohormones telles que I’acide
salicylique (AS), I’acide jasmonique (AJ) et I’éthyléne (Et) interviennent dans un réseau
complexe de signalisation pour I’expression des genes de défense : SA est généralement associé
a la résistance aux biotrophes, tandis que JA et Et sont généralement associés a la résistance
aux nécrotrophes ; l'interaction entre ces deux types de résistance est souvent antagoniste et
l'induction de l'un atténue 1'autre (Robert-Seilaniantz et al., 2007; Robert-Seilaniantz et al.,

2011).

- Les mécanismes de défense de la PTI : ils se traduisent par le renforcement des barriéres
physico-chimiques préformées. D’une part, il y a le renforcement de la paroi cellulaire par
incrustation de molécules polysaccharidiques comme la callose, de métabolites issus du sentier
des phénylpropanoides comme la lignine et les composés phénoliques, et des protéines et
glycoprotéines structurales comme les glycoprotéines riches en hydroxyproline (Benhamou et
Rey, 2012). D’autre part, il y a la synthése de nouvelles protéines avec des activités
antimicrobiennes telles que des protéines de stress ou protéines PR « Pathogenesis-Related »,
des enzymes et des inhibiteurs de protéases ainsi que la production de phytoalexines et des

métabolites secondaires (Benhamou, 2009 cité par Benhamou et Rey, 2012).
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Figure 20: Les mécanismes cellulaires impliqués dans la PTI: de la reconnaissance des
PAMPs/DAMPs par les PRRs a la mise en place des mécanismes de défense

La perception des PAMPs/DAMPs par les PRRs implique une association/dissociation
dynamique avec les corécepteurs et les kinases cytoplasmiques de type récepteur (RLCKs), et
la transphosphorylation au sein des complexes de PRRs pour initier la signalisation en aval. Les
signaux dérivés des PRRs sont transmis via d'autres cascades de phosphorylation, y compris les
protéines kinases activées par les mitogénes (MAPKSs) et les protéines kinases dépendantes du
calcium (CDPKs) vers les cibles en aval telles que la NADPH oxydase RBOHD, les ATPases
de H' résident a la membrane plasmique et les facteurs de transcription (TFs) (Saijo ef al.,
2018).

3.1.2.2 L’Effector-Triggered Immunity (ETI)

L’ETI correspond a la deuxiéme couche de I’immunité induite. Il s’agit de la phase 3 du mod¢le
évolutif en zigzag qui est un état de résistance caractérisé par la reconnaissance spécifique de
I’ET3 par une protéine de résistance R (Jones et Dangl, 2006). Au cours des vingt derniéres
années, des dizaines de geénes R ont été clonés a partir d'une gamme d'especes végétales ainsi

que leurs geénes Avr apparentés chez des agents pathogenes (Kapos ef al., 2019).
3.1.2.2.1 La reconnaissance intracellulaire des ET3s par les protéines R NB-LRRs
- Les principales classes de protéines R

Les protéines R de résistance végétale sont souvent regroupées en cinq classes principales en
raison de la combinaison de motifs structuraux conservés et de leur emplacement présumé dans
la cellule (Dangl, Jones, 2001; Hammond-Kosack, Kanyuka, 2007; Joshi, Nayak, 2011; Ma et
al., 2013) (Figure 21):

51



- La classe la plus prédominante des protéines R est représentée par des protéines
intracellulaires contenant un domaine central de liaison au nucléotide (NBS ou NB
« Nucleotide-Binding Site ») et un domaine C-terminal riche en répétitions de leucine (LRR
« Leucine Rich Repeats ») relié au domaine central par une région appelée ARC (pour
Apoptosis activating factor 1 (Apaf-1), plant R proteins, and Cell death protein 4 (CED-4)). Ces
protéines appelées NB-LRRs ou NLRs en référence a leurs domaines conservés central et C-
terminal, se divisent en deux classes sur la base de leur domaine N-terminal variable : la classe
des TIR-NB-LRRs ou TNLs dont le domaine N-terminal est un motif TIR (Toll Interleukin-1
Receptor) et la classe des CC-NB-LRRs ou CNLs dont le domaine N-terminal est un motif CC
(Coiled-Coil).

- La troisiéme classe de protéines R de type intracellulaire comprend uniquement un domaine

de motif sérine thréonine kinase simple ou double.

- La quatrieme classe représentée par des protéines de type récepteurs (Receptor-Like Protein
« RLP »), présentent un domaine LRR extracellulaire (¢LRR), un domaine transmembranaire

et un domaine court cytoplasmique.

- La cinquiéme classe de protéines R est représentée par des kinases de type récepteur
(Receptor-Like Kinase « RLK ») qui présentent un domaine eLRR, un domaine

transmembranaire et un domaine cytoplasmique sérine thréonine kinase.
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Figure 21: Les principales classes de protéines R

La principale classe des protéines R (NB-LRR) est représentée par L6 et N qui sont TNLs et
RPS2 qui est un CNL localisées dans le cytoplasme. Une modification identifiée dans la
protéine TNL est un domaine supplémentaire de facteur de transcription WRKY a son extrémité
C (RRS1-R). Des exemples de la troisieme classe de protéines R sont Pto et Rpgl. Cf2 / Cf9 et
Xa21 sont respectivement des exemples des protéines R RLPs et RLKs. Diverses variantes de
protéines existent notamment Pi-d2, une RLK mais avec un domaine lectine extracellulaire
(lectine B), Rpwl1 dispose d’un domaine coiled-coil (CC) relié uniquement a un domaine
transmembranaire et Ve2 est une RLP avec un domaine LRR extracellulaire, un domaine
transmembranaire et deux domaines supplémentaires cytoplasmiques PEST et SPM. (Joshi et
Nayak, 2011).

- Les différents modes de reconnaissance des ET3s par les protéines NB-LRRs

Similairement aux PRRs qui reconnaissent les PAMPs comme du « non-soi » et les DAMPs
comme du « soi-modifié », les NB-LRRs reconnaissent également les ET3s a I’intérieur de la
cellule végétale comme du « non-soi » ou la modification/dégradation d’une protéine hote
induite par les ET3s comme du «soi-modifié ». A ce jour, trois principaux modes de

reconnaissance ont été décrits: la reconnaissance directe, la reconnaissance indirecte et la
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reconnaissance via un domaine « leurre intégré » (Dodds et Rathjen, 2010; Cui et al., 2015;

Kapos et al., 2019) (Figure 22).

a Direct b Guard/decoy ¢ Bait
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Figure 22: Les différents modéles de reconnaissance des ET3s par les protéines NB-LRRs

En reconnaissance directe, la protéine NB-LRR reconnait directement I'ET3 (vert) via son
domaine LRR (a). En reconnaissance indirecte, I’ET3 modifie une protéine accessoire (rouge),
qui peut étre sa cible de virulence (mod¢le de garde) ou une imitation structurelle d'une telle
cible (mode¢le de leurre) ; c’est la protéine accessoire modifiée qui est reconnue par la protéine
NB-LRR (b) ou encore, l'interaction de I’ET3 avec une protéine accessoire facilite la
reconnaissance de I’ET3 par la protéine NB-LRR (mod¢le d'appat) (c¢). La protéine NB-LRR
comprend un domaine C-terminal LRR (bleu clair), un domaine NB central (croissant orange)
qui se lie aI'ATP ou a I'ADP (ovale jaune) et un domaine N-terminal TIR ou CC (ovale violet)
(Dodds et Rathjen, 2010). Dans le modé¢le de reconnaissance via un domaine « leurre intégré »,
la protéine NB-LRR assure la reconnaissance de I’ET3 via le domaine leurre tandis qu’une
seconde protéine NB-LRR assure la transduction du signal (d) ( Cesari et al., 2014).

3.1.2.2.2 L’activation des NB-LRRs et la transduction du signal

A 1'état de repos, la protéine NB-LRR est maintenue dans un état fermé et auto-inhibé par une
interaction entre ses différents domaines. La reconnaissance directe ou indirecte de I’effecteur
entraine un changement de conformation se traduisant par une structure plus ouverte dans
laquelle les interfaces sur les domaines NB ou N-terminal (CC / TIR) sont exposées et activent

la signalisation de défense (Ma et al., 2013) (Figure 23).

L’initiation de la transduction du signal implique des partenaires de signalisation notamment

des NB-LRRs auxiliaires ou CCr-NB-LRRs » (Bonardi et al., 2011; Collier et al., 2011) ainsi
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que les protéines NDR1 (non race specific disease resistance 1) et EDS1 (enhanced disease
susceptibility 1) identifiées comme des composants de la voie de signalisation de la résistance

induite par les protéines NB-LRRs (Day et al., 2006; Zhu et al., 2011).

Par ailleurs, ’ETI partage les autres voies de la transduction du signal impliquées dans la PTI
notamment les événements de signalisation physiologiques (augmentation de la concentration
du Ca®" du cytosol, production de ROS, les flux anioniques) et I’activation des réseaux de
protéines kinases MAPKs et CDKPs impliqués dans la reprogrammation de la transcription des
genes. Ces différents évenements de signalisation sont toutefois dans le cas de ’ETI plus
rapides et plus intenses et I’ETI aboutit le plus souvent a la mort des cellules végétales infectées,
une réaction appelée réponse hypersensible (RH) (Jones et Dangl, 2006; Tsuda et Katagiri,
2010).

CNL dimer

Figure 23: Le modele d'activation de la protéine NB-LRR (Ma et al., 2013)
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3.1.2.3 Les réponses de défense des plantes a I’accumulation des nutriments et d’eau

dans I’apoplaste

Pour soutenir leur multiplication et leur dispersion, les microorganismes induisent des
modifications physiologiques permettant 1’accumulation des nutriments et d’eau dans
I’apoplaste. Pour priver les microorganismes de ces nutriments et d’eau et instaurer la
résistance, les plantes ont développé divers mécanismes de défense. Ainsi, pour empécher
I’accumulation de sucres par I’induction de 1’expression des génes SWEET, on trouve chez le
riz des polymorphismes au sein des EBEs des TALs dans la région promotrice des genes
SWEET, empéchant I’induction de leur expression par des TAL de Xanthomonas oryzae pv.
oryzae. Par ailleurs, pour récupérer le saccharose et les hexoses accumulés suite a 1’induction
des cwINVs, il a été démontré chez Arabidopsis 1’activité des transporteurs d’absorption du
saccharose (SUTs « sucrose uptake transporters ») et des protéines de transport du sucre (STPs
«sugar transport proteins ») en réponse a des microorganismes bactériennes et fongiques
(Lemonnier et al., 2014; Veillet et al., 2016; Yamada ef al., 2016). En outre, dans I’interaction
soja-Phytophthora sojae, pour empécher la libération de sucres par I’effecteur XEGI, le soja
produit une protéine inhibitrice apoplastique de la glucanase, GmGIP1, qui se lie directement a
XEGI et inhibe son activité enzymatique instaurant ainsi la résistance (Ma et al., 2017).
Toutefois, P. sojae est capable de sécréter un leurre paralogue de XEG1, XLP1 qui n’a aucune
activité hydrolytique mais se lie 8 GmGIP1 plus étroitement que XEG], libérant ainsi XEG1
de I’inhibition de GmGIP1 pour une infection réussie (Ma et al., 2017).

Par ailleurs, chez les plantes de poivron résistantes, il a ét¢ suggéré que le gene de résistance
Bs7, reconnait le produit de la réaction enzymatique, c'est-a-dire InsP5, ou des changements
causés par une homéostasie modifiée de 1'inositol polyphosphate afin d’induire une RH en
réponse a ’effecteur XopH de Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Bliher et al., 2017).
Enfin, il a ét¢ démontré que la résistance de Arabidopsis a I’effecteur AvrRpt2 de Pseudomonas
syringae s’est traduite par une inhibition de ’accumulation d’eau dans I’apoplaste liée a la

stabilité de AtMIN7 (Xin et al., 2016).
3.2 Les facteurs de virulence des microorganismes pathogénes

La multiplication et la survie des microorganismes aux dépends des plantes sont assurées par
de multiples facteurs de virulence qui interférent efficacement avec le systéme immunitaire des
plantes. Chez les bactéries, ces facteurs de virulence comprennent des structures de surface et
des effecteurs de virulence sécrétés par des systemes de sécrétion spécialisés (Blittner et Bonas,

2010) (Figure 24).
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3.2.1 Les structures de surface: acteurs de la colonisation externe de la plante

La survie épiphyte des bactéries pathogenes sur les surfaces végétales et leur entrée a I’intérieur

de la plante hote sont assurées par diverses structures de surface.
3.2.1.1 Les substances polyméres extracellulaires

Les substances polymeres extracellulaires (EPS pour Extracellular Polymeric Substances) sont
un mélange complexe de biopolymeéres principalement composés de polysaccharides, de
protéines, d’acides nucléiques, de lipides et de substances humiques (Vu et al., 2009; Flemming
et Wingender, 2010). Les EPS représentent la composante essentielle des biofilms et assurent
la cohésion en leur sein et I’adhérence des biofilms aux surfaces végétales (Flemming et

Wingender, 2010).

Les biofilms sont définis comme des communautés bactériennes denses (10%-10'! cellules/g de
poids humide) dans lesquelles les cellules sont liées les unes aux autres et incorporées dans une
matrice auto-produite d’EPSs (Flemming et Wingender, 2010; Flemming et al., 2016). Les
biofilms permettent aux bactéries de résister sur les surfaces végétales aux conditions
environnementales extrémes telles que la dessiccation, les températures ¢élevées, le
rayonnement ultraviolet solaire qui peuvent les endommager (Gunasekera et Paul, 2007). Ils
constituent aussi un environnement nutritionnel transitoire et sont propices au transfert
horizontal de matériels génétiques car ils renferment de nombreuses especes de

microorganismes (Flemming et al., 2016).

Le xanthane constitue I’EPS caractéristique des différentes especes de Xanthomonas et donne
I’aspect mucoide aux colonies. Il provoque le flétrissement des plantes hotes en bloquant
I’écoulement de 1’eau dans les vaisseaux du xyleme chez les bactéries vasculaires (Biittner et
Bonas, 2010). De plus, les lipopolysaccharides constituent une autre catégorie de substances
polysaccharides majoritaires de la membrane externe bactérienne des Xanthomonas spp.

(Biittner et Bonas, 2010).
3.2.1.2 Les structures de motilité et d’adhérence

La survie épiphyte demeure de courte durée pour les bactéries phytopathogenes qui établissent
une relation parasitaire étroite avec leurs hotes. Elles pénétrent assez rapidement dans les tissus
végétaux par des ouvertures naturelles (stomates, hydathodes, lenticelles) ou des blessures (Dou
et Zhou, 2012). Cette pénétration passive est néanmoins assurée par différentes structures de

motilité et est guidée par la taxie.
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La taxie désigne le déplacement orienté des microorganismes en réponse a des stimuli de nature
chimique, gazeuse, thermique, lumineuse (Baker et al., 2006). Elle est importante dans la
virulence bactérienne notamment dans les premiers stades de la colonisation de la plante

(de Weert et al., 2002; Yao et Allen, 2006; Yao et Allen, 2007; Antinez-Lamas et al., 2009).

Les flagelles et les adhésines permettent aux bactéries de se fixer et d’avancer sur les surfaces
végétales (Mattick, 2002; Meng et al., 2005; Craig et Li, 2008). Les adhésines sont de différents
types notamment fimbriales (pili de type I et IV) et non fimbriales (Gerlach et Hensel, 2007).
Les adhésines non frimbriales XadA et XadB sont nécessaires a 1’adhérence de Xanthomonas
oryzae pv. oryzae aux feuilles de riz et a son entrée par les hydathodes (Ray et al., 2002; Das

et al.,2009).
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Figure 24: Les facteurs de virulence utilisés par Xanthomonas spp. pour interagir avec le
systéme immunitaire des plantes

Les facteurs de virulence comprennent les structures de surface (EPS, LPS, Pili de type IV et
adhésinses frimbriales) et des effecteurs sécrétés par les systeémes de sécrétion de type 11 (T2S)
et de type III (T3S). Les structures de surface assurent la survie épiphyte des bactéries et leur
entrée dans ’apoplaste tandis que les enzymes du T2S assurent la dégradation de la paroi
cellulaire. Le LPS et des produits de dégradation de la paroi cellulaire végétale qui résultent de
l'action d'enzymes dégradantes sécrétées par le systeme T2S sont détectés par des récepteurs
végétaux spécifiques qui activent la PTI. Le T3S délivre les effecteurs de type 3 directement
dans le cytosol de la cellule végétale qui vont agir dans différents compartiments cellulaires
pour inhiber la PTL. Ces aspects sont abordés dans la section 3. IM, membrane interne; OM,
membrane externe; CW, paroi cellulaire; PM, membrane plasmique (Biittner et Bonas, 2010)
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3.2.2 Les effecteurs de virulence: acteurs de la colonisation interne de la plante

Pour réussir la colonisation interne de la plante, les microorganismes délivrent a I’intérieur des
cellules végétales un large répertoire d’effecteurs via les haustoria chez les champignons et
oomycetes, le stylet chez les nématodes et les systemes de sécrétion chez les bactéries (Dangl
et al., 2013). Les effecteurs sont définis comme toutes les protéines et les petites molécules
sécrétées par les agents pathogénes pour modifier la structure et la fonction des cellules hotes
et améliorer la virulence (Hogenhout ez al., 2009). Les effecteurs sont délivrés dans 1’apoplaste

et a intérieur des cellules végétales (Dou et Zhou, 2012).
3.2.2.1 Les effecteurs apoplastiques ou extracellulaires

Les effecteurs apoplasiques sont principalement constitués par les enzymes et les toxines (Dou
et Zhou, 2012) et sont sécrétés chez les bactéries par les systemes de sécrétion de type I et de
type II (Cianciotto, 2005; Jha et al., 2007; Korotkov et al., 2012). Le répertoire des enzymes
est large chez des bactéries individuelles car elles sont associées aux différents composants de
la paroi cellulaire végétale et sont fonctionnellement redondantes au sein et entre les bactéries.
Elles comprennent des cellulases, pectinases, protéases, lipases, xylanases, polygalacturonases,
cystéine protéases, amylases, endoglucanases, cellobiosidases, estérases, etc (Cianciotto, 2005;

Rajeshwari et al., 2005; Sun et al., 2005; Jha et al., 2005, 2007).

Les enzymes assurent un apport énergétique en hydrolysant les composés cellulosiques et
pectiques de la paroi cellulaire pour les rendre assimilables par les bactéries (Boucher et al.,
2001). De plus, la dégradation de la paroi cellulaire par ces enzymes facilite I’insertion des
systemes de sécrétion dédiés a la translocation de protéines a I’intérieur de la cellule végétale

(Biittner et Bonas, 2010).

La production de toxines est particulierement reconnue chez les pathovars de Pseudomonas
syringae. Par exemple, cette bactérie sécrete la coronatine pour induire I’ouverture des stomates
et ainsi favoriser une meilleure invasion de 1’apoplaste (Melotto et al., 2006; Panchal et al.,

2016).
3.2.2.2 Les effecteurs cytoplasmiques ou intracellulaires

Les systéemes de sécrétion de type III, de type IV et de type VI respectivement SST3, SST4 et
SST6, permettent aux bactéries d’injecter des protéines effectrices directement dans le
cytoplasme de leurs cellules cibles eucaryotes et procaryotes (Green et Mecsas, 2016; Galan et
Waksman, 2018). En plus d’assurer le transfert horizontal de matériels génétiques contribuant

a la plasticité des génomes, le SST4 permet la livraison de protéines effectrices qui assurent
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pour Agrobacterium tumefaciens la formation de tumeurs chez des plantes (Juhas et al., 2008;
Pitzschke et Hirt, 2010). Récemment, il a été¢ découvert que Xanthomonas citri et A. tumefaciens
utilisent respectivement le SST4 et le SST6 pour délivrer des effecteurs toxiques a activité
antibactérienne dans le but d’assurer un avantage de croissance compétitif dans les

communautés bactériennes mixtes (Ma et al., 2014; Souza et al., 2015).

Ici, nous nous focaliserons sur le SST3 qui transférent les protéines effectrices bactériennes
dans les cellules végétales ou elles manipulent les voies cellulaires végétales au profit de I’agent

pathogene et favorisent la multiplication bactérienne (Biittner, 2016)
3.2.2.2.1 La structure du systéme de sécrétion de type 3

Le SST3 est également appelé injectisome conformément a sa fonction et se présente sur le plan
structural sous la forme d’une seringue avec trois composantes majeures : (i) le corps basal qui
s’étend sur les membranes interne et externe bactériennes et est associ¢ a une ATPase
cytoplasmique, (ii) le pilus qui s’étend sur la paroi cellulaire végétale pour servir de conduit a
I’acheminement des protéines effectrices et (iii) le translocon qui forme un pore protéique dans
la membrane plasmique de la cellule végétale pour I’arrivée des protéines effectrices dans le
cytosol de la cellule hote (Biittner et He, 2009) (Figure 25). L’ ATPase cytoplasmique fournit
I’énergie nécessaire a I’assemblage et au dépliage des différents composants du SST3 (Biittner,

2012).
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Figure 25: L'organisation structurale du systéme de sécrétion de type 3 des phytobactéries

IM, membrane interne; OM, membrane externe; PM, membrane plasmique ; T3SS : corps basal
du systeme de sécrétion de type 3 (Biittner et He, 2009).
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3.2.2.2.2 Le répertoire d’effecteurs du systeme de sécrétion de type 3

Les protéines effectrices injectées par le SST3 dans les cellules végétales sont communément
appelées effecteurs de type 3 (ET3). Les progres accomplis dans la découverte du répertoire
d’ET3s des phytobactéries 1’ont été avec la disponibilité des séquences génomiques de diverses
souches bactériennes (Collmer et al., 2009). Le répertoire des ET3s est considérable chez des
souches individuelles. Par exemple, 24 ET3s ont ét¢ identifiés chez la souche 306 de X.
axonopodis pv. citri, 30 chez la souche 85-10 de X. campestris pv. vesicatoria, 23 chez les
souches ATCC 33913 et 8004 de X. campestris pv. campestris, 32 chez la souche KACC10331
de X. oryzae pv. oryzae et 37 chez les souches MAFF 311018 et PXO99A de X. oryzae pv.
oryzae (Biittner et Bonas, 2010).

L’analyse de la distribution des ET3s dans différents génomes séquencés a relevé des ET3s
conservés (ou core effectors) et des ET3s variables (ou variable effectors) chez des pathovars
de différentes especes de bactéries (Sarkar et al., 2006; Guidot et al., 2007; Baltrus et al., 2011,
Ryanetal.,2011; Peeters et al., 2013). Les ET3s conservés sont considérés comme des facteurs
de base de la pathogénicit¢ avec une grande utilité dans la virulence. Ils suppriment les
composants de défense largement conservés parmi une large gamme d’hdtes ou participent a
I’extraction des nutriments (Hajri et al., 2009; Poueymiro et Genin, 2009). Leur mutation
entraine une virulence et une aptitude réduites de I’agent pathogeéne (Hajri et al., 2009; Ryan et
al., 2011). En revanche, les ET3s variables contribuent au détournement des défenses
spécifiques dans des interactions étroites plantes-agents pathogenes (Hajri et al., 2009; Potnis
et al., 2011; Ryan et al., 2011). Leur mutation n’est pas nécessairement associée a une
diminution de la virulence et ces ET3s contribuent a la spécificité d’hotes (Hajri et al., 2009;

Ryan et al., 2011).

Deux grandes classes d’ET3s ont été reconnues chez les especes de Xanthomonas: les effecteurs
TAL (pour Transcription Activator-Like) et les effecteurs non-TAL (Ryan ef al., 2011). Les
effecteurs TAL sont des facteurs de virulence majeurs. Ils sont dotés des caractéristiques des
facteurs de transcription eucaryotes et manipulent ainsi le transcriptome des plantes hotes pour
induire I’expression de genes de susceptibilité¢ (Kay et Bonas, 2009; White et Yang, 2009). En
revanche, les effecteurs non-TAL sont des protéines avec diverses fonctions biochimiques dont
la contribution a été bien documentée dans la suppression de I’immunité des plantes (Deslandes
et Rivas, 2012; Dou et Zhou, 2012; Feng et Zhou, 2012; Macho et Zipfel, 2015). En outre, de

récentes études mettent en lumiere des rdles des ET3s non-TAL dans 1’induction de
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changements physiologiques dans I’apoplaste pour favoriser la multiplication et la dispersion

des microorganismes pathogenes (Kasmi et al., 2018).
3.2.2.2.3 Les roles des effecteurs de type 3 non-TAL

Les microorganismes déstabilisent la PTI et ’ETI grace a des effecteurs de type 3 non-TAL
conduisant a 1’état de susceptibilité ainsi appelé Effector Triggered Susceptibility (ETS) ou
susceptibilité déclenchée par I’effecteur (Jones et Dangl, 2006).

3.2.2.2.3.1 La suppression des réponses immunitaires de la plante
3.2.2.2.3.1.1 La suppression de la PTI

La suppression de la PTI correspond a la deuxiéme phase du modele évolutif en zigzag. Avant
d’aborder la suppression de la PTI via I’action des effecteurs qui attaquent directement les
composantes de cette couche de défense, il est important de signaler d’autres stratégies
intéressantes utilisées par les microorganismes pour échapper a la PTI. L’une de ces stratégies
est d’empécher la détection des PAMPs par les PRRs associés. Par exemple, les effecteurs
apoplastiques Ecp6 (Extacellular protein 6) et Slp1 (Secreted lysM protein6) respectivement de
Cladosporium fulvum et Magnaporthe oryzae séquestrent les oligosaccharides de chitine libérés
des parois fongiques lors de I’infection pour inhiber I’activation des PRRs correspondants chez

la tomate et le riz (de Jonge et al., 2010; Mentlak et al., 2012).

Par ailleurs, les effecteurs XopN, XopQ, XopX et XopZ de Xanthomonas oryzae pv. oryzae
suppriment les réponses de défenses induites par les DAMPs suite la dégradation de la paroi
cellulaire végétale chez le riz par I’enzyme LipA mais les mécanismes par lesquels ces protéines
interfeérent avec 1'élaboration de 1'immunité innée induite par les dommages a la paroi cellulaire
du riz restent & déterminer (Sinha et al., 2013). Dans le méme ordre d’idées, 1’effecteur XopB
de Xanthomonas campestris pv. vesicatoria inhibe les réponses de défense déclenchées par le
sucre en inhibant ’activité des invertases de la paroi cellulaire (cw-Invs « cell wall Invertases)
liée a une augmentation précoce du rapport hexose/saccharose bien qu’il reste a €¢lucider ce

mécanisme d’inhibition (Sonnewald et al., 2012).

De plus, une autre stratégie employée par les microorganismes pour éviter la détection des
PAMPs est leur modification par I’introduction de variations de séquences en dehors des
régions spécifiques qui sont critiques pour la structure et la fonction de la molécule (McCann
et al.,2012). 11 a ainsi été observé une variation naturelle intra-pathovar dans la reconnaissance
de différentes souches de Xanthomonas campestris pv. campestris chez Arabidopsis suite a un

polymorphisme d’acides aminés a la position 43 dans flg22 (Sun et al., 2006). D’autres cas de
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polymorphisme dans la séquence de la flagelline ont été notés chez Pseudomonas syringae (Cai

etal.,2011; Clarke et al., 2013).

Les paragraphes suivants donnent des exemples non exhaustifs des ET3s impliqués dans
I’inhibition de la PTI. Ces ET3s interviennent dans différents compartiments subcellulaires

pour bloquer les différentes étapes de la mise en place de la PTI (Figure 26).
- Des ET3s déstabilisent P’initiation et la transduction du signal immunitaire

Pour bloquer la PTI, des effecteurs empéchent la perception des PAMPs et I’initiation de la
transduction du signal en ciblant directement les PRRs et leurs corécepteurs. Par exemple, les
effecteurs AvrPto, AvrPtoB et HopAOl de P. syringae inhibent entre autres 1’activité de
reconnaissance des PAMPs par les PRRs FLS2, EFR, Bti9, CERKI1 soit par interaction directe
soit par dégradation par leur activité enzymatique (Xiang et al., 2008; Gohre et al., 2008;
Gimenez-Ibanez et al., 2009; Xiang et al., 2011; Zeng et al., 2012; Macho et al., 2014). De
plus, les effecteurs AvrPto, AvrPtoB, HopF2 et HopBlde P. syringae et I’effecteur X002875
de X. oryzae pv. oryzae interagissent avec BAKI, le corécepteur commun de plusieurs PRRs,
ce qui entraine le blocage de I’initiation de la transduction du signal (Shan et al., 2008; Gdhre

et al., 2008; Cheng et al., 2011; Yamaguchi et al., 2013a; Zhou et al., 2014a; Li et al., 2016).

Par ailleurs, la transduction est perturbée par plusieurs effecteurs qui ciblent les RLCKs et les
MAKPs. C’est le cas des effecteurs AvrPphB de P. syringae, AvrAC de X. campestris pv.
campestris et X001418, un effecteur de X. oryzae pv. oryzae, qui ciblent des RLCKs (BIK1,
PBL1, PBL2, RIPK, RLCK185) chez leurs plantes hotes (Zhang et al., 2010; Feng et al., 2012;
Yamaguchi et al., 2013b). En outre, la MAPK kinase MKKS5 et les MAPKinases MPK3/MPK6
sont ciblés respectivement par les effecteurs HopF2 et HopAll de P. syringae (Wang et al.,
2010; Zhang et al., 2010).

- Des ET3s déstabilisent la transcription/traduction des génes de défense

Lors de I’attaque par les microorganismes, les plantes reprogramment la transcription des genes
pour favoriser I’expression de ceux impliqués dans la défense. Par conséquent, pour bloquer la
PTI, des ET3s ciblent la transcription ou la traduction de ces genes. Par exemple, les effecteurs
HopU1 et HopQl1 de P. syringae interfeérent avec la traduction des ARNm codant les PRRs
FLS2 et EFR (Fu et al., 2007; Jeong et al., 2011; Nicaise ef al., 2013; Hann et al., 2014).
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- Des ET3s déstabilisent des voies de la mise en place des mécanismes de défense

Les mécanismes de défense de la PTI se traduisent par le renforcement des barrieres physiques
et la synthése de produits antimicrobiens. Des ET3s sont capables de rivaliser avec les
différentes voies d’acheminement de ces produits pour inhiber la PTI. L’une de ces voies, le
trafic de vésicules, est ciblé par HopM1 de P. syringae qui interagit avec et induit la dégradation
de AtMIN7 via le protéosome de I’hote (Nomura et al., 2006). AtMIN7 est une composante clé
du systéme de trafic de vésicules qui est un mécanisme associé a la défense de la paroi cellulaire,
d’ou la déstabilisation de AtMIN7 par HopM1, vise a inhiber le dépot de callose au niveau de
la membrane plasmique (Nomura ef al., 2006). En induisant la dégradation de AtMIN10 qui est
une protéine 14-3-3, HopM1 est capable d’inhiber deux réponses précoces de la PTI a savoir la
production de ROS et la fermeture des stomates dont la seconde serait la conséquence de la

premiere (Lozano-Durén et al., 2014).

En outre, la voie de synthése de SA est ciblée par I’effecteur Hopll de P. syringae. En effet,
Hopl1 interagit dans le chloroplaste via un domaine J a son extrémité C avec Hsp70 (heat-shock
protein70) conduisant au remodelage de la structure des thylakoides et la suppression de
I’accumulation de SA. Cela a pour conséquence I’inhibition des réponses de défense
dépendantes de SA notamment une diminution de la syntheése des génes PR1 (Jelenska et al.,

2007).
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Figure 26: La déstabilisation de différentes étapes de mise en place de la PTI par les ET3s
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bactériens dans différents compartiments subcellulaires (Deslandes et Rivas, 2012)

3.2.2.2.3.1.2 La suppression de ’ETI

Les microorganismes suppriment I’ETI en évitant la reconnaissance de 1’effecteur de type 3 par
sa protéine R apparentée ou en acquérant de nouveaux effecteurs de type 3. Ces deux stratégies
sont rendues possibles grace a des mécanismes d’évolution microbienne. Les paragraphes

suivants donnent quelques exemples de suppression de I’ETI selon deux stratégies:

- La suppression de PETI par I’évitement de la reconnaissance de ’effecteur par sa

protéine R apparentée

L’¢évitement de la reconnaissance de [’effecteur par sa protéine apparentée est di a des
mécanismes de mutation ou de réarrangements de séquences affectant 1’effecteur. Au nombre
des exemples de cette stratégie chez les bactéries, il y a le cas de la perte de 1’effecteur AvrPphB
(HopART1) chez P. syringae pv. phaseolicola qui est normalement reconnu par la protéine de

résistance R3 du haricot. La perte de AvrPphB est due a la délétion de PPHGI-1, un ilot
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génomique d’environ 106 kb (Pitman ef al., 2005). La reconnaissance de I’effecteur AvrPphE
de P. syringae pv. phaseolicola par la protéine de résistance R2 du haricot a par contre été
perdue via des changements de paires de bases uniques chez quatre races et une insertion de
104pb chez une race (Stevens ef al., 1998). De méme les alleles HopZ1a, HopZ1b et HopZlc
de I’effecteur HopZ1 sont le résultat de mutations patho-adaptives : hopZ1b et hopZ1c différent
de hopZla en ce qu'ils ont une suppression de 12pb englobant les acides aminés 31 a 34 ;
hopZ1b a également une insertion de 9 pb prés de son extrémité 3’tandis que hopZlc a une

insertion de 10 pb sur le méme site (Ma et al., 20006).

D’autres exemples chez les champignons sont le cas de ’effecteur AVR-Pita de M. oryzae qui
contourne la protéine R Pi-ta du riz par des délétions de 6,9 ou 12, 5kb (Orbach et al., 2000) et
le cas de I’effecteur AvrLm1 de Leptosphaeria. maculans 1ié a sa quasi-perte par une délétion
de 260 kb sur une région génique de 269 kb (Gout et al., 2007). Aussi, I’effecteur AvrLm4-7
de L. maculans qui confére normalement une double spécificité de reconnaissance aux protéines
de résistance RIm4 et RIm7 chez le colza, s’est révélé contourné la reconnaissance par Rlm4
par I’unique substitution nucléotidique d’une glycine par une arginine (Parlange et al., 2009).
En outre, I’insertion d’un transposon Pto3 dans I’effecteur AVR-Pita a provoqué un gain de
virulence chez les souches CP1632 et B2 de M. oryzae sur des cultivars de riz contenant la
protéine R Pi-ta (Kang et al., 2001; Zhou et al., 2007). Enfin, I’insertion du transposon Hormin
dans I’effecteur AVRI a provoqué un gain de virulence chez la souche koChi-1 de F.
oxysporum f. sp. lycopersici sur les cultivars de tomate portant la protéine de résistance I

correspondante (Inami ef al., 2012).
- La suppression de ’ETI par I’acquisition/génération de nouveaux ET3

Les microorganismes sont capables de supprimer I’ETI par la génération ou I’acquisition de
nouveaux ET3 par des mécanismes de transfert horizontal. Les nouveaux ET3 acquis peuvent
supprimer I’ETI de diverses manieres. Par exemple, pour supprimer ’ETI déclenché par la
reconnaissance de I’effecteur AvrB ou AvrRpml1 par la protéine R RPM1, I’effecteur AvrRpt2
de P. syringae empéche la phosphorylation de RIN4 par I’effecteur AvrB ou AvrRpm1 (Kim
et al., 2005). Par conséquent, dans le processus de coévolution, la plante a développé une autre
protéine de résistance RPS2, qui détecte le clivage de RIN4 par AvrRpt2 pour restaurer de
nouveau ’ETI ( Axtell et al., 2003; Mackey et al., 2003). De méme, I’expression transgénique
de HopF2pi, supprime I’ETI en interférant avec le clivage de RIN4 par AvrRpt2 chez
Arabidopsis (Wilton et al., 2010). Chez les champignons, ’effecteur AVR-1 de F. oxysporum

f. sp. lycopersici empéche la reconnaissance des effecteurs AVR-2 et AVR-3 par les protéines
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de résistance correspondantes respectivement I-2 et 1-3 chez la tomate (Houterman et al., 2008).
De plus, il a été¢ démontré ’effet de masquage de I’effecteur AvrLm4-7 sur la reconnaissance

de I’effecteur AvrLm4 par RIm3 chez le colza (Plissonneau et al., 2016).

D’autre part, les ET3s peuvent supprimer I’ETI en déstabilisant les voies de mise en place de
I’ETL. Il s’agit notamment de I’effecteur HopD1 de P. syringae qui inhibe I’ETI chez Arabiopsis
en ciblant le facteur de transcription NTL9 au niveau du réticulum endoplasmique pour inhiber
I’expression dépendante de NTL9 de génes impliqués dans I’immunité pendant I’ETI par un
mécanisme non encore déterminé (Block et al., 2014). Les cibles et les mécanismes d’action
des ET3 dans la suppression de ’ETI demeurent moins approfondis comparativement a ceux

de la suppression de la PTI.
3.2.2.2.3.2 L’induction de changements physiologiques dans I’apoplaste

Pour assurer leur multiplication et leur dispersion, les microorganismes phytopathogénes qui
vivent essentiellement dans les espaces intercellualires ou apoplaste, utilisent des ET3s pour

modifier a leur profit les niveaux de nutriments et d’humidité de cet environnement.
- L’accumulation de nutriments dans I’apoplaste

Dans I’apoplaste, les microorganismes acquierent les nutriments de leurs hotes en manipulant
les voies de biosynthese de ces nutriments par des ET3s. Une importante source de nutriments
détournée par les mircoorganismes chez les plantes sont les sucres. Un groupe d’ET3s bien
documenté dans le détournement des sucres de la plante hote sont les effecteurs TAL des
Xanthomonas spp. qui induisent 1’expression des geénes transporteurs de sucre de la famille
SWEET (Sugars Will Eventually be Exported Transporter) provoquant un efflux de sucre dans
I’apoplaste ou le xyléme. En outre, les invertases de la paroi cellulaire (cwINVs « cell wall
invertases ») qui jouent un role important dans la gestion du sucre dans 1’apoplaste par clivage
du saccharose en hexoses (glucose et fructose) augmentant ainsi le niveau des hexoses libres
apoplastiques (Lemoine et al., 2013), sont une cible des microorganismes pour augmenter la
disponibilité du sucre dans ’apoplaste. En effet, s’il est possible qu'une augmentation précoce
de l'activité des cwINVs puisse soutenir une réponse de défense réussie, en fournissant a la
cellule végétale des molécules de glucose et de fructose compétentes pour la signalisation du
sucre, une induction tardive des cwINVs pourrait favoriser la progression de la maladie en
fournissant au pathogéne des nutriments (Kasmi et al., 2018). De nombreuses études ont ainsi
montré une augmentation de 1’expression des cwINVs dans des interactions compatibles entre

différentes espéces de plantes et des bactéries, des champignons, des oomycetes et des
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nématodes afin d’augmenter le rapport hexose/saccharose apoplastique, bien que les ET3s en
cause n’ont pas été identifiés (Proels et Hiickelhoven, 2014; Tauzin et Giardina, 2014). Enfin,
une autre stratégie utilisée par les microorganismes pour libérer du sucre dans ’apoplaste
consiste a hydrolyser directement les composés glucidiques de la paroi cellulaire. C’est le cas
de Phytophthora sojae qui utilise 1’effecteur apoplastique XEG1, une protéine glycoside
hydrolase de la famille 12 (GHI12 « glycoside hydrolase family 12 ») qui hydrolyse le
xyloglucane et le B-glucane en monosaccharides, augmentant ainsi la disponibilité du sucre

apoplastique (Ma et al., 2015).

En plus des sucres, les microorganismes utilisent des ET3s pour détourner le métabolisme
d’autres nutriments. Ainsi, I’ET3 Ripl de Ralstonia solanacearum interagit a la fois avec les
glutamates décarboxylases (GADs « glutamate decarboxylases ») et la calmoduline permettant
’interaction et la stimulation de ’activité des GADs par la calmoduline. Cette stimulation de
I’activité des GADs par la calmoduline entraine une augmentation de la synthese de I’acide
gamma-aminobutyrique (GABA « gamma-aminobutyric acid ») utilis€ comme nutriment par
R. solanacearum pour soutenir sa croissance et sa multiplication dans les plantes de tomate

(Xian et al., 2020).

En outre, chez le poivre, I’ET3 XopH de Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, grace a son
activit¢ 1-phytase, déphosphoryle le phytate (myo-inositol-hexakisphosphate, InsP6), le
principal composé de stockage du phosphate dans les plantes entrainant une accumulation de
InsP5. En plus des possibilités que la déphosphorylation du phytate et I’accumulation d’InsP5
puissent interférer avec les voies hormonales (éthyléne et le jasmonate) ou compromettre les
mécanismes de défense de I’hdte, il a été suggéré que cette stratégie de libération du phosphate
permet d’améliorer 1’état nutritionnel du pathogéne (Bliiher ef al., 2017). A I’appui de cette
hypothese, il a ét¢ démontré I’importance nutritionnelle de 1’utilisation de I’acide phytique via
la protéine PhyA de Xanthomonas oryzae pv. oryzae comme source unique de phosphate

(Chatterjee et al., 2003).
- L’accumulation d’eau dans ’apoplaste

En relation avec le constat que ’apparition de 1€sions imbibées d’eau est un symptome précoce
typique d’une attaque microbienne et qu’une humidité élevée a une forte influence sur
I’apparition et le développement des maladies, il a ét¢ découvert le role des ET3s dans ces
phénomenes a travers une accumulation d’eau dans 1’apoplaste. En effet, les ET3s, HopM1 et
AvrEl de Pseudomonas syringae sont capables d’induire des Iésions imbibées d’eau en

provoquant une accumulation d’eau dans ’apoplaste dépendante de I’humidité extérieure de la
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plante (Xin ef al., 2016). La perte de I’intégrité de la membrane plasmique des cellules végétales
serait le mécanisme par lequel HopM1 crée un apoplaste aqueux suite a la dégradation de
AtMIN7 (impliqué dans le trafic vésiculaire), car la plante mutante atmin?7 est défectueuse dans
le recyclage endocytique des protéines de la membrane plasmique et a une membrane
plasmique anormale (Xin et al., 2016). L’induction d’un apoplaste aqueux pourrait, en plus
d’affecter les réponses immunitaires de 1’hote, potentiellement faciliter le flux de nutriments

vers les bactéries et favoriser I’émersion et/ou la propagation des bactéries (Xin et al., 2016).

Un autre ET3 impliqué dans I’accumulation d’eau dans I’aploplaste est I’effecteur TAL

AvrHahl de Xanthomonas gardneri qui sera abordé ci-dessous.
3.3 Le cas particulier des effecteurs TAL des Xanthomonas spp.

Initialement appelés effecteurs de type AvrBs3/PthA, les membres de cette famille de protéines
de virulence ont été renommés effecteurs TAL (pour Transcription Activator-Like) en raison
de leurs homologies structurale et fonctionnelle avec les facteurs de transcription eucaryotes
(Kay et Bonas, 2009; White et Yang, 2009). Les prototypes de la famille des effecteurs TAL
sont justement AvrBs3 et PthA, identifiés respectivement chez Xanthomonas campestris pv.

vesicatoria (Bonas et al., 1989) et Xanthomonas citri pv. citri (Duan et al., 1999).

Les effecteurs TAL, pratiquement spécifiques des Xanthomonas spp., sont des facteurs de
virulence particuliers, en ce sens qu’ils favorisent la maladie en induisant I’expression des génes
de la plante hote par interaction directe avec leurs promoteurs (Boch et al., 2014; Perez-

Quintero et Szurek, 2019).

En dehors du genre Xanthomonas, des homologues d’effecteurs TAL ont également été
identifiés chez la phytobactérie tellurique Ralstonia solanacearum. lls ont été nommés
RipTALs (Ralstonia-injected proteins TALs) (de Lange et al., 2013) ou protéines RTL
(Ralstonia solanacearum TALE-like proteins) (Li ef al., 2013a). A ’instar des effecteurs TALs,
les RipTALs se localisent dans le noyau et activent I’expression des génes de la plante hote en
faveur de R. solanacearum. En effet, il a récemment été démontré que Bgrll, le premier
membre identifi¢ de RipTALs, induit chez la tomate I’expression des génes de I’arginine
décarboxylase (ADC « arginine decarboxylase ») en ciblant une séquence de 17pb d’un motif
de 50pb appelé boite ADC conduisant a des niveaux élevés de polyamine (Wu et al., 2019). 1l
semble que cette induction des niveaux ¢élevés de polyamine par Bgrl1 inhibe ou attenue la

croissance d’autres microorganismes concurrents de R. solanacearum (Wu et al., 2019).
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Aussi, I’analyse du protéome de Burkholderia rhizoxinica, une bactérie endosymbiotique
obligatoire du champignon phytopathogene Rhizopus microsporus, a révélé des protéines avec
des séquences répétitives similaires a celles des TALs (de Lange et al., 2014a; Juillerat et al.,
2014). Celles-ci appelées protéines Bat (Burkholderia TALE-like) ou BurrH partagent la méme
capacité de liaison a ’ADN avec les protéines TAL et RipTAL (de Lange et al., 2014a; Juillerat
et al., 2014). L’ importance des protéines Bat dans I’interaction de B. rhizoxinica avec le

champignon est encore inconnue.

Finalement, la gamme des protéines de liaison a I’ADN de type TAL a été élargie avec leur
découverte chez des bactéries marines et ont ét¢ dénommées MOrTALs (marine-organism

TALE-like) (de Lange et al., 2015).

Collectivement, les TALs, les RipTALs, les protéines Bat et MOrTL forment le groupe des
protéines de type TAL sur la base de leur propriété de liaison a I’ADN de manicre spécifique
et prévisible (de Lange et al., 2015). Les RipTALs sont les plus proches des TALs, mais
contrairement aux TALs, ils ont des répétitions trés variables, activent des séquences cibles
similaires ou identiques et leur répétition 0 se lie la guanine au lieu de la thymine pour les TALs
(de Lange et al., 2013; Schandry et al.,2016). Les Bats ont également des répétitions hautement
polymorphes mais manquent de domaines associés a leurs extrémités N et C terminales et n’ont

aucune préférence de base pour la répétition 0 (de Lange et al., 2014a; Juillerat et al., 2014).

Dans ce chapitre consacré aux effecteurs TAL chez Xanthomonas ssp., nous aborderons leur
distribution dans le genre ainsi que leurs caractéristiques structurales et fonctionnelles, en
passant par les génes hotes identifiés comme leurs cibles de virulence pour faciliter la
colonisation et la propagation des bactéries, et nous terminerons par les réponses de défense

développées par les plantes pour contrer I’action des TALs.
3.3.1 La distribution des effecteurs TAL chez Xanthomonas

Avec preés d’une trentaine d’especes dont la plupart sont subdivisées en pathovars selon la
spécificité d’hote et/ou tissulaire, Xanthomonas, est 'un des genres de phytobactéries les plus
importants sur le plan économique, causant des maladies graves sur environ 400 plantes

monocotylédones et dicotylédones (Jacques et al., 2016; An et al., 2020).

La pathogénicité de la majorité des especes de Xanthomonas repose sur les effecteurs TAL
(Boch et al., 2014; Perez-Quintero et Szurek, 2019). Toutefois, il existe une variabilité inter et
intra pathovar en termes du contenu en effecteurs TAL. Alors que certains pathovars n’ont

aucun effecteur TAL (X. vasicola pv. musacerum), d’autres en contiennent entre zéro et cing
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(X. campestris pv. campestris) et d’autres encore de deux douzaines et plus (X. oryzae pv.

oryzicola) (Scholze et Boch, 2011; Schornack ef al., 2013; Schandry et al., 2018).

L’espéce X. oryzae est la plus dotée en effecteurs TAL au sein du genre Xanthomonas (Scholze
et Boch, 2011; Schornack et al., 2013; Schandry et al., 2018). X. oryzae a été structurée en trois
lignées phylogénétiques: (i) la lignée asiatique de Xoo, (ii) la lignée africaine de Xoo et asiatique
de Xoc et Xanthomonas campestris pv. leersiae, et (iii1) la lignée américaine (des Etats-Unis) de
Xo (Triplett et al., 2011). Les données de séquengage de génomes entiers ont révélé que les
souches de Xoc hébergent plus de 7ALs que les souches de Xoo. En effet, les souches de Xoc
CFBP7342 et BLS256 de lignées africaine et asiaitique ont respectivement 24 et 28 TALs
comparativement a des souches de Xoo représentatives de la diversité de la lignée asiatique, qui
ont entre 13 et 20 TALs ( Lee et al., 2005; Ochiai et al., 2005; Salzberg et al., 2008; Bogdanove
et al., 2011; Booher et al., 2015; Grau et al., 2016; Quibod et al., 2016; Miicke et al., 2019;
Oliva et al., 2019).

De facon surprenante, le répertoire TAL des souches de Xoo de la lignée asiatique est beaucoup
plus important que celui des souches de Xoo de la lignée africaine. En effet, bien que le nombre
de TALs chez les souches de Xoo de la lignée asiatique peut atteindre 20, les souches de Xoo
de la lignée africaine n’ont en général que neuf (09) TALs sur la base du séquencage de
génomes entiers de souches de Xoo représentatives de la diversité de la lignée africaine
(Huguet-Tapia et al., 2016; Doucoure et al., 2018; Tran et al., 2018; Oliva et al., 2019). Les
souches de Xoo de la lignée américaine ne possedent curieusement pas d’effecteurs TAL

(Triplett et al., 2011).

Récemment, X. campestris pv. leersiae (Xcl) a été renommée X. oryzae pv. leersiae (Xol) (Lang
et al., 2019). Le séquencage du génome entier de cinq souches de Xo!/ originaires du Burkina
Faso, de la Chine, du Mali et de I'Ouganda a révélé que chacune d’elles contient entre 12 et 13
TALs, ce qui est supérieur au répertoire TAL de la lignée de Xoo aftricaine et inférieur a celui
de la lignée de Xoo asiatique et des lignées de Xoc asiatique et africaine (Lang et al., 2019).
Aussi, les séquences des TALs de Xo/ ressemblent plus étroitement a celles des souches de Xoo

de la lignée africaine (Lang ef al., 2019).

Il n’existe pas une corrélation directe entre le nombre de TALs et la virulence de Xoo. En effet,
pour une souche donnée, il semble que seulement un ou deux effecteurs TAL joue (nt) un role
majeur dans la virulence (Yang et White, 2004). Leur mutation compromet gravement la
virulence des souches concernées et par conséquent, de tels effecteurs TALs ont été qualifiés

de « TALs majeurs » de virulence (Yang et White, 2004; White et Yang, 2009).
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Il est possible que la présence de copies multiples de génes TAL chez Xoo permet a 1’agent
pathogeéne de disposer d’un réservoir permettant la recombinaison de nouveaux alléles
compétents en cas de reconnaissance par les génotypes existants et de candidats

supplémentaires pour 1’adaptation a de nouveaux génotypes hotes (Yang et White, 2004).
3.3.2 Les composantes structurales d’un effecteur TAL et leur fonction

A 1’état actuel des connaissances, cinq ou six domaines fonctionnels communs ont été identifiés

chez des effecteurs TAL de Xanthomonas spp. (Figure 27):

- Un signal de sécrétion de type III, assure la translocation de I’effecteur du cytoplasme

bactérien a celui de la cellule végétale (Szurek et al., 2002);

- Un domaine central, constitu¢ de répétitions canoniques et non canoniques permet la liaison
entre la protéine TAL et sa séquence d’ADN apparentée selon un code qui sera décrit ci-apres.
Cette liaison avec I’ADN cible a lieu précisément dans une région promotrice spécifique
dénommée UPT (UP-regulated by TAL effector) ou EBE (Effector Binding Element) aussi bien

dans une interaction compatible qu’incompatible (Kay et al., 2007; Romer et al., 2007);

- Deux ou trois signaux de localisation nucléaire (NLS pour Nuclear Localization Signal),
permettent I’importation de ’effecteur du cytoplasme au noyau de la cellule via leur interaction

avec I’importine o (Szurek et al., 2001);

- Un domaine d’activation acide de la transcription (AAD pour Acidic Activation Domain),

assure 1’activation de la transcription (Marois et al., 2002);

- Un domaine de liaison au facteur de transcription basal TFIIAy (TFB pour Transcription
Factor Binding) et un domaine LRR (Leucine Rich Repeat) impliqués dans I’initiation de la
transcription. Le domaine LRR interagit avec le domaine C-terminal de I’ARN Polymérase 11
(Domingues et al., 2012a) alors que le domaine TFB interagit avec la sous-unité¢ TFIIAy du

facteur de transcription général IIA (Yuan et al., 2016; Huang et al., 2017).
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Figure 27: Les domaines fonctionnels d'un effecteur TAL (ici AvrBs3)

De I'extrémité N a I'extrémité C, on distingue le signal de sécrétion de type III (SST3), les quatre
répétitions non canoniques N-terminale, les 17 répétitions canoniques, les deux répétitions non
canoniques, le domaine TFB/LRR, les signaux de localisation nucléaire (NLSs) et le domaine
d'activation acide (AAD). Le jaune indique les régions sans structure ni fonction assignées.

3.3.3 Le domaine central de liaison a ’ADN

Le domaine de liaison a I’ADN représente la composante la plus distinctive des effecteurs TAL
qui partagent une homologie de séquence globale de 80 a 97% sur 1’ensemble des especes de

Xanthomonas (Schornack et al., 2006)
3.3.3.1 La structure du domaine de liaison a ’ADN

Ce domaine est formé d'une séquence de répétitions canoniques en tandem coiffée a chaque
extrémité par des ensembles de répétitions non canoniques largement invariantes (de Lange et

al., 2014b).
- Les répétitions canoniques

Les répétitions canoniques déterminent la spécificité de chaque effecteur TAL de par leur
nombre et I’ordre de leurs séquences en acides aminés (Boch et al., 2009). Une comparaison
des séquences de 113 effecteurs TAL a révélé que les répétitions canoniques pouvaient étre a
minima au nombre de 1,5 et jusqu’a 33,5 pour les plus grands TALs. Pour autant, il a été
démontré qu’au moins 6,5 répétitions sont nécessaires pour I’induction génique et 10,5
répétitions ou plus pour une forte induction génique. Ce qui indique d’une part la nécessité d’un
nombre minimal de répétitions pour la reconnaissance de I’EBE et 1’activation efficace de
I’expression génique, et d’autre part, I’existence des effecteurs TAL inactifs avec moins de

répétitions (Boch et al., 2009).
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Quant a la longueur des répétitions (en acides aminés), on distingue les variants suivants (figure

28) :
- répétition d’une longueur typique de 34 acides amings;
- répétition d’une longueur de 19 ou de 20 acides aminés pour la derniére demi-répétition;

- répétition d’une longueur de 33 acides aminés (suppression de 1’acide aminé 13) et de 35

acides aminés (insertion d’une proline apres 1’acide aminé 32);

- répétition aberrante dans certains effecteurs TAL, d’une longueur de 30, 39, 40 ou de 42 acides

aminés.

L’insertion d’une répétition aberrante dans la s€quence de répétitions canoniques d une protéine
TAL lui offrirait une flexibilité permettant non seulement sa liaison normale avec sa séquence
cible apparentée mais ¢galement sa liaison avec des variantes de sa séquence cible avec des
mutations d’insertion ou de délétion d’un seul nucléotide. Ce phénomene d’apparition de la
répétition aberrante serait une solution évolutive potentielle pour surmonter la résistance

récessive des plantes (Richter et al., 2014).
- Les répétitions non canoniques

L’analyse de la structure cristalline d’effecteurs TAL complexés a I’ADN a révélé en amont de
la région centrale des répétitions, la présence de quatre répétitions adjacentes impliquées dans
la liaison a I’ADN (Gao et al., 2012; Mak et al., 2012). Ces quatre répétitions appelées
répétitions non canoniques (numérotées 0, -1, -2 et -3) se lient a ’ADN de maniére non
spécifique contrairement aux répétitions canoniques (Gao et al., 2012). Il existe une interaction
spécifique et cruciale de la répétition 0 avec une thymine (T) (Boch et al., 2009; Moscou et
Bogdanove, 2009; Romer et al., 2010). Toutefois, il a été observé la présence d’une cytosine

(C) ala place de la thymine dans ’EBE de ’effecteur TalC (Yu et al., 2011).

De plus, deux autres répétitions non canoniques (numérotées +1 et +2) ont été suggérées du
coté C-terminal de la répétition centrale des répétitions canoniques. La répétition +1 a été
proposée sur la constatation que sa séquence de 35 acides aminés (incluant la demi-répétition),
renferme plus de 70% des résidus des répétitions canoniques et la répétition +2 qui la suit en
conserve plus de 50% (de Lange et al., 2014b). La contribution des répétitions +1 et +2 dans

I’activité de I’effecteur TAL semble moins importante (de Lange et al., 2014b).
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Frequency:

19aa LTPD--—--———- OVVAIASN-GGEQALE 23
20aa LTPQ-—====—m QVVAIASNGGGREALE kastyssopadt 90
30aa LIPD-—-==-=——= OVVAIASNIGGEQALETVQRLLPV---——- LC 1
333aa LTPE-——ceee-o OVVAIASHN-GGEOQALETVORLLPV-===== LCQA-HG 114
34aa LTPE-------- OVVAIASNIGGEQALETVOQRELLEV-—--=-—— LCQA-HG 1753
35a@ LTPE-———==—o DVVAIASNIGGEQALETVORLLPV-=—=— LCQAPHD 30
30aa LTPD---c-ea-—a OVVATIASHN-GGHKOALETVQRLLPVORLLPVLCQD-HG 7
40aa LTFD--~--=--~— OVVAIANNNGGEQALETVORLLPVQRLVEVLCQD-EG 3
42aa LTFDOVVAIASNOVVAIASNIGGHKOALETVORLLPVLCOD-HG 2

Figure 28: Les différentes longueurs de répétitions canoniques et leur fréquence observées dans

113 effecteurs TAL (Boch et Bonas, 2010)

3.3.3.2 La spécificité de liaison entre un effecteur TAL et sa séquence d’ADN: le code

TAL

Les séquences en acides aminés des répétitions des effecteurs TAL sont presque identiques a
I’exception des résidus 12 et 13 qui sont hypervariables alors dénommés RVD (pour Repeat-
Variable Diresidue). Il a ét¢ démontré que chaque RVD de chaque répétition entre
spécifiquement en contact avec un nucléotide dans la boite UPT (ou EBE) du promoteur de la
séquence ADN cible: c’est le « code TAL » qui détermine la spécificité de reconnaissance entre

un effecteur TAL et sa séquence d’ADN cible (Boch et al., 2009; Moscou et Bogdanove, 2009).

Plus d’une vingtaine de RVDs ont ainsi été identifiés a partir de 113 effecteurs TAL de
Xanthomonas. Les quatre RVDs les plus fréquents sont HD, NI, NG, NN avec respectivement
une spécificité pour les bases C, A, T et G/A (Boch et Bonas, 2010). D’autres spécificités de
reconnaissance RVDs ont été démontrées: HN = A ou G; NH = G; NK = G (Morbitzer et al.,
2010; Miller et al., 2011; Streubel ef al., 2012) et pour des RVDs non identifiés dans les TALs
naturels de Xanthomonas : NP = A, C ou T; et NS = A ou G (Streubel et al., 2012).

Les EBEs peuvent toutefois contenir un ou plusieurs mésappariements (un mésappariement
¢tant une base différente de celle la plus communément associée a un RVD) et certains RVDs
ont une spécificité double voire aucune (Boch ef al., 2009). Alors que certains mésappariements
ont peu d'effet sur l'activation de la transcription, d'autres se sont révélés essentiels (Romer et

al., 2010).
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Par ailleurs, il a été observé une efficacité variable au sein des différents RVDs qui peuvent étre
classés en RVDs dits « faibles » (NI, NG, NK et N *; le * indique I’absence du résidu 13),
intermédiaire (NH) et dits « forts » (HD et NN) (Streubel ef al., 2012). Ces résultats ont permis
de démontrer que ’activité d’un effecteur TAL dépend de sa composition en RVDs: la pleine
activité de I’effecteur repose sur la présence de RVDs « forts » tandis que les RVDs « faibles »
en tandem peuvent compromettre son activité. De plus, le manque d’efficacité des RVDs
« faibles » ne peut pas étre compensé en augmentant simplement le nombre de répétitions. Par
conséquent, des effecteurs TAL avec certaines compositions de RVDs (notamment de

nombreux RVDs « faibles ») ne sont pas fonctionnels (Streubel et al., 2012).
3.3.3.3 La structure tridimensionnelle du couple effecteur TAL-ADN

L’analyse de la structure cristalline d’effecteurs TAL liés a leur ADN cible, a éclairé davantage
les mécanismes moléculaires régissant I’interaction. Il a été révélé que chaque répétition est
formée d’un premier domaine en hélice alpha suivi par une courte boucle exposant le RVD,
puis d’un nouveau domaine en hélice alpha (Figure 29A). L’ensemble de ces répétitions en
tandem forme une structure super hélicoidale (Figure 29B) capable de s’enrouler autour de
1I’ADN double brin (Figure 29C) (Deng et al., 2012; Mak et al., 2012). Dans cette conformation,
I’acide aminé 12 stabilise 1’interaction de 1’ensemble tandis que 1’acide aminé 13 établit un
contact spécifique avec la base du brin sens de I’ADN (Deng et al., 2012; Mak et al., 2012).
Etant donné que 1’acide aminé 13 & lui seul définit la spécificité de la base, il a été suggéré de
le nommer BSR pour Base-Specifying Residue (le Résidu spécifiant la Base) (de Lange et al.,
2014b).

Des contacts supplémentaires non spécifiques avec ' ADN sont également établis par une lysine
et une glutamine trouvées aux positions 16 et 17 (Mak et al., 2012). L’efficacité différentielle
entre les RVDs a trouvé son explication dans le fait que les RVDs forts, en plus des contacts de
van der Waals qu’ils ont en commun avec les RVDs faibles, établissent des liaisons hydrogénes

avec leur base (Deng ef al., 2012; Mak et al., 2012).
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Figure 29: Le mécanisme détaillé de la liaison du domaine central de I'effecteur TAL a 'ADN

(A) Structure en épingle a cheveux formée par les acides aminés de chaque unité de répétition.
Elle comprend une longue hélice (hélice L) et une hélice courte (hélice S) reliées par une courte
boucle contenant le RVD. (B) Structure super hélicoidale droite formée par 1’association des
structures en épingle a cheveux des différentes répétitions canoniques. (C) Conformation
enroulée de la structure super hélicoidale droite autour de I'ADN, suivant le brin sens. Chaque
répétition est composée de deux régions hélicoidales (cercles bleus) et d'une boucle de liaison
a I'ADN (barres rouges) contenant le résidu spécifiant la base (BSR), qui s'apparie avec la base
correspondante dans le brin sens (barres vertes). Les répétitions arrangées en tandem sont liées
par des boucles inter-répétitions (barres oranges) (de Lange et al., 2014b).
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3.3.4 L’initiation et la conduite de la transcription de génes hotes par les effecteurs TAL
- L’initiation de la transcription

Chez les eucaryotes, la transcription est réalisée par I'ARN polymeérase II (Pol II), une enzyme
responsable de la synthése de I'ARNm et dont 1’activité nécessite I’assemblage sur le promoteur
central d’un complexe de pré-initiation constitu¢ d’un certain nombre d’éléments dont les
facteurs de transcription généraux nommés TFIID, TFIIA, TFIIB, TFIIF, TFIE et TFIIH
(Malkowska et al., 2013).

I1 a été démontré que les effecteurs TAL de plusieurs especes de Xanthomonas interagissent
avec la sous-unité y du facteur de transcription général IIA (TFIIA) via le domaine TFB
(Transcription Facteur Binding) de liaison au facteur de transcription (Yuan et al., 2016; Huang
et al., 2017). De fait, la suppression ou la mutation de TFIIAy conduit a la résistance (Yuan et
al.,2016; Huang et al., 2017). Ma et al. ont également démontré que le domaine TFB des TALs
interagit in vitro avec les sous-unités a et y mais pas avec la sous-unité § de TFIIA, et ont
proposé un modele d’initiation de la transcription des genes de sensibilité hotes. Selon ce
modele, en I’absence d’une infection par Xanthomonas, TFIIA existe sous la forme d'un
complexe ternaire permettant d’initier la transcription, alors que lors d'une infection, les TALs
détournent les sous-unités o et y pour constituer le complexe de transcription hétéro-ternaire
TALs-a-y, qui se lie au promoteur cible afin d’y recruter les autres facteurs de transcription
généraux du multi-complexe Pol II et assembler le complexe de pré-initiation de la transcription
(Ma et al., 2018) (Figure 30). De plus, une autre é¢tude a démontré une interaction directe entre
I’ARN polymérase II et un domaine LRR (Leucine Rich Repeat) de I’effecteur TAL PthA
(Domingues et al., 2012a).
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Figure 30: Le modé¢le d'assemblage du complexe de pré-initiation de la transcription des genes

de sensibilité hotes par les effecteurs TAL (Ma et al., 2018)

- La conduite de la transcription

Dans I’approfondissement des connaissances sur le controle de la transcription des génes hotes
par les effecteurs TAL, des études ont apporté des éclaircissements sur la conduite de la
transcription. Romer et al. (2009a) ont démontré que la fonctionnalité¢ de I’EBE de I’effecteur
TAL AvrBs3 est conservée a différents emplacements au sein du promoteur et que
I’emplacement de D’EBE détermine le site d’initiation de la transcription (TSS ou
« Transcription Start Site »). Une analyse informatique de prédictions de sites cibles
d’effecteurs TAL avec I’outil TALgetter (TAL effector target site finder) a partir de données
d’expression génique de riz et de 1’orange douce mesurées apres infection par respectivement
différentes souches de Xoo/Xoc et Xac, a indiqué un emplacement des EBEs au sein des
promoteurs dans les régions de 300 pb et 200 pb respectivement en amont et en aval du TSS
(Grau et al., 2013). Dans tous les cas, la distance entre le TSS et I’emplacement de I’EBE pour
différents effecteurs TAL est demeurée approximativement constante telle que le TSS se situe

40 et 60 pb en aval de ’EBE ( Romer et al., 2009a; Romer et al., 2009b).

En outre, il a été observé que les TALs sont capables d’induire la transcription de maniére
bidirectionnelle, ¢’est-a-dire qu’un effecteur TAL est capable d’induire la transcription sur le

brin sens et le brin opposé¢ d’un méme promoteur (Streubel et al., 2017; Wang et al., 2017).
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D’autre part, de maniére synergique (coopérative) dans la situation ou les TALs ne se génent

pas spatialement (Streubel ef al., 2017).

Toutefois, le niveau d’induction de la transcription en orientation anti-sens semble moindre par
rapport a celui en orientation sens (Streubel et al., 2017). Au regard de divers facteurs qui
pourraient étre limitants pour la transcription en orientation anti-sens notamment les séquences
promoteurs environnantes, le blocage de la polymérase par la protéine TAL, le défaut d’un TSS
efficace et la forte dépendance des TALs en orientation inverse pour la boite TATA, il a été
suggéré que les effecteurs TALs préfeéreraient ’orientation sens et fonctionneraient en
orientation sens que s’ils sont placés dans des régions définies de promoteurs qui permettent

une transcription bidirectionnelle (Streubel et al., 2017).

Cette suggestion est en accord avec la constatation que les cibles décrites des TALs sont
induites en orientation sens. Cela pourrait toutefois aussi résulter de la non prise en compte dans
I’identification des EBEs, de la capacité des TALs a se lier au brin anti-sens (Streubel et al.,
2017; Wang et al., 2017). Par conséquent, la prise en compte de cette nouvelle aptitude des
effecteurs TALs sera une mise en ceuvre importante pour 1’identification de nouvelles cibles de
virulence et une investigation plus approfondie dévoilera la prévalence des EBEs fonctionnant
en orientation anti-sens et I’importance biologique de la transcription bidirectionnelle dans les

maladies des plantes causées par Xanthomonas (Streubel et al., 2017; Wang et al., 2017).
3.3.5 Les genes de sensibilité ciblés par les effecteurs TAL

Les genes de sensibilité (genes S) désignent des génes hdtes dont 1I’induction de I’expression
par les effecteurs TAL favorise la maladie, autrement dit la croissance et/ou la propagation des
bactéries (Boch et al., 2014; Schwartz et al., 2017). La découverte des génes S s’accélére avec
la disponibilité des séquences entiers de génomes bactériens, la mise au point d’outils
permettant la prédiction des geénes tal et de leurs cibles, et les approches transcriptomiques
combinées a la recherche in silico. Ainsi, une diversité de génes S ont été caractérisés
apparteanant a trois grands groupes notamment des génes codant pour des protéines impliquées
dans le transport des nutriments, pour des facteurs de transcription et pour des enzymes
impliqués dans divers processus cellulaires (Boch et al., 2014; Miicke et al., 2019; Garcia-Ruiz

et al., in press) (Figure 31).

81



Competitors

SULTR3:6 T T

§

fand

PA

n |
/ ADCs. ; .------p Defense

-},-\.ar.thfln'lﬂn;gs

Cell hypertrophy/canker

; UPA20 Expansin [ & &

/' LOBY 2

-, = )
! )
¥ Water homeostasis ‘
. | bHLHs Pectate lyase “ ‘
NCED . L

e [ -
Nucleus . ABA ‘

4

Figure 31: Les principaux groupes de genes S ciblés par les effecteurs TAL (Garcia-Ruiz et al.,
in press)

Les principaux genes S ciblés codent pour trois grandes catégories de protéines notamment (i)
des transporteurs (par exemple SWEETSs) qui fournissent au pathogéne des nutriments, (ii) des
facteurs de transcription qui participent a la régulation transcriptionnelle de plusieurs geénes en
aval conduisant a des modifications cellulaires complexes avec divers phénotypes tels que

I’accumulation d’eau et I’hypertrophie cellulaire et (iii) des enzymes impliquées dans ’activité
phytohormonale et la régulation des voies de défense.

3.3.5.1 Les genes codant des protéines impliqués dans le transport de nutriments
3.3.5.1.1 Les transporteurs de sucre de type MtN3/Saliva/SWEET

L’étymologie de I’appellation MtN3/Saliva/SWEET est liée a la découverte successive des
membres fondateurs de cette famille de génes. Le premier membre sont les génes MtN3 de la
légumineuse Medicago truncatula qui sont induits par les bactéries du genre Rhizobium a
différents stades de développement des nodules racinaires (Gamas et al., 1996). Le deuxieme

membre, identifi¢ deux ans plus tard, est le géne saliva, qui est exprimé dans les glandes
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salivaires embryonnaires chez les espéces de Drosophila (Artero et al., 1998). Enfin, le
troisieme membre, les génes SWEET ont plus récemment été corrélés a la synthése de protéines
fonctionnant comme des transporteurs de sucre chez les plantes et les animaux (Chen et al.,
2010). En fait, les genes de la famille MtN3/Saliva/SWEET sont présents dans divers
organismes, des protozoaires monocellulaires aux eucaryotes supérieurs et sont impliqués dans
de multiples processus physiologiques, incluant le développement, la reproduction, la
sénescence, l'adaptation a l'environnement et l'interaction hdte-pathogéne (Yuan et Wang,

2013).
3.3.5.1.1.1 Le role des protéines SWEET et leur exploitation par les microorganismes

Les protéines SWEET (Sugars Will Eventually be Exported Transporters) transportent des
carbohydrates a divers tissus de la plante pour leur utilisation dans des processus de
développement et de reproduction (Chen et al., 2010). Les protéines SWEET chez plusieurs
especes de plantes ont été phylogénétiquement réparties en quatre clades (Streubel ef al., 2013;
Chong et al., 2014; Patil et al., 2015; Manck-Gotzenberger et Requena, 2016; Cox et al., 2017).
Les membres des clades I et II interviennent principalement dans le transport du glucose, les
membres du clade III transportent préférentiellement le sucrose, alors que les membres du clade
IV sont impliqués dans le transport du fructose (Chen et al., 2010; Chen et al., 2012a; Chardon
etal.,2013; Guo et al., 2014).

Les microorganismes sont capables d’induire une forte expression des geénes SWEET afin
d’améliorer I’efflux de sucres au site d’infection pour soutenir leur croissance (Chen et al.,
2010). Il a été démontré que dans le transport du sucrose, les protéines SWEET sont chargées
d’assurer I’exportation du photoassimilat des cellules du parenchyme dans 1’apoplasme, une
condition préalable pour le chargement du phloéme par les cotransporteurs SUT (Sucrose
Transporters) et H ™ (proton) (Chen et al., 2012a) (Figure 32a). Tous les génes SWEET du clade
111 chez Arabidopsis (AtSWEET10 a AtSWEET15) et OsSWEET11 et OsSWEETI14 du clade 111
chez le riz ont été¢ démontrés participer a 1’exportation du sucrose et sont ainsi responsables de
la premiére étape de chargement du phloeme (Chen et al., 2012a). Par conséquent, pour
améliorer la disponibilit¢ du sucre dans 1’apoplaste pour la nutrition, les microorganismes
pathogénes induisent une forte expression des génes SWEET qui sont responsables de la
translocation du sucre a travers cette interface cellulaire (Chen et al., 2012a; Chen, 2014)

(Figure 32b).
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Figure 32: Le role des protéines SWEET dans le processus de chargement du phloéme et l'acces
des pathogenes pour la nutrition

(a) Représentation schématique des étapes impliquées dans le chargement du phloéme dans
une feuille. Le saccharose produit lors de la photosynthése dans les cellules du mésophylle des
chargeurs apoplasmiques est transporté de cellule en cellule a travers les plasmodesmes
jusqu'aux cellules du parenchyme phloéme puis est exporté dans l'apoplasme du phloéme par
les protéines SWEET, probablement localisées dans la membrane plasmique des cellules du
parenchyme du phloéme. Ensuite, le saccharose est repris et concentré dans le complexe
¢lément tamis / cellule compagne par un symporteur de saccharose SUT / SUC couplé au proton
H + alimenté par la pompe ATPase a protons. (b) Un modéle du mécanisme par lequel les
bactéries pathogenes accédent a la nutrition via I'induction de génes SWEET. L'expression des
genes SWEET peut étre ¢levée dans les cellules de mésophylle en plus des cellules de
parenchyme du phloéme lors d'une infection bactérienne. Par conséquent, une plus grande
quantité¢ de saccharose peut étre libérée et facilement accessible par les agents pathogenes
(Chen, 2014).
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3.3.5.1.1.2 Le génes SWEET ciblés par des effecteurs TAL

Pour soutenir leur reproduction et favoriser le développement des maladies, plusieurs espéces
de Xanthomonas porteuses de TAL manipulent le mécanisme d’efflux du sucrose via

I’induction de I’expression de genes SWEET du clade III.

L’importance des génes SWEET a été le mieux caractérisé dans le pathosysteéme riz-Xoo, dans
lequel a ce jour, I’expression de trois SWEET du clade III a été démontrée &tre naturellement
induite par des TAL de différentes souches de Xoo. Il s’agit de OsSWEET1 1 ciblé par PthXol
de la souche philippine PX099%*, OsSWEET1 3 ciblé par PthXo2 des souches japonaises JXO1%
et MAFF311018, et OsSWEETI14 ciblé par AvrXa7, PthXo3 et TalBH respectivement des
souches philippines PXO86, PXO61 et PXO142, TalC de la souche burkinab¢ BAI3 et TalF
(anciennement Tal5) de la souche malienne MAI1 (Yang et al., 2006; Antony et al., 2010; Yu
et al.,2011; Streubel et al., 2013; Zhou et al., 2015; Tran et al., 2018; Miicke et al., 2019). Le
ciblage de OsSWEETI14 par quatre TAL de souches différentes aussi bien géographiquement
que génétiquement ¢éloignées fait de lui un gene S pivot dans I’histoire évolutive de Xoo,
suggérant que son activation représente un événement essentiel dans I’adaptation de Xoo au riz

(Zaka et al., 2018).

De plus, OsSWEETI12 et OsSWEET15 ont été induits par des TAL artificiellement congus (Li
et al., 2013b; Streubel et al., 2013). Ainsi, bien que le riz renferme plus d’une vingtaine de
genes SWEET, seulement ceux du clade Il (OsSWEET11 a OsSWEET15) seraient des cibles de
Xoo (Streubel et al., 2013).

Malgré I’importance évidente des génes SWEET dans la sensibilité¢ du riz a Xoo, 1’expression
d’aucun gene SWEET n’a jusqu’a présent été induite par un TAL du pathovar apparenté Xoc
qui cause les stries foliaires chez le riz. La virulence de Xoc a néanmoins été¢ améliorée par des

activateurs de génes SWEET (Verdier et al., 2012b).

Par ailleurs, le géne SWEET de clade III MeSWEET10a chez le manioc, est induit par
TAL20xamess de Xanthomonas axonopodis pv. manihotis (actuellement Xanthomonas phaseoli
pv. manihotis) agent de la brllure bactérienne du manioc (Cohn ef al., 2014). De plus, les trois
genes SWEET du clade Il chez le cotonnier, GASWEET10, et GWSWEET14a/GhSWEET14b
sont induits respectivement par 1’effecteur TAL Avrb6 et des TAL inconnus de plusieurs isolats
de champs de Xanthomonas citri ssp. malvacearum, agent de la brilure bactérienne du

cotonnier (Cox et al., 2017).
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Enfin, CsSWEET1, un membre du clade I des genes SWEET chez les agrumes est induite par
les effecteurs TAL PthA4 et PthAw de Xanthomonas citri spp. citri, agent du chancre bactérien
des agrumes, mais 1’induction de ce gene ne semble pas étre impliquée dans la formation de

pustules ni I’amélioration de la croissance bactérienne (Hu et al., 2014).

Des études dans de nombreux pathosystémes révelent que I’exploitation des transporteurs
SWEET est une stratégie commune d’une gamme diversifiée de microorganismes dépourvus
d’effecteurs TAL tels que la bactérie Pseudomonas syringae, les champignons nécrotrophe et
biotrophe respectivement Botrytis cinerea et Plasmodiophora brassicae et le nématode a galles
Meloidogyne incognita (Chen et al., 2010; Chong et al., 2014; Walerowski et al., 2018; Zhao
et al., 2018; Prior et al., 2021), ce qui suggere que ces derniers disposent d’autres mécanismes
pour I’indcution des génes SWEET. En utilisant une approche bioinformatique, il a ét¢ démontré
que la souche DC3000 de P. syringae pv. tomato induit I’expression du facteur de transcription
bZIP11 chez Arabidopsis d’une maniére dépendante de 1’effecteur, ce qui a son tour régule a la

hausse 1’expression des genes SWEET (Prior et al., 2021).
3.3.5.1.2 Les transporteurs d’éléments minéraux

Les effecteurs TAL ciblent également des génes codant pour des transporteurs d’éléments
minéraux soit pour un apport nutritionnel, soit pour réguler la redistribution d’éléments
toxiques, ou encore soit pour favoriser I’infection ou la dissémination bactérienne. Ainsi, dans
I’interaction riz-Xoo, les effecteurs TalAO et TalAE des souches PXO142 philippine et
ICMP3125T indienne ciblent respectivement les geénes codant les transporteurs de phosphate
OsPHOI1;3 et de nitrate OsNPF6.3, ce qui assurerait un apport de ces éléments pour la

croissance de Xoo dans le xyléme (Miicke et al., 2019).

Par ailleurs, en plus de fournir du sucrose a Xoo, il semble que I’induction de OsSWEET1 1 par
PthXol permet a Xoo de se mettre a I’abri de 1’effet toxique du cuivre. Il a ét¢ montré que la
protéine OsSWEET11 fonctionne de maniere coopérative avec deux protéines transporteuses
de cuivre, COPT1 et COPTS pour favoriser 1’élimination du cuivre dans les vaisseaux du
xyléme, ou Xoo se multiplie et se propage pour provoquee la maladie (Yuan et al., 2010). Aussi,
les effecteurs TalAL de la souche Xoo PXO142 et TalAV (Tal9a) de la souche Xoc BLS256
induisent le géne codant le transport de silicium OsLsil (OsNIP2;1), et il semble qu’une
surexpression de OsLsil au site d’infection peut déplacer le silicium et réduire les réactions de

défense (Miicke et al., 2019).
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En outre, il a ét¢ réveélé que OsNPF6.3 transporte également 1’auxine et son ciblage par TalAE
pourrait favoriser I’infection du riz par Xoo en relation avec I’ouverture des stomates et le
relachement de la paroi cellulaire par induction de I’expansine (Miicke et al., 2019). De plus,
la régulation a la hausse par ’effecteur Tal2g de Xoc BLS256 de OsSULTR3,;6 codant un
transporteur de sulfate, contribue spécifiquement a 1’expansion des Iésions et a 1’exsudation

bactérienne en lien avec une modification de I’équilibre osmotique (Cernadas et al., 2014).
3.3.5.2 Les genes codant des facteurs de transcription

Les génes codant des facteurs de transcription constituent un autre groupe important de génes
S ciblés par des TALs de différentes especes de Xanthomonas dans différentes especes de
plantes. Ils peuvent représenter des geénes S particulierement attractifs pour les TALs car
I’activation d’un geéne unique hote est amplifiée par des cascades régulatrices établies pour
induire des modifications cellulaires complexes via plusieurs geénes induits secondairement

(Boch et al., 2014).

Parmi ceux identifiés, on distingue un facteur de transcription général TFIIA et des facteurs de
transcription a domaines variés de type bZIP (basic leucine Zipper), bHLH (basic Helix-Loop-
Helix), LOB (Lateral Organ Boundaries) et AP2 (Apetala 2).

3.3.5.2.1 Le facteur de transcription général TFIIA

Chez le riz, I’expression du facteur de transcription général TFIIAyl est induite par les
effecteurs PthXo7 et TalBM respectivement des souches philippine PX099*et indienne
ICMP3125T (Sugio et al., 2007; Miicke et al., 2019). 1l a été proposé que PthXo7 améliore le
fonctionnement d'autres effecteurs TAL en influencant la disponibilit¢ d'un composant de
transcription hote TFIIAy (Sugio ef al., 2007). Récemment, il a été démontré que les effecteurs
TAL interagissent avec les sous-unités a et y de TFIIA pour constituer le complexe de
transcription hétéro-ternaire TALs+a+y, qui lie les promoteurs des genes S afin de recruter les
autres facteurs de transcription pour assembler le complexe de pré-initiation de la transcription

Maet al., 2018).
3.3.5.2.2 Le facteur de transcription de type bZIP

L’induction de I’expression du facteur de transcription de type bZIP, TFX1, est conservée chez
les souches Xoo asiatiques représentant une grande diversité de lieux géographiques (Sugio et
al., 2007). OsTFX]I est ciblé par les effecteurs PthXo6 et TalAR respectivement des souches
philippines PX099*et PXO142, TalAR de la souche indienne ICMP3125T et TalB de la
souche malienne MAII (Sugio et al., 2007; Romer et al., 2010; Tran et al., 2018; Miicke et al.,
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2019). Ainsi, en plus de OsSWEET14, OsTFX]I représente un autre géne S de convergence entre
les souches Xoo des lignées africaine et asiatique (Tran ef al., 2018). OsTFX1 contribue a la
prolifération bactérienne (Boch et al., 2014) mais le mécanisme qui sous-tend cette prolifération

n’est pas connu.
3.3.5.2.3 Le facteur de transcription de type bHLH

Les effecteurs TAL AvrBs3 de Xanthomonas campestris pv. vesicatoria et AvrHahl de
Xanthomonas gardneri induisent respectivement 1’expression des facteurs de transcription
UPA20 et bHLH3/bHLHG6 (Kay et al., 2007; Schwartz et al., 2017). UPA20 est un maitre
régulateur de 1'¢largissement cellulaire qui stimule la croissance cellulaire via I’activation de
I’expression du geéne upa7 codant une a-expansine qui rend la paroi cellulaire plus plastique
(Kay et al., 2007). Ainsi, AvrBs3 favorise la dispersion de Xcv par expulsion des bactéries suite
a une réduction des espaces intercellulaires sous-jacente a I’¢largissement (1’hypertrophie) des

cellules (Marois et al., 2002; Kay et al., 2007).

Deux geénes de modification de la pectine, une pectatelyase (PL) et une pectinestérase (PE) ont
été identifiés comme des cibles en aval de PHLH3 et bHLHG. 11 a été suggéré que l'activité PL
augmente 1'hygroscopicité de la paroi cellulaire, ce qui entraine I’entrée d’eau dans 1’apoplaste
par des ruptures de 1’épiderme provoquant des 1ésions imbibées d’eau (Schwartz et al., 2017).
En perturbant les réseaux transcriptionnels et/ou en modifiant la paroi cellulaire végétale,
AvrHahl peut favoriser l'absorption d'eau pour améliorer les dommages tissulaires et
éventuellement la sortie bactérienne de l'apoplaste a la surface des feuilles (Schwartz et al.,
2017). De plus, I’augmentation de la macération cellulaire due a I’activité de la PL pourrait
provoquer la libération d’oligosaccharides de la paroi cellulaire constituant une source de

carbone pour le pathogeéne (Kasmi et al., 2018).
3.3.5.2.4 Le facteur de transcription de type LOB

Chez Citrus sinensis, 1’expression du facteur de transcription CsLOBI est induite par les
différentes variantes de I’effecteur TAL PthA de Xanthomonas citri ssp. citri (Hu et al., 2014;
Pereira et al., 2014). L’induction de I’expression de CsLOBI est corrélée a la régulation
significative d’un ensemble de genes en aval, notamment des genes impliqués dans
I’organisation et la division cellulaire ainsi que la modification et la dégradation de la paroi
cellulaire entrainant I’hypertrophie et I’hyperplasie cellulaire phénotypiquement visibles sous

forme de chancre (Hu ef al., 2014; Pereira et al., 2014; Hu et al., 2016; Zhang et al., 2017).
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De plus, I'utilisation d’effecteurs TAL artificiellement congus a permis d’identifier CsLOB?2 et
CsLOB3, deux génes codant des protéines CsLOB de méme clade I que CsLOB1 comme des
genes S redondants & CsLOBI, et avec le méme ensemble de genes en aval de leur expression

impliqués dans le développement du chancre bactérien des agrumes (Zhang et al., 2017).
3.3.5.2.5 Le Facteur de transcription de type AP2

Le facteur de transcription de type AP2, OsERF#123 constitrue un des rares génes S ciblés a la
fois par des effecteurs TAL des deux pathovors oryzae et oryzicola. Son expression s’est avérée
étre induite par I’effecteur TalB des souches malienne et burkinabeé de Xoo respectivement
MALI1 et BAI3 et I’effecteur Tal3c de la souche philippine Xoc BLS256 (Wang et al., 2017,
Tran et al.,2018). De plus, ’expression de OsERF'#123 a été induite par de nombreuses souches
Xoo africaines et Xoc africaines et asiatiques mais par aucune souche Xoo asiatique (Tran et
al., 2018). OsERF#123 agirait comme un régulateur négatif des réponses de défenses (Tran et

al., 2018).
3.3.5.3 Les génes codant des enzymes

Un troisieme goupe de geénes S induits par des effecteurs TAL codent pour des enzymes avec
diverses fonctions afin d’affaiblir les réponses de défense des plantes. En ciblant des genes
codant des enzymes, des effecteurs TAL sont capables de provoquer des déséquilibres
phytohormonaux profitables a I’agent pathogene. L’effecteur TalBA de la souche Xoo indienne
ICMP3125T supprimerait les réponses de défense médiées par I’acide salicylique (AS) chez le
riz en induisant 1’expression de OsHLSI qui code la N-acétyltransférase, responsable d’une
amplification de la signalisation de 1’acide abscissique (ABA) (Miicke et al., 2019). Aussi, les
effecteurs TalAQ des souches Xoo philippine et indienne PXO142 et ICMP3125T et I’effecteur
TalBR (Tal3b) de la souche Xoc BLS256 ciblent en commun OsDOX-1 et ’effecteur TalBL
(Tal2d) de la souche Xoc BLS256 cible OsDOX-2. OsDOX code la 2-oxoglutarate dioxygénase
qui pourrait étre impliquée dans I’ihibition de I’activité phytohormonale de I’AS (Miicke ef al.,
2019). De plus, I’effecteur Tal8 de Xanthomonas translucens pv. undulosa induit 1’expression
de TaNCED-5BS qui code la 9-cis-époxycaroténoide dioxygénase chez le blé, ce qui entraine
des niveaux ¢levés de I’ABA et une perturbation des réponses de défense médiées par I’AS
avec comme conséquences une diminution de 1’expression des geénes de défense et une

propagation accrue des bactéries dans les feuilles (Peng et al., 2019).

Par ailleurs, les effecteurs TAL peuvent induire I’expression des geénes codant des enzymes

pour déstabiliser les barriéres défensives des cellules végétales. Par exemple, 1’effecteur TalB
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des souches PXO142 et ICMP3125T induit ’expression de OsPL qui code une pectate lyase
impliquée dans la dégradation de la paroi cellulaire (Miicke et al., 2019). De méme, I’effecteur
TalES de la souche ICMP3125T induit I’expression de OsWAKS51 qui code une protéine kinase
impliquée dans la régulation de la composition de la paroi cellulaire et I’effecteur TalAD des
souches PXO142 et ICMP3125T induit I’expression de OsFBX109 codant une protéine

impliquée ’ubiquination et la dégradation des protéines (Miicke ef al., 2019).

Finalement, OsHENI qui code une méthyltransférase (MT) impliquée dans la stabilité des
micro ARNs (miARNSs) via leur méthylation est communément ciblée par les effecteurs PthXo8
et TalAP de Xoo et TallC de Xoc mais on ignore la conséquence de son induction car les micro
ARNSs sont impliqués dans la régulation d’une pléthore de processus végétaux (Moscou et

Bogdanove, 2009; Miicke et al., 2019).
3.3.6 Les stratégies de résistance des plantes aux effecteurs TAL

Pour contrer 1’action des effecteurs TAL et instaurer la résistance, les plantes ont développé
diverses stratégies dont trois ont été bien caractérisées (i) I’activation d’un gene R dit exécuteur
(gene E) directement induit par un effecteur TAL, (i1) ’interaction directe d’une protéine de
résistance avec I’effecteur TAL et (ii1) la non-induction des geénes S du fait de polymorphismes
dans leur séquence promotrice (Bogdanove et al., 2010; Schornack et al., 2013; Hutin et al.,

2015a; Zhang et al., 2015).
3.3.6.1 Les génes de résistance de type exécuteur E

Dans cette stratégie de résistance, la plante picge Xanthomonas en faisant induire par un
effecteur TAL, un geéne dit exécuteur £, du fait de la présence d’EBE dans son promoteur.
L’effecteur TAL entraine alors 1’activation du geéne £ dont le produit n’est pas impliqué dans
la reconnaissance de 1’effecteur mais seulement dans la réalisation de la défense (Romer et al.,
2009a; Bogdanove et al., 2010). Les protéines E ont en commun d’étre petites, de comprendre
des domaines trans-membranaires, de partager peu d’homologie de s€quence entre elles et de

déclencher une réaction d’hypersensibilité (Tian et al., 2014b; Wang et al., 2015).

Des exemples de genes E comprennent Xa27, Xal(0, Xa23 et Xa7 chez le riz qui sont
respectivement déclenchés par les effecteurs TAL AvrXa27, AvrXalO, AvrXa23 et
AvrXa7/PthXo3 de Xoo (Gu et al., 2005; Tian et al., 2014b; Wang et al., 2015; Luo et al.,
2021). D’autres exemples de génes E ont été décrits chez le poivron notamment Bs3 et sa
variante allélique Bs3-E qui déclenchent une résistance en réponse respectivement a 1’effecteur

TAL AvrBs3 et son dérivé de délétion AvrBs3Arepl16 de Xcv (Romer et al., 2007). De plus,
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Bs3 est activé par I’effecteur TAL AvrHahl de X. gardneri (Schornack et al., 2008) et Bs4C-R
est activé par I’effecteur TAL AvrBs4 de Xcv (Strauss et al., 2012).

En s’inspirant de cette stratégie, les chercheurs ont développé des variétés de riz résistantes par
la création de leurs propres genes exécuteurs en introduisant plusieurs EBEs pour des TALs
connus en amont de la région promotrice des génes R connus chez le riz. Ainsi, en 2012, des
lignées de riz transgéniques avec un large spectre de résistance ont été obtenues en leur
transférant une construction constituée d’une combinaison de six différents EBEs dans le
promoteur du gene Xa27 (Hummel ef al., 2012). Parmi ces six EBEs, trois sont ciblés par les
effecteurs TAL PthXol, PthXo6 et Tal9a de la souche PX099* de Xoo et les trois autres sont
ciblés par les effecteurs TAL Taldc, Tal2g et Tal4a de la souche BLS256 de Xoc. Les plantes
transgéniques résultantes ont déclenché non seulement une RH en réponse a chacun des 6
effecteurs TAL mais également a deux autres souches Xoo et dix souches Xoc virulentes sur
des plantes homozygotes Xa27 de type sauvage (Hummel et al., 2012). Toujours chez le riz, un
autre succes de cette approche a été réalisé avec un empilement de 5 EBEs dans le promoteur
du géne Xal(. Les plantes transgéniques obtenues ont montré une résistance large a un
ensemble de souches Xoo géographiquement diversifi¢ dépendante des effecteurs TAL PthXo7,
PthXol, AvrXal0, PthXo6 et AvrXa27 dont les EBEs ont été utilisés pour réaliser la
construction (Zeng et al., 2015).

3.3.6.2 Des protéines de type NLR reconnaissent les effecteurs TAL

Le gene Bs4 de la tomate a été le premier et est resté longtemps le seul géne R correspondant a
cette stratégie de résistance. Il code pour une protéine de type NB-LRR exprimée de maniere
constitutive qui reconnait directement dans le cytoplasme I’effecteur TAL AvrBs4 et sa version
tronquée ne contenant que la région N-terminale et ses 3,5 premicres répétitions du domaine
central (Schornack et al., 2004). De plus, Bs4 est capable de reconnaitre les protéines Hax3 et
Hax4 tronquées de Xanthomonas campestris pv. armoraciae contenant la région N-terminale

plus respectivement leurs 2,5 et 4,5 répétitions centrales (Kay et al., 2005).

Récemment, deux autres exemples de cette stratégie de résistance ont été identifiés chez le riz.
Le géne Xo! de la variété de riz Carolina Gold Select code une protéine NLR qui reconnait
divers effecteurs TAL de pleine longueur ou tronquées avec seulement la région N-terminale et
3,5 répétitions centrales des deux pathovars de X. oryzae (Xoo et Xoc) d’Afrique mais pas
d’Asie (Triplett et al., 2016). Semblable a Xol, Xal déclenche également la résistance face a
plusieurs TAL de pleine longueur de X. oryzae (Ji et al., 2016). La résistance dans ces deux

derniers cas a toutefois été surmontée par des effecteurs TAL tronqués trouvés dans des souches
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asiatiques de X. oryzae, qui n’ont pas de domaine d’activation de la transcription et manquent
une grande partie de la région N-terminale mais conservent une grande partie du domaine
centrale et une séquence NLS (Ji ef al., 2016; Read et al., 2016). On ne trouve pas ces TAL
tronqués dans les souches africaines de Xoo et Xoc, ce qui explique le fait que Xo!l et Xal ne

soient fonctionnels que contre les souches africaines.
3.3.6.3 La résistance par perte de sensibilité

Une troisieme stratégie développée par les plantes provient des polymorphismes dans les EBEs
des TALs au sein des promoteurs des genes S visant a empécher I’induction de leur expression

par Xanthomonas.

Ce mécanisme de résistance connu sous le nom de résistance récessive n’a jusqu’a présent été
décrit que chez le riz et est abondant dans les génes SWEET. 11 a été identifié une série de lignées
de riz avec diverses substitutions, délétions et insertions dans la séquence promotrice de
OsSWEETI 1 correspondant a 1’allele récessif xa/3 qui confére une résistance aux souches de
Xoo qui dépendent uniquement de 1’effecteur PthXo1 pour leur virulence (Chu et al., 2006;

Yang et al., 2006).

Aussi, I’effecteur TAL PthXo02 s’est révélé incapable d’induire 1’expression de xa25, 1’alléle
récessif de OsSWEET3 sur Nipponbare et six autres cultivars de riz japonica en raison d’une
délétion d’un seul nucléotide d’adénosine dans I’EBE de PthXo2 (Zhou et al., 2015). De méme,
une délétion de deux nucléotides d’adénosine aux positions 5 et 6 chez les cultivars Ejali et
khamal 183 du sous-groupe aus et une délétion d’un nucléotide d’adénosine a la position 6 plus
une substitution d’une thymidine par une adénosine a la position 17 chez la variété aromatique
Super Basmati dans I’EBE de PthXo02, ont empéché I’induction de I’expression de OsSWEET 13
par PthXo2 (Zaka et al., 2018).

En outre, un all¢le récessif de OsSWEET4 dénommé xa41(t) a été identifié dans des accessions
de O. glaberrima et de O. barthii (Hutin et al., 2015b). En effet, xa41(t) présente une délétion
de 18pb dans son promoteur qui a perturbé les EBEs des effecteurs TAL AvrXa7 et PthXo3
respectivement des souches PXO86 et PXO61 philippines et de ’effecteur Tal5 de la souche
malienne MAI1 (Hutin et al., 2015b). Plus récemment, une substitution d’un nucléotide de
cytidine par une guanidine a la position 10 chez les cultivars Ejali et khamal 183 de sous-espece
indica, a compromis I’induction de OsSWEET4 par les effecteurs TAL PthXo3 et AvrXa7
(Zaka et al., 2018).
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Enfin, en plus des génes SWEET, la résistance récessive a été observée dans le gene codant le
facteur de transcription général TFIIA. Le géne xa5 est une mutation naturelle de Xa5 son alléle
sensible duquel il différe par deux substitutions de nucléotides entrainant le changement d’un
seul acide aminé a la position 39 c¢’est-a-dire une glutamine (E) a la place d’une valine (V)
(V39E) (Iyer et McCouch, 2004). Cette mutation OsTFIIAy"*°¢ n’affecte pas la fonction
essentielle de TFIIAyS mais confére au riz la résistance a une large gamme de souches Xoo
(Iyer et McCouch, 2004; Jiang et al., 2006). Des analyses in silico et PCR ont révélé que le
cultivar Ejali posséde les deux alleles de la sous-unité de facteur de transcription TFIIAYS a
I'état homozygote (xa5/xa5), le cultivar Khamall83 possede des alleles hétérozygotes

(Xa5/xa5) tandis que la variété aromatique Super Basmati possede des alléles dominants

homozygotes (Xa5/Xa5) (Zaka et al., 2018).

L’ingénierie de la résistance récessive a été premierement appliquée avec succes chez le riz par
I’édition des EBEs des effecteurs TAL AvrXa7 et PthXo3 a travers une délétion de 4pb dans le
promoteur du gene OsSWEETI4 grace la technologie d’édition génomique basée sur les
TALENs (TAL Effector Nucleases) (Li et al, 2012). Aussi, en utilisant la technologie
CRISPR/Cas9 (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats/Cas9), il a été
possible d’induire des délétions de 4pb et 11 pb dans I’EBE de I’effecteur TAL PthXo02, qui ont
aboli I’induction de OsSWEETI3 par cet effecteur (Zhou et al., 2015). Plus récemment, grace
a la technique CRISPR/Cas9, une résistance a large spectre contre Xoo a été créée en
introduisant des mutations dans les promoteurs des trois genes OsSWEETI11, OsSWEETI3 et
OsSWEETI4 qui ont jusqu’a présent ¢té induites par des TAL naturels de Xoo (Oliva et al.,
2019).

Par ailleurs, a 1’aide de CRISPR/Cas9/sgRNA, des lignées de pamplemousse Duncan
résistantes au chancre bactérien des agrumes ont ét¢ développées en générant des mutations
dans le promoteur du gene de susceptibilité¢ CsLOBI qui est ciblé par les différentes variantes

de I’effecteur TAL PthA (Jia et al., 2016; Jia et al., 2017).
3.3.6.4 De nouvelles stratégies de résistance

En plus des trois stratégies de résistance ci-dessus décrites, les plantes semblent étre dotées
d’autres mécanismes pour neutraliser I’action des effecteurs TAL. Un exemple est celui observé
entre I’effecteur TAL Avrb6 et le geéne de résistance b6 chez le cotonnier. Le géne b6 est défini
comme un geéne de résistance récessif qui confeére une résistance de type RH a la lignée de
cotonnier Acb6 contre I’effecteur TAL Avrb6 sans un polymorphisme dans I’EBE de I’effecteur
TAL Avrb6 dans le promoteur du gene S GASWEET10 comparé a celui de la lignée de cotonnier
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sensible Ac44E (Cox et al, 2017). Compte tenu des observations que (i) I’induction
compromise de GASWEETI0 par Avrb6 dans Acb6 n’est pas due a un polymorphisme dans son
EBE comme observé dans le cas d’une résistance récessive (ii) 1’activation de GASWEETI0
chez Acb6 par un TAL artificiel n’entraine pas une RH mais une 1ésion aqueuse suggérant que
GhSWEETI0 ne médie pas la RH induite par Avb6 comme observé dans le cas d’un géne E, il
a été suggéré que b6, un gene de résistance non encore caractérisé moléculairement, confére la
résistance a la briilure bactérienne du cotonnier selon un nouveau mécanisme de résistance (Cox

etal,2017).

Plus récemment, il a été découvert que la résistance de Fortunella crassifolia ou Citrus
crassifolia (Meiwa kumquat) a I’effecteur PthA4 de Xanthomonas citri ssp. citri représente un
nouveau mécanisme de résistance dans lequel, les réponses immunitaires sont activées par la
régulation positive du géne S CsLOBI d’une maniere dépendante de PthA4. En effet, PthA4
induit ’expression de CsLOB1 chez kumquat, ce qui conduit au développement de courte durée
d’hypertrophie et d’hyperplasie cellulaires suivis des réponses immunitaires (régulation a la
hausse des genes PR, 1'accumulation de l'acide salicylique, la RH et I'abscission précoce des
feuilles), indiquant que les réponses de défense médiées par PthA4 se produisent en aval de

I’induction de CsLOB1 (Teper et al., 2020).
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4 Chapitre 4 : La structure génétique et la dynamique évolutive des populations

bactériennes

La gestion des maladies causées par les bactéries aux plantes cultivées implique plusieurs
méthodes de lutte notamment prophylactique, chimique, biologique et génétique. Bien que la
lutte génétique soit 1’approche la plus efficace, la plus économique et la plus respectuecuse de
I’environnement, les génes de résistance déployés sont trés souvent surmontés au bout de
quelques années de culture. Cette situation s’explique par le potentiel évolutif des génomes
bactériens qui crée continuellement de nouvelles combinaisons de geénes de
virulence/avirulence via différents mécanismes. Pour une meilleure gestion de la durabilité des
genes de résistance déployés sur le terrain contre une bactérie donnée, il est nécessaire d’avoir
une bonne connaissance de la structure et de la dynamique évolutive de sa population. A cette
fin, I’épidémiologie moléculaire applique un typage du génome microbien via des marqueurs
moléculaires développés a partir des divers mécanismes génétiques qui donnent lieu a des

plymorphismes pour renseigner 1’histoire évolutive d’une population microbienne donnée.
4.1 Les mécanismes de I’évolution bactérienne

Les génomes bactériens sont remarquablement stables d'une génération a l'autre, mais ils sont
plastiques sur une échelle de temps évolutive (Darmon et Leach, 2014). Trois principaux
mécanismes sont a la base de 1’évolution bactérienne notamment (i) les mutations ponctuelles,
(i1) les réarrangements de séquences intra-chromosomiques et (iii) 1’acquisition de séquences
¢trangéres d’ADN ou flux de génes qui induisent des réarrangements inter-génomiques (Arber,
2000) (Figure 33). Il s’agit en réalit¢ des trois principales forces évolutives chez les
microorganismes, qui combinées notamment a la sélection imposée par les genes de résistance,
la sélection naturelle et la dérive génétique déterminent la structure génétique des populations

pathogénes (McDonald et Linde, 2002).

La dérive génétique est un processus stochastique dépendant de la taille effective de la
population qui décrit les changements aléatoires dans la fréquence des alléles au fil du temps
(les petites populations étant plus fortement influencées par la dérive génétique que les
populations plus importantes) alors que la sélection naturelle est un processus déterministe qui
décrit la survie différentielle et la propagation de variants génétiques au sein d'une population

(Guttman et Stavrinides, 2010).

95



Limitation of

Sources of genetic diversity by ol
genetic diversity

ISOLATION
- reprod.

Loss of unigue

Strategy of - geogr.
. e DNA = 5
genelic variation: SOURCES OF MUTATION: i
& Replication g
Eusﬁare nce InAiciaity Repalr processes
change
- ﬂ;ﬁ?ﬁ;}s Genetic
E&Igrﬁl:angemem ] - gnvironmental diversity
L] Flet}f:]n?;‘l[:linatinnai
reshufflin
- ng NATURAL SELECTION
acquieition :I #—— @ Horizontal - Living conditions
QR TERTIE T e phys.-chemenvironment

® hiological environment
- Size of biosphere
(= 109 living cells)

Figure 33: Les mécanismes de I'évolution moléculaire des microorganismes (Arber, 2000)

4.1.1 Les mutations ponctuelles

Les mutations ponctuelles sont des changements locaux dans la séquence nucléotidique du
génome bactérien qui correspondent a la substitution d’un nucléotide par un autre (souvent
appelée polymorphisme a un seul nucléotide ou SNP « single-nucleotide polymorphism ») ou
a l'insertion/la délétion d'un seul nucléotide (in/del « insertion/deletion) (Bryant ef al., 2012).
Les mutations ponctuelles résultent principalement d’erreurs lors de la réplication de I’ADN
mais dépendent également de I’interaction des mutagénes environnementaux avec 1’ADN
(Arber, 2000). Aussi, la résponse SOS peut introduire des mutations ponctionnelles lors de la

réparation des dommages causés a I’ADN par différents stress tels que les antibiotiques (Re et

Ploy, 2012)

La substitution d'un seul nucléotide dans une séquence d'ADN qui code pour une protéine peut
produire soit une mutation de codon synonyme (silencieuse), et donc aucun changement de
l'acide aminé cod¢, soit une mutation non synonyme, entrainant un changement d'acide aminé
qui peut avoir un impact sur la fonction de la protéine. L'insertion ou la délétion d'un seul
nucléotide dans les séquences codant pour la protéine entrainera un décalage de cadre de sorte
que les codons en aval, y compris les codons d'arrét, seront traduits a partir d'un cadre de lecture

différent, conduisant a une altération significative de la protéine codée (Bryant ef al., 2012).
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Une fois qu'une mutation se produit et est présente chez un individu, elle augmentera en
fréquence au sein de la population ou disparaitra de la population. Le sort ultime des mutations

dépend d'une combinaison de sélection naturelle et de la dérive génétique (Hershberg, 2015).
4.1.2 Les réarrangements de séquences intra-chromosomiques

Les réarrangements chromosomiques sont favorisés par des éléments transposables (ETs) a
travers des événements de recombinaison alternative a partir d'un certain nombre d'ETs non liés

et de recombinaison homologue entre plusieurs copies d’un ET présent dans un génome (Gray,

2000).

Les ETs sont des ¢léments génétiques mobiles comprennant (i) des rétroposons et
rétrotransposons (ETs de classe I) qui codent une transcriptase inverse et utilisent un mode de
transposition a médiation par ’ARN « mécanisme de copier-coller » et (ii) des séquences
d’insertion (IS) et des transposons (ETs de classe II) qui codent une transposase et utilisent un
mode de transposition a médiation par I’ADN « mécanisme de couper-coller » (Gray, 2000;
Kidwell et Lisch, 2001; Sinzelle ef al., 2009). L’abondance d’¢léments IS est une caractérisque
des génomes de Xanthomonas avec par exemple 245 ¢léments IS répartis en six familles dans

le génome de la souche BLS256 de Xoc (Bogdanove ef al., 2011)

Les réarrangements chromosomiques résultent également d’erreurs d’appariement de brins
d'ADN nouvellement synthétisés avec des séquences complémentaires alternatives dans le
voisinage local par recombinaison illégitime (entre des séquences partageant une homologie

courte ou nulle) (Lovett, 2004).

Les réarrangements de séquences d’ADN produisent de grandes modifications telles que des
insertions, délétions, inversions, duplications ou des translocations qui conduisent a I’apparition
de nouvelles séquences sur les sites d’événements avec comme conséquences, la réorganisation
des genes et la modification de I’expression ou la fonction des protéines (Darmon et Leach,

2014).
4.1.3 L’acquisition de séquences étrangeres d’ADN via le transfert horizontal

Le transfert horizontal (TH) est la stratégie par laquelle les bactéries acquierent d’importants
fragments d’ ADN étrangers selon trois mécanismes a savoir (i) la transformation par absorption
active de tout ADN libre dans leur environnement, qui peut étre d’origine procaryote, eucaryote
ou virale (ii) la conjugaison par contact de cellule a cellule et (iii) la transduction par
I’intermédiaire d un bactériophage (Ochman et al., 2000; Thomas et Nielsen, 2005; Brigulla et

Wackernagel, 2010). Il s’agit d’une stratégie trés efficace qui par la diversité des sources
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d’acquisition d’ADN peut conduire a une évolution bactérienne rapide et a grande échelle et a

I’adaptation a de nouvelles niches (Burrus et Waldor, 2004; McAdams et al., 2004).

Les ¢léments génétiques mobiles (EGMs) transférés via ces différentes voies de TH sont des
plasmides conjugatifs, des ¢léments conjugatifs et intégratifs (ICEs, integrative conjugative
elements) ou transposons conjugatifs, les prophages et les intégrons qui leur sont souvent
associés (Burrus et Waldor, 2004; Brigulla et Wackernagel, 2010; Domingues et al., 2012b;
Blokesch, 2017). Les EGMs codent leurs propres fonctions de transfert et leur intégration sur
le chromosome bactérien exploite divers processus tels que la recombinaison homologue, la
recombinaison illégitime, la recombinaison site spécifique et I’intégration induite par leurs

propres intégrases et transposases (Ochman et al., 2000; Brigulla et Wackernagel, 2010).

Les EGMs sont chargés de déterminants de virulence et vont, aprés leur intégration et
stabilisation sur le chromosome bactérien, constitués de grands blocs continus de genes de
virulence appelés ilots de pathogénicité (ou PAls pour Pathognicity islands) (Hacker et Carniel,
2001; Gal-Mor et Finlay, 2006). Le répertoire de génes véhiculés par les EGMs comprend non
seulement des genes impliqués dans la virulence tels que les geénes codant les structures de
surface (les pili, les exopolysaccharides et les lipopolysaccharides) et les systémes de sécrétion
des protéines effectrices (les systemes de sécrétion de type II, III et IV) mais également des
genes impliqués dans ’adaptation tels que les génes de résistance aux antibiotiques et aux
métaux lourds (de la Cruz et Davies, 2000; Burrus et Waldor, 2004; Nakamura et al., 2004;
Gal-Mor et Finlay, 2006; Cambray, et al., 2010).

4.1.4 Les répétitions de séquences

Les répétitions de séquences d’ADN sont des conséquences de la plasticité du génome et sont
créées par des réarrangements intra-chromosomiques ou transfert horizontal (Treangen et al.,
2009). Lorsqu’elles sont nombreuses et disséminées dans le génome, elles vont a leur tour
favoriser la plasticit¢ du génome en créant des zones d’homologie favorables a la
recombinaison. Elles peuvent participer a I’acquisition de nouvelles fonctions par leur fusion
avec des cadres de lecture ouverts chromosomiques et leur insertion dans des séquences codant
des protéines bien qu’elles sont principalement de nature inter-génomiques (Treangen et al.,

2009; Delihas, 2011).

Les répétitions de séquences d’ADN peuvent étre réparties en deux grandes catégories, les

répétitions de séquences intercalées et les répétitions de séquences en tandem.
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- Les répétitions de séquences intercalées : REPs, MITEs et CRISPRs

Les séquences répétées palindromiques extra-géniques (REPs « Repetitive Extragenic
Palindromic ») ont une longueur unitaire comprise entre 21 et 65 pb (Tobes et Ramos, 2005).
Leur abondance est de 1’ordre de plusieurs centaines de copies dans le chromosome bactérien
et sont distribuées sous forme d’unités uniques, de doublets appelés REPINs (REP doublets
forming hairpins) ou sous forme de complexes constitués jusqu’a cinq unités en orientation
alternée appelés BIMEs (Bacterial Interspersed Mosaic Elements) (Aranda-Olmedo et al.,
2002; Nunvar et al., 2010; Bertels et Rainey, 2011).

Les ¢léments miniatures transposables a répétition inversée (MITEs « Miniature Inverted-
repeat Transposable Elements ») se trouvent a la fois dans les régions chromosomiques inter-
géniques (principalement) et intra-géniques. Les unités de répétitions mesurent généralement
entre environ 100 et 200 pb mais certaines peuvent atteindre 400 pb (Delihas, 2008; Delihas,
2011). Plusieurs types de MITEs ont été décrits chez les bactéries tels que les RUPs (Repeat
unit of pneumococcus), les NEMIS (Neisseria miniature insertion sequences; ou ¢léments de
Correia), les ERICs (Enterobacterial repetitive intergenic consensus elements) également
connus sous le nom de IRUs (Intergenic Repeat Units) et les YPALs (séquences de Yersinia

palindromiques) (Treangen et al., 2009).

Les courtes répétitions palindromiques groupées et réguliérement intercalées (CRISPRs
« Clustered regularly interspaced short palindromic repeats ») sont spécifiques aux procaryotes
(Bactéries et Archées) (Jansen ef al., 2002). Le nombre de loci CRISPRs sur un chromosome
procaryote varie entre 1 et 20 (Mojica et al., 2000; Jansen et al., 2002). Le nombre et la s€équence
des répétitions intercalées sont divers, méme parmi les souches d'une méme espece (Deveau et
al., 2008; Horvath et al., 2008). Les loci CRISPRs évoluent via I’ajout polarisé¢ de nouvelles
répétitions intercalées par capture de séquences virales et plasmidiques et via la suppression
interne des répétitions intercalées induite par transposition et recombinaison (Jansen et al.,

2002; Horvath et al., 2008).
- Les répétitions de séquences en tandem : microsatellites et minisatellites

Contrairement aux séquences de répétitions intercalées, les s€quences de répétitions en tandem
ou TRs (Tandem Repeats) sont des répétitions continues de séquences identiques bien que des
TRs peuvent contenir une substitution de nucléotides dans certaines unités de répétitions (TRs
imparfaites/dégénérées) (Zhou et al., 2014b). Les TRs sont généralement classées en trois

catégories en fonction de la taille de leur unité de répétition. Ainsi, sont appelées microsatellites,
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minisatellites et macrosatellites, les TRs dont la taille des unités de répétition est respectivement

de 1a9 pb, 10 a 100 pb et supérieure a 100 pb (Zhou et al., 2014b).

La variation importante des TRs s’ observe par des taux de mutation élevés (10>~10° par locus
et par génération) qui sont dus au gain ou a la perte d’unités de répétition via des erreurs
d’appariement dues au glissement de brins lors de la réplication et la recombinaison par
croisement inégal ou par conversion génique ( Li et al., 2002; Ellegren, 2004; Bichara et al.,

2006; Roumagnac et al., 2007).

Les TRs se trouvent dans des régions codantes et dans des séquences intergéniques et les
mutations des TRs peuvent étre importantes dans la génération d’une diversité génétique
fonctionnelle permettant aux bactéries de modifier leur mode d’adhérence aux cellules hotes,
leur caractere invasif ou leurs moyens de piégeage des nutriments (Bichara et al., 2006; Pourcel

et Vergnaud, 2011; Zhou et al., 2014b).

4.2 L’analyse de la structure génétique et de la dynamique évolutive des populations

bactériennes

Définie comme la quantité et la distribution de la variation génétique au sein et entre les
populations, la structure génétique est en fait la conséquence des interactions entre les différents
mécanismes qui affectent I’évolution des populations d’un agent microbien (McDonald et

Linde, 2002).

Compte tenu du fait que la structure génétique d’une population microbienne est déterminée
par I’histoire évolutive de cette population, sa connaissance donne non seulement un apercu des
processus €volutifs qui ont fagonné la population dans le passé, mais offre également un apergu
du potentiel évolutif futur de la population (McDonald et Linde, 2002). Par conséquent,
I’analyse de la structure génétique des populations bactériennes via le génotypage (génération
de données génotypiques) peut avoir des intéréts pratiques entre autres, 1’identification de
souches émergentes, 1’¢lucidation des sources d’inoculum et des voies de propagation des
bactéries, et I’amélioration de 1’efficacité des mesures de prévention et de contrdle des

épidémies (van Belkum et al., 2007).

Plusieurs méthodes de génotypage ont ¢t€¢ développées et peuvent étre classées en trois

principales catégories (Li et al., 2009b):

(1) les méthodes basées sur des motifs de bandes d’ADN discriminent les souches en fonction
des différences de taille des bandes d’ADN générées par I’amplification et/ou la digestion de

I’ADN génomique :
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- Digestion enzymatique de I’ADN : Electrophorése sur gel en champ pulsé (ou PFGE
« Pulsed-Field Gel Electrophoresis »); Polymorphisme de longueur des fragments de restriction

(ou RFLP « Restriction fragment length polymorphism »).

- Amplification de ’ADN : Amplification alé¢atoire d’ADN polymorphe (ou RAPD « Random
Amplification of Polymorphic DNA »), PCR basée sur des ¢léments répétitifs (ou rep-PCR
« repetitive element-based PCR »); Analyse multilocus du nombre d’éléments répétés en

tandem (ou MLVA « Multi-Locus Variable number tandem repeat Analysis).

- Digestion enzymatique aprés amplification de ’ADN: PCR-RFLP ; Polymorphisme de
longueur de fragments amplifiés (ou AFLP « Amplified Fragment Length Polymorphism »).

(2) les méthodes basées sur le séquencage d’ADN génerent la séquence originale de

nucléotides et discriminent les souches directement a partir des polymorphismes de leur ADN :

- Séquencage de génes: Typage de séquences multilocus/Analyse de séquences multilocus (ou

MLST « Multi-Locus Sequence Typing »MLSA « Multi-Locus Sequence Analysis »).

- Séquencage d’ADN non codant: Séquencage de la région ADN séparant les génes de ’ARNr
16S et 23S (ou ITS « 16S-23S rRNA gene internal transcribed spacer ») et le séquengage de
multiples régions intergéniques (ou MST « Multi-Spacer Typing »).

- Séquencage du génome: donnant 1’acces au contenu génétique complet d’un organisme,

permet d’analyser la présence/absence de génes ou des polymorphismes des SNPs.

(3) les méthodes basées sur I’hybridation d’ADN discriminent les souches en analysant
I’hybridation de leur ADN avec des sondes de séquences connues appelées macro puces d’ADN

ou macroarrays et micro puces d’ADN ou microarrays.

4.2.1 Une approche sans amplification d’ADN: Restriction Fragment Length

Polymorphism

L'analyse RFLP peut étre utilisée pour la détection de réarrangements dans le génome et de
mutations affectant les sites de reconnaissance des endonucléases de restriction utilisées pour
la digestion de 'ADN (Busse et al., 1996). Les mutations qui modifient les anciens sites de
restriction entrainent la fusion de deux fragments en un fragment plus long. Inversement, les
mutations qui génerent de nouveaux sites de restriction convertissent un fragment en deux
fragments plus courts. Les fragments RFLP peuvent également changer en raison d'indels
(insertions ou délétions), auquel cas le nombre de fragments reste le méme mais la taille des

fragments individuels est modifi¢ée (Roumagnac et al., 2007).
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Les différents profils RFLP correspondent aux polymorphismes de longueur des fragments de
restriction dues aux différences dans la coupure de I’enzyme de restriction et révélés par une
sonde spécifique d’acides nucléiques. La figure 34 présente les différentes étapes de la méthode

RFLP (Todd et al., 2001; Kundan et al., 2014):
- Extraction des ADNSs nucléiques;

- Digestion des ADNs avec une endonucléase de restriction produisant des fragments de

différentes tailles;
- Electrophorese sur gel d'agarose pour séparer les fragments du produit de digestion ;

- Transfert des fragments d’ADN sur une membrane en nitrocellulose ou en nylon par la

technique Southern blot;

- Hybridation des fragments d’ADN d’intéréts avec une sonde d’acide nucléique spécifique

marquée;

- Visualisation des fragments d’hybridation sur un film radiographique placé sur la membrane.
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Figure 34: La représentation schématique de la technique de Restriction Fragment Length

Polymorphism (Kundan ef al., 2014)
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4.2.2 Une approche basée sur I’amplification de répétitions de séquences en tandem:

MultiLocus VNTR Analysis

La méthode MLVA détermine les variations dans le nombre de répétitions a plusieurs locus
VNTRs (Variable Number Tandem Repeats) qui peuvent étre des microsatellites ou des
minisatellites. L.’analyse MLV A d'un ensemble prédéfini de locus VNTRs comprend les étapes
suivantes (Ee ef al., 2017) (Figure 35):

- Préparation d'échantillons d'ADN par lyse de cultures bactériennes ou extraction d’ADN pur;

- Amplification PCR des loci VNTRs avec des amorces spécifiques complémentaires aux

séquences flanquant les locus;

- Séparation et détermination de la taille des loci VNTRs amplifiés par électrophorese sur gel

ou ¢lectrophorese capillaire;
- Attribution des nombres d’alléles des locus VNTRs;
- Calcul des nombres d’unités de répétitions des loci VNTRs et attribution des types MLVA;

- Déduction des relations phylogénétiques.
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Figure 35: La représentation schématique de la technique de Multi-Locus VNTR Analysis (Ee
etal.,2017)
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La premiere utilisation des marqueurs VNTRs pour typer des bactéries phytopathogenes a été
réalisée sur Xylella fastidiosa. Cinq loci VNTRs ont montré un pouvoir discriminant élevé
parmi 27 souches brésiliennes isolées principalement des agrumes et du café (Della Coletta-
Filho et al., 2001). Depuis, avec I’avénement de la génomique et la disponibilité croissante de
séquences de génomes entiers de bactéries phytopathogénes, de puissants schémas MLV A sont
de plus en plus développés et appliqués a de nombreux pathosystémes. Ces différentes études
d’épidémiologie moléculaire ayant pour objectif d’apporter des stratégies de contrdle efficaces
des maladies ont permis d’¢lucider la structure génétique, les sources d’inoculum et les voies

de dissémination pour plusieurs phytobactéries notamment des espéces de Xanthomonas:
- Xanthomonas oryzae

La premiere application de la technique MLVA pour 1’étude de la diversité génétique de X.
oryzae pv. oryzicola, 1’agent pathogene responsable des stries bactériennes foliaires sur le riz a
été réalisée en 2012. A 1’aide d’un schéma MLV A-28 appliqué a un panel de 20 souches de
Xoc originaires d’Asie et d’Afrique, un dendrogramme construit a partir de 25 loci VNTRs a
indiqué que la plupart des souches asiatiques sont clairement discriminées des souches
africaines. Cependant, en accord avec les rapports précédents, une souche malienne, MAI3 était
liée a des souches asiatiques, ce qui indique son origine asiatique (peut-€tre chinoise) et une

possible introduction de souches asiatiques sur le continent africain (Zhao et al., 2012).

Par la suite, il a été développé un nouveau schéma MLVA applicable a la fois a X. oryzae pv.
oryzae et X. oryzae pv. oryzicola et capable de distinguer les souches au sein des deux
pathovars. Ce schéma MLV A-16, a été appliqué a une collection de 338 souches originaires de
20 pays d’Asie et d’Afrique, dont 127 souches de Xoo d’Asie, 59 souches de Xoo d’Afrique, et
152 souches de Xoc d’Asie et d’Afrique. 135 haplotypes ont été distingués pour les souches
Xoc (aucun haplotype n’a été partagé entre des souches de différents pays) et presque toutes les
souches Xoc asiatiques et africaines ont ¢té séparées en deux groupes, a I’exception de deux
souches chinoises qui se sont regroupées avec les souches africaines. Un ensemble de souches
Xoc chinoises partageaient des haplotypes identiques ou similaires tandis que les souches Xoc
philippines ne présentaient aucune structuration visible en complexes clonaux. L'arbre de
recouvrement minimal des souches africaines de Xoc n'a pas révélé de lien étroit entre les

souches du Burkina Faso et/ou du Mali (Poulin et al., 2015).

Les souches asiatiques de Xoo se sont révélées trés diverses avec 115 haplotypes et aucun
haplotype n’a été partagé par des souches de différents pays. 24 souches de Xoo philippines

échantillonnées sur neuf ans dans la baie de Laguna étaient regroupées dans un complexe clonal

104



formé de 18 haplotypes alors que les douze autres souches échantillonnées dans la méme région
au cours de la méme période et une souche de Los Bafios n'étaient pas apparentées a ce

complexe clonal (Poulin et al., 2015).

Dans I’ensemble, les résultats ont montré que le schéma MLVA-16 est tres utile pour la
surveillance épidémiologique locale a I'échelle régionale ou nationale pour les deux pathovars

de X. oryzae.
- Xanthomonas citri

Xanthomonas citri pv. citri, ’agent responsable du chancre asiatique des agrumes, représente
le premier pathovar du genre Xanthomonas a bénéficié¢ d’un schéma MLVA pour I’analyse de
sa structure génétique. Il s’agit d’un schéma MLVA-14 (basé sur des VNTRs minisatellites)
qui, appliqué a une collection de 239 souches de Xcc originaires de 25 pays d’Asie a discriminé
223 haplotypes (Ngoc et al., 2009a). Le méme schéma, utilis¢ pour typer 234 souches Xcc de
26 pays d'Asie a distingué 209 haplotypes répartis en 32 complexes clonaux et 108 singletons.
Les souches de pathotype A * étaient toujours clairement séparées de la grande majorité des
souches de pathotype A. Cependant, il a été démontré que quelques souches de pathotype A du
Bangladesh et de 1'Inde étaient liées aux souches de pathotype A * suggérant que des variations
de la gamme d'hotes peuvent avoir eu lieu dans les populations de Xcc originaire de la péninsule
indienne. Une souche de pathotype A * de Cambodge était étroitement liée aux souches de
pathotype A * de Thailande. De méme, les souches de pathotype A" originaires de Floride
¢taient étroitement liées a certaines souches de pathotype A * isolées en Inde (Ngoc et al.,

2009b).

Aussi, une étude de la structure génétique de Xcc par génotypage de 555 souches provenant de
12 provinces du Vietnam a 1’aide d’un schéma MLV A-14 (basé sur des VNTRs microsatellites)
a réveélé 464 haplotypes répartis dans 35 complexes clonaux. Une analyse discriminante des
principaux composants (DAPC Discriminant analysis of principal components) a identifi¢ six
groupes dont cinq étaient composés de souches endémiques réparties de maniére hétérogene
dans les 12 provinces tandis que le sixieme groupe VN6, a affiché une diversité beaucoup plus
faible et une structure d'expansion clonale, suggérant une propagation épidémique récente par

le biais de matériel de multiplication végétal contaminé (Vernicre et al., 2014).

Le méme schéma MLV A-14 a permis une analyse de la diversité génétique de Xcc a différentes
échelles c’est-a-dire verger, arbre, branche et 1ésion a partir d’isolats de deux vergers d’agrumes

de la Réunion. Dans un verger ou le cuivre était appliqué de fagon récurrente pour la gestion du
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chancre, Xcc sensible au cuivre et résistant au cuivre coexistait et la population bactérienne était
structurée en trois groupes génétiques, suggérant une contamination polyclonale (Pruvost ef al.,
2019). En outre, I’analyse de la structure génétique de 129 souches représentatives de la
diversité pathologique et génétique mondiale de Xcc a I’aide d’un schéma MLV A-31 (basé sur
des VNTRs minisatellites) a révélé 72 haplotypes. Sur la base de 1'analyse discriminante des
composants principaux, quatre groupes ont été définis et le groupe DAPC 1 comprenait des
souches impliquées dans l'expansion géographique majeure de Xcc au cours du 20e siecle

(Pruvost et al., 2014).

Dans ’optique de comprendre les processus d'introduction qui ont conduit a 1'émergence
récente de X. citri pv. citri, dans deux pays voisins d'Afrique de I'Ouest, le Mali et le Burkina
Faso, une combinaison des schémas MLVA-31 et MLV A-14 (microsatellites) sus-mentionés,
a suggéré I’introduction de deux groupes de souches au Mali (DAPC 1 et DAPC 2). Le DAPC
2 était limité au district de Bamako, tandis que les souches de DAPCI1 se sont révélées beaucoup
plus invasives et ont formé un complexe clonal majeur avec les fondateurs primaires et
secondaires détectés dans les pépinicres et les vergers d'agrumes commerciaux. De plus, il n'y
avait pas de différenciation génétique claire entre les souches DAPC 1 du Mali et du Burkina
Faso et la maladie a été observée dans les provinces du Burkina Faso limitrophes de la province
de Sikasso au Mali. Ces résultats suggerent que les activités humaines ont joué un role majeur
dans la propagation des souches de DAPC 1 via le mouvement de matériel de propagation
contaminé au Mali, puis les souches maliennes DAPC 1, ont servi de « téte de pont » pour une

invasion secondaire au Burkina Faso (Leduc et al., 2015).

Un autre pathovar de I’espece X. citri qui cause des dommages considérables aux arbres
fruitiers, est X. citri pv. mangiferaeindicae (Xcm) responsable du chancre bactérien de la
mangue. Le schéma MLVA-14 (basé sur des VNTRs minisatellites) utilisé a I’origine sur Xcc,
a distingué 231 haplotypes répartis dans 28 complexes clonaux et 168 singletons parmi une
collection mondiale de 299 souches de Xcm a partir de 12 des 14 marqueurs VNTRs. Les
souches du méme haplotype étaient principalement isolées a partir d'un seul site ou de sites
spatialement proches au cours de la méme année ou a des intervalles allant jusqu'a 2 ans.
Cependant, trois cas ont été identifiés dans lesquels des souches de régions ¢€loignées

partageaient le méme haplotype (Pruvost et al., 2011).
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- Xanthomonas phaseoli pv. manihotis (Xpm)

Un schéma MLVA-16 a permis de discriminer 57 haplotypes parmi 65 souches de Xpm d’Asie,
d’Afrique et d’Amérique du Sud démontrant son utilisation pour caractériser des populations
de Xpm a I’échelle mondiale (Arrieta-Ortiz et al., 2013). Dans le but d’évaluer la diversité des
populations de Xpm dans les plaines orientales de la Colombie, une étude a utilisé un schéma
MLVA-5 pour génotyper 111 souches provenant de quatre sites dont La libertad, Granada et
Fuente de Oro de la province de Meta et Orocué de la province de Casanare. Ce schéma a
identifi¢ 87 haplotypes parmi les 111 isolats avec un regroupement de la plupart des haplotypes
selon I’emplacement géographique. Cependant, les haplotypes d'Orocué¢ (Casanare)
présentaient entre eux des distances génétiques plus importantes que les haplotypes de La
Libertad (Meta). De plus, les haplotypes des souches isolées antérieurement présentaient une
distance remarquable par rapport a la plupart des haplotypes attribués aux isolats Xpm isolées
au cours de I’étude, mettant en évidence une différenciation temporelle potentielle (Trujillo et

al., 2014).

Plus récemment, un schéma MLV A-15 s’est révélé tres discriminant pour 1’étude de la diversité
génétique de Xpm a I’échelle régionale et locale. En effet, ce schéma a distingué 88 haplotypes
parmi une collection de 99 souches de Xpm isolées entre 2008 et 2015 dans quatre localités de
la région des Caraibes colombiennes. Aucun haplotype n'était partagé par des souches de
différentes localités ou par des souches isolées au cours de différentes années. Aussi, la plupart
des souches isolées de la méme localité au cours de la méme année ont été discriminées en
différents haplotypes. Onze complexes clonaux (CC) regroupant deux a cinqg SLV ont été
définis. Dix CCs provenaient de la méme localité, parmi lesquels cinqg CCs regroupaient des
souches isolées au cours d'années différentes et cinq ne contenaient que des souches isolées la
méme année. Les souches des localités de San Jacinto, Palmitos et Cienaga Oro isolées au cours
des différentes années ont ¢té¢ regroupées dans le CC3. Le regroupement de souches de
différentes localités dans un méme complexe clonal pourrait étre le résultat du transport de

matériel végétal infecté par bouturage (Rache et al., 2019).
- Xanthomonas arboricola

Un schéma MLVA-26 a été développé a partir de I’analyse du génome de la souche CFBP5530
de X. a pv. pruni pour les différents pathovars de X. arboricola, responsables de maladies
bactériennes sur les fruits a noyau, la noisette, le noyer persan, le peuplier, la fraise, le poinsettia
et la banane. Ce schéma appliqué a 61 souches, a clairement différencié¢ 17 haplotypes pour 23

VNTRs au sein de X. a pv. pruni, 9 haplotypes pour 16 VNTRs au sein de X. a pv. corylina, 10
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haplotypes pour 20 VNTRs au sein de X. a pv. juglandis, 9 haplotypes pour 14 VNTRs au sein
de X. a pv. fragariae et 10 haplotypes pour 9 VNTRs au sein de X. a pv. populi (Cesbron et al.,
2014).

Aussi, un schéma MLVA-17 appliqué a 93 souches de X. a pv. Juglandis dont 27 souches non
pathogenes, isolées du noyer en France, a distingué des souches provoquant un chancre suintant,
des souches provoquant la briilure du noyer et des souches non pathogeénes. Les souches non
pathogénes étaient polymorphes avec trois groupes distincts sans une corrélation avec leur
origine géographique. Compte tenu du fait que les souches causant la brilure du noyer sont
plus hétérogenes que celles causant le chancre suintant, il a été suggéré que les souches causant
le chancre pourraient étre le résultat d'une sélection naturelle de certaines souches causant la
brilure qui acquiérent les caractéristiques supplémentaires nécessaires pour provoquer le
chancre dans les parties ligneuses. Cette hypothése d'acquérir des caractéristiques est appuyée
par la capacité des souches causant le chancre a provoquer des chancres sur les troncs et des
taches nécrotiques sur les feuilles et les fruits, tandis que les souches causant la brilure ne

provoquent que des symptomes nécrotiques sur les feuilles et les fruits (Essakhi et al., 2015).
- Xanthomonas vasicola

Pour découvrir la structure génétique des populations de X. vasicola pv. musacearum (Xvm),
agent responsable de flétrissement sur des bananiers en Afrique orientale et centrale, un schéma
MLVA-19 a été développé pour génotyper 335 souches de Xvm isolées de sept pays sur
plusieurs années. Ce schéma MLV A-19 a distingué¢ 208 haplotypes par les 335 souches répartis
dans 29 complexes clonaux (CC) et aucun haplotype n’a été partagé par des souches de
différents pays. La plupart des CCs (n=26) étaient spécifiques a un pays (13 de 1'Ouganda, 12
de I'Ethiopie, un de la Tanzanie), tandis que trois étaient partagés entre les pays (CC1: Ouganda,
Tanzanie, Burundi, RDC; CC13 et CC29: RDC, Rwanda) (Nakato et al., 2019). Aussi cinq des
19 marqueurs avaient des alleles présents a la fois chez Xvm, X. v pv. holcicola et X. v pv.
vasculorum, soutenant la proximité phylogénétique de ces trois pathovars. Ce schéma s’est
¢galement montré suffisamment discriminant pour identifier et suivre différents haplotypes de

Xvm a 1'échelle du champ (Nakato et al., 2019).
- Pseudomonas syringae

L’analyse de la structure génétique d une collection de 87 souches de P. syringae a I’aide d’un
schéma MLVA-8 a distingué¢ 50 haplotypes avec respectivement 36 et 14 haplotypes pour P. s

pv. maculicola et P. s pv. tomato sans un haplotype partagé. Les souches de P. s pv. maculicola
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ont formé cinq complexes clonaux tandis que celles de P. s pv. fomato ont formé deux
complexes dont aucun ne regroupait les deux pathovars. Les souches isolées d’especes de la
famille des Brassicaceae ont également été séparées de celles isolées de tomate, révélant une
structure différente en fonction de l'association hote. Ainsi, cette étude montre que P. s pv.
maculicola et P. s pv. tomato semble multiclonale, car elle ne s'écartait pas d'un seul groupe
ancestral commun et suggere que la spécificité du pathovar au sein de P. syringae peut étre due
a des événements génétiques indépendants (Gironde et Manceau, 2012). Par ailleurs, les
souches isolées d’un méme champ étaient dans le méme complexe clonal défini par MLVA
suggérant que les souches dans la plupart des champs provenaient d'une seule source d'inoculum

(Gironde et Manceau, 2012).
- Ralstonia solanacearum

Le complexe d’espéces R. solanacearum a été structuré via un schéma MLVA-22 appliqué a
une collection mondiale de 337 souches, selon une distribution spécifique a ses quatre
phylotypes d’origine géographique, dont 13 loci pour le phylotype I (asiaitique), 12 loci pour
le phylotype II (américain), 11 loci pour le phylotype III (africain) et 6 loci pour le phylotype
IV (indonésien) (N’Guessan et al., 2013). Aussi, 17 haplotypes ont été discriminés avec un
schéma MLVA-5 parmi 75 isolats de phylotype II de R. solanacearum isolés de pomme de
terre, de géranium et de Solanum dulcamara. Les isolats de R. solanacearum provenant de
cultures de trois sites d’épidémie non liés ou I’eau de riviere avait été utilisée pour I’irrigation
avaient des profils VNTR distincts qui étaient partagés avec les isolats de cultures S. dulcamara
infectées en amont de chaque site et les résultats du profilage VNTR ont confirmé que la source
de R. solanacearum a chaque épidémie était 1'eau de riviere contaminée a partir des plantes de

S. dulcamara (Parkinson et al., 2013).
- Erwinia amylovora

Sur la base de six répétitions minisatellites, I’analyse MLVA a permis la distinction de 227
haplotypes parmi une collection de 833 isolats d'origine mondiale de E. amylovora, 1’agent
responsable du feu bactérien, une maladie majeure des fruits a pépins. Trois groupes
géographiquement séparés ont été reconnus parmi les isolats. Un groupe en Amérique du Nord
plus diversifié et associé au centre d’origine de E. amylovora, un groupe couvrant le nord-ouest
de 1'Europe, la Russie et le Moyen-Orient et un groupe au sud-est de 1'Europe couvrant la
Slovénie, 1'talie et I'Espagne (Biihlmann ef al., 2014). La propagation de E. amylovora a été
associée au matériel végétal commercialis¢é compte tenu de la coexistence de multiples

génotypes dans différentes localités et il a été suggéré que de multiples événements
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d’introduction sont a I’origine de la structuration des différents groupes en Europe (Biihlmann

etal.,2014).
- Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm)

Dans le but d’¢lucider les causes des épidémies du flétrissement bactérien et du chancre de la
tomate, provoquées par Cmm entre 2010 et 2012 en Belgique, une étude a développé et appliqué
un schéma MLVA-8 a une diversité mondiale de 56 souches de Cmm. Les 56 souches de Cmm
ont été discriminées en 24 haplotypes répartis en cinq complexes et un grand groupe clonal
constitu¢ de souches Cmm de récentes €épidémies belges ainsi que de deux souches francaises
isolées en 2010. Les souches d'autres pays formaient pour la plupart une branche distincte ou
un groupe avec deux souches avec un haplotype identique. Aucun lien direct entre les souches
des récentes épidémies belges de 2010-2012 et les autres souches belges incluses dans cette
¢tude n'a pu étre observé (Zaluga et al., 2013). 1l a été suggéré que les épidémies de Cmm
pourraient provenir d'un lot de semences ou de plants de tomates contaminés qui était a 1'origine
de 1'épidémie en 2010 et que ces souches de Cmm ont persisté et induit une infection en 2011

et 2012 (Zaluga et al., 2013).
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Deuxiéme partie: Projet de these

5 Chapitre 5: Le matériel et les méthodes
5.1 L’échantillonnage et I’isolement des souches de Xanthomonas oryzae pv. oryzae

La collecte des échantillons de feuilles de riz présentant des symptdmes caractéristiques de la
BLB a été effectuée entre Octobre et Décembre sur trois sites rizicoles appartenant a trois
régions au Burkina Faso. Il s’agit des sites de Di, de Bagré et de Mogtédo qui se situent
respectivement dans les régions de la Boucle du Mouhoun, du Centre-Est, et du Plateau Central.
Sur le site de Bagré, des échantillons ont été collectés durant trois années consécutives de 2016
a 2018. Sur le site de Di, la prospection a été effectuée de 2016 a 2018 mais aucun échantillon
caractéristique de BLB n’a ¢été obtenu en 2017. Sur le site de Mogtédo, I’échantillonnage a

seulement été effectué en 2018 et quelques échantillons y ont été collectés.

L’échantillonnage a ¢été effectué selon le modele en zig-zag. Le nombre de parcelles
¢chantillonnés par site ainsi que le nombre de feuilles symptomatiques collectées ont varié
d’une année a I’autre selon I’incidence de la maladie. Les feuilles collectées sont mises dans
des enveloppes sur lesquelles sont inscrites la date de collecte, la localité, la parcelle, les
coordonnées GPS (Global Positioning System) et toute autre information importante. Les
enveloppes sont emballées dans un sachet plastique et conditionnées dans une glaciére
contenant de la glace. Toutes les feuilles collectées sont de I’espece asiatique de riz cultivé
Oryza sativa. Au laboratoire les échantillons sont conditionnés a - 20° C en attendant

I’isolement des souches.

Le protocole d’isolement des souches est détaillé selon la figure 36: un fragment de 4 a 8 cm
de feuille infectée comprenant aussi des parties apparemment saines est successivement
désinfecté pendant une minute dans de 1’alcool a 70°, de I’eau de javel a 10% puis rincé dans
de I’eau distillée stérile (Figure 36A). Le fragment est ensuite séché sur du papier absorbant
propre (Figure 36B) puis macéré dans un sachet de broyage BIOREBA contenant 3ml d’eau
distillée stérile. La suspension est périodiquement mélangée durant 30 mn a 1 heure (Figure
36C). Dix pl de la suspension sont ensuite €talés en trois secteurs sur du milieu LPGA (7 g
d’extrait de Levure, 7g de Peptone, 7 g de Glucose, 18 gd’Agar et 1 g d’Acide glutamique dans
1 1 d’eau distillée stérile) contenant des antibiotiques (Céphalexine : 40mg/L, Kasugamycine :
20mg/L et Propiconazole : 20mg/L) et incubés en position inversée a 28°C pendant au moins

72 heures. Les colonies caractéristiques de Xoo (jaune paille, rondes et convexes, muqueuses)
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(Figure 36D) sont alors purifiées (Figure 36E). Les souches pures sont enfin mises dans des
cryotubes en suspension dans 800 pl de Nutrient Broth et 400 pl de Glycérol a 50% et

conservées a -80° C.

Figure 36: L'isolement des souches de Xanthomonas oryzae pv. oryzae a partir de feuilles de
riz présentant des symptomes de la BLB

A: Désinfection du fragment de feuille infectée successivement dans 1’alcool a 70°, eau de javel
10% et ringage dans de I’eau distillée stérile; B: Séchage du fragment sur du papier absorbant;
C: Macération dans un sachet de broyage contenant de I’eau distillée stérile; D: Colonies
caractéristiques de Xoo obtenues apres étalement en trois secteurs; E: Souche pure de Xoo.

5.2 L’analyse de la diversité des races de Xanthomonas oryzae pv. oryzae

La diversité des races de Xoo est évaluée en fonction des phénotypes de virulence des souches
apres inoculation d’un ensemble de lignées quasi-isogéniques (NILs « Near Isogenic Lines »).
Ces lignées dénommées IRBB (International Rice Bacterial Blight) ont été développées par
I’IRRI a partir de la lignée parentale sensible récurrente IR24 dans laquelle ont été introgressés
par rétro-croisements successifs des genes de résistance a la BLB issus de divers parents

résistants. Il s’agit dans cette étude de IRBB3, IRBB4, IRBBS et IRBB7 portant respectivement
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les geénes de résistance Xa3, Xa4, xa5 et Xa7 connus pour discriminer des races africaines.
Notons que le parent IR24 s’est, contre toute attente, avéré étre porteur du gene de résistance
Xal8 qui controle la race A3. En conséquence, les souches de la race A3 sont incompatibles
avec toutes les IRBB. Les 45 souches analysées sont listées dans le tableau V selon le site, la
parcelle d’origine et I’année d’isolement. Elles ont ainsi été sélectionnées afin de représenter

au mieux la diversité de la collection répartie sur quatre sites rizicoles.

Les essais ont été conduits a la fois a I’'INERA-Bobo (Burkina Faso) en conditions semi-
controlées et a I’IRD-Montpellier en conditions contrdlées (12 heures de lumicre a 28°C, 80%
d'humidité relative; 12 heures d’obscurité a 25°C, 70% d’humidité relative) en 2017, 2018 et
2019. Les semis ont ¢été effectués dans des pots contenant de la terre de riziere préalablement
stérilisée puis amendée avec de 1’engrais NPK (a Bobo-Dioulasso) et dans des terrines
contenant du terreau amendé avec de 1’engrais (a2 IRD-Montpellier) (Figure 37A). Les plantes
ont été infectées 45 jours aprés semis avec une suspension bactérienne d’une densité optique de
0,2 préparée a partir d’une culture bactérienne de 24 heures. L’infection a été faite selon la
méthode « leaf clipping » qui consiste a tremper les lames d’une paire de ciseaux dans la
suspension bactérienne (Figure 37B) puis a couper I’extrémité de la feuille a environ 2 cm de
la pointe (Figure 37C). Les deux feuilles les plus jeunes de chaque plante sont ainsi infectées a

raison de 10 plantes par lignée de riz isogénique.

Les évaluations sont faites deux semaines apres infection par mesure de la longueur des 1ésions
induites par les souches avec une régle en centimétres ou la notation de la réaction
d’hypersensibilité¢ (Figure 37D). L’échelle de I’IRRI a été utilisée pour caractériser le niveau

de résistance ou de sensibilité des lignées:

- Lignée résistante (R): longueur de 1ésion comprise entre 0 et 5 cm;

- Lignée modérément résistante (MR): longueur de 1ésion comprise entre 5 et 10 cm;
- Lignée modérément sensible (MS): longueur de 1ésion comprise entre 10 et 15 cm;

- Lignée sensible (S): longueur de Iésion supérieure a 15 cm.
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Figure 37: L'infection des lignées de riz isogéniques pour la caractérisation des races de Xoo

A: Plantules de lignées isogéniques IRBB semées dans une terrine; B: Paire de ciseaux trempée
dans une suspension bactérienne; C: Infection d’une feuille par la méthode de « leaf clipping »;
D: Evaluation de la longueur des 1ésions induites par Xoo a 1’aide d’une régle ou notation de la
réaction d’hypersensibilité (feuille du haut).
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Tableau V: La liste des souches utilisées pour l'analyse de la diversité des races

Site Souche Parcelle |Nombre de souches | Année d'isolement
BAIl Inconnue
BAI2 Inconnue
BAI3 Inconnue 4 2004
BAI4 Inconnue
BAI28 Inconnue
BAI33 Inconnue 2 2010
BAIl11 Inconnue |1 2012
BAI181 14
BAI182 14 4
BAI183 14
BAI189 14
BAI192 16
BAI196 16 3
BAI197 16
BAI202 17
BAI204 17 3

Bagré BAI216 17
BAI220 13 2016
BAI221 13 3
BAI222 13
BAI235 4
BAI236 4 3
BAI237 4
BAI250 15
BAI255 15 4
BAI256 15
BAI257 15
B2E15 2 )
B2E16 2
B3E3 3 1
B4E2 4 1 2017
B6E2 6 )
B6E11 6
BAI145 5 )
BAI146 5
BAI166 10

Di BAI167 10 2016
BAI168 10 5
BAI169 10
BAI170 10
BAI46 Inconnue

Niassan BAI50 Inconnue |3 2011
BAI5S Inconnue

. M3-4 2
Mogtédo M3-10 > 2 2018
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5.3 L’analyse de la diversité du répertoire des effecteurs TAL

La diversité du répertoire des effecteurs TAL a été analysée par comparaison des empreintes
RFLP des genes effecteurs TAL de I’ensemble des 201 souches de Xoo de la collection. Les

différentes étapes de cette technique d’analyse sont:
- L’extraction de I’ADN-génomique

L’ADN génomique (ADNg) des souches a été extrait a I’aide du kit « Wizard Genomic DNA
Purification kit » (Promega, Charbonnié¢res, France) en suivant les instructions du fabricant.
L’ADNg de chaque souche a été extrait a partir d’un culot d’une culture bactérienne de 24

heures, lavée deux fois dans du NaCl 0,5 M (une oeuse bleue remplie a moitié pour 1ml).
- La digestion de ’ADNg

Apres estimation au Nanodrop (thermo Scientific, Wilmington, USA), 4 ug de ’ADNg de
chaque souche ont été digérés sur la nuit ou au minimum 4 heures a 37°C dans un mélange
réactionnel de 100 ul contenant 4 ul de I’enzyme de restriction BamHI-HF (100,000 unités/ml,
New England Biolabs), 10 ul de tampon Cutsmart et complété avec de 1’eau. Cette enzyme
coupe au niveau de séquences conservées en 3’ et 5° de chaque tal de part et d’autre de la région

centrale des répétitions.
- L’analyse de Southern Blot

Apres digestion, les fragments de restriction ont été séparés par électrophorese en faisant migrer
20 pl du produit de digestion + 5 ul de tampon de charge dans un gel d’agarose a 1% dans du
tampon TBE 1X 2 L (Tris-Borate EDTA) a 50 V pendant 72 heures dans une chambre froide a
4°C.

Aprés migration, le gel est incubé successivement en agitation douce a température ambiante
dans les différentes solutions: (i) une solution de dépurination (11 ml HCI, 989 ml dH20)
pendant 15 mn, (ii) une solution de dénaturation (87,66 g NaCl, 20 g NaOH, volume final 1 L
dH20) pendant 30 mn et (ii1) une solution de neutralisation (87,66 g NaCl, 60,5 g Trizma base,
pH 7,5, volume final 1 L) pendant 30 mn. Les fragments de restriction ont ensuite été transférés
sur la nuit du gel sur une membrane en nylon de type Hybond N+ (Amersham Biosciences) par
capillarité¢ via un tampon de transfert SSC (Citrate de solution saline-sodium) (88,23 g Tri-
sodium Citrate, 175,32 g NaCl, pH 7-8, volume final 1 L dH20) 20X (1 a 2 L), puis fixés sur

la membrane par UV-crosslinking.
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Jusqu’a la révélation des fragments d’ADN sur un film radiographique, la membrane subit une
série de traitements selon les instructions du kit « DIG High Prime DNA Labelling and
Detection Starter » (Roche). D’abord, la membrane est incubée sous agitation 2 fois 5 mn dans
une solution SSC 2X (500 ml) a température ambiante. Ensuite, elle est incubée sous agitation
successivement dans 75 ml d’une solution de pré-hybridation « DIG Easy Granules » pendant
30 mn a 40°C, puis dans 75 ml d’une solution d’hybridation « DIG Easy Granules » contenant
10 pul de sonde (25 ng/ml) sur la nuit a 40° C. La sonde utilisée comporte la séquence codante
de la région C-terminale de Tal4 de BAI3. Cette séquence étant trés conservée chez les TAL, la

sonde s’hybride théoriquement avec tous les TAL.

Enfin la membrane est successivement incubée 2 fois dans 100 ml de SSC 2X, 0,1% SDS sous
agitation a température ambiante pendant 5 mn, 2 fois dans 100 ml de SSC 0,5X, 0,1% SDS
sous agitation a 68° C pendant 15 mn, une fois dans 100 ml de tampon de blocage sous agitation
a température ambiante pendant 30 mn, une fois dans 100 ml de tampon de blocage avec 10 pl
d’anticorps sous agitation a température ambiante pendant 30 mn, 2 fois dans 100 ml de tampon
de lavage sous agitation a température ambiante pendant 15 mn et dans 100 ml de tampon de

détection sous agitation a température ambiante pendant 5 mn.

Par la suite, la membrane est transférée dans une feuille plastique transparente, imprégnée avec
1-3 ml de CSPD sur la face portant les fragments d’ADN, incubée a température ambiante
pendant Smn, enveloppée dans du papier aluminium et incubée pendant 10 a 15 mn a 37°C
selon le méme kit. Enfin, dans une cassette, un film radiographique (Clear Blue X-Ray film,
Light sensitive) est placé sur la membrane. Apres 30 secondes a 2 minutes d’exposition, la
membrane est incubée successivement dans une solution de révélation, de 1’eau et une solution

de fixation.
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5.4 L’analyse de la diversité des marqueurs microsatellites de type VNTR

L’analyse de la diversité des marqueurs de type VNTR (Variable Number Tandem Repeats) a

été réalisée a partir de 177 souches de Xoo de la collection (Figure 38).

100 km

§

:5: o0 o
Niger
Burkina Faso
Di

Niassan

Benin
Year of collection
2003 (1,13%)

B 2009 (3,95%)
112011 (5,08%)
B 2012 (0,56%)
2016 (61,58%)
B 2017 (20,9%)
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Ivory Coast

Figure 38: La distribution par site et par année des souches de Xoo analysées pour la diversité

génétique via les marqueurs VNTR

Les souches ont été génotypées suivant un schéma MLVA (Multi-Locus VNTR Analysis) basé
sur I’étude de 14 loci de type VNTR issus du schéma MLVA-16 précédemment développé par
Poulin et al. en 2015 (Tableau VI).

Les souches ont été ensemencées sur du milieu LPGA et incubées a 28°C pendant 4-5 jours
pour avoir des colonies isolées. Une colonie par souche a ensuite été ensemencée sur du LPGA
et incubée a 28° C. Une petite quantité de la culture équivalente a celle d’une oeuse blanche a
¢été suspendue dans 50 pl d’eau distillée stérile, lysée dans un thermocycleur a 95°C pendant 10

mn puis conservée a -20°C.

Le lysat de chaque souche a été utilisé pour I’amplification par PCR des 16 VNTRs (dont 2 ne
sont pas utilisés pour les analyses suivantes) multiplexé dans quatre réactions. Chaque réaction
contient quatre paires d’amorces fluorescentes. La PCR multiplex a été réalisée avec le kit

QIAGEN® Multiplex PCR (Qiagen, Courtaboeuf, France) selon les conditions suivantes: 35
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cycles de 94°C pendant 30 s, 60°C pendant 1 min 30 s et 72°C pendant 1 min pour les mix PCR

1 et 2; 25 cycles avec une température d'élongation de 64°C pour les mix PCR 3 et 4.

Pour 1I’¢lectrophorese capillaire, des aliquots de 1 pl de produit PCR dilués 75 fois ont été
mélangés avec 0,3 pl de GenScan LIZ500 (Applied Biosystems), un marqueur de taille standard
interne, et 10,7 ul de formamide Hi-Di (Applied Biosystems). L’électrophorése capillaire a été
réalisée avec le séquenceur ABI 3500 XL de la plateforme Gen Seq Université de Montpellier,
France). Les tailles des amplicons ont été déterminées avec le logiciel GeneMapper 4.0
(Applied Biosystems, Life Technologies, Carlsbad, CA), puis converties en nombres de
répétitions selon cette formule: nombre de répétitions = (taille de I’amplicon -taille des régions
flanquantes) / (taille du motif). Lorsque nécessaire, le nombre de répétitions a été arrondi au

nombre entier supérieur suivant. Le package R poppr v.2.8.6 (Kamvar et al., 2015), via

I’interface shiny (https://bioinfo-shiny.ird.fr/ShinyGenotyping) développée a I'IRD, a été
utilisé pour calculer la richesse et la diversité génotypiques ainsi que la diversité génétique non
biaisée de Nei. Le logiciel PHILOViZ 2.0 version 2016 a été utilisé pour reconstruire les
relations phylogénétiques entre les différents profils alléliques (haplotypes) qui sont représentés
par des minimum spanning tree (arbre de distance minimal) construit & I’aide d’un algorythme
combinant I'eBURST optimal global (goeBURST) et les distances euclidiennes (Francisco et
al., 2012). Les haplotypes différents par un seul locus (SLV, single locus variant) ont été

regroupés en complexes clonaux (CC).
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Tableau VI: Le schéma MLV A-16 avec les amorces utilisées en pools (Poulin et al., 2015)

Discriminative for Diagnostic for Primer 1 Primer 2
Pool locus (polymorphic): monomorphic)*: Label® Sequence Label Sequence
1 Xo _G06  X. oryzae pv. VIC GCAGACGGATGGGCGTTG GCTCGCCGGCACTCCTCCT
Xo GO7 oryzae Asia, X. NED CAGGGCGAACGCGATGAG GCTCCATGGTGCCGGAGA
Xo_G58 oryzae pv. PET CAACGAGGTGCCCGGCAA GGAGCGCGCACATCATCG
Xo G81 oryzae Africa, GTGCCGTCTCCCGACGCT 6-FAM GCCATCGCTACGCTGCGG
and X. oryzae
pv. oryzicola
2 Xo G25  X. oryzae pv. X. oryzae pv. oryzicola (372) GCTGGCGGTGACCACCAC 6-FAM GTCCAGCAGGTGCTCGCG
Xo G44 oryza Asia and PET GCCGTGCTTCCGTCTGCA CCGCATCCATCGCGACAG
Xo G62 X. oryzae pv. X. oryzae pv. oryzicola (141) GCTTCGCCGACCACGTGA NED ACGACAAGCAGCGCCTGC
oryzae Africa
3 Xo G55  X. oryzae pv. X. oryzae pv. oryzae As (294) VIC ACCCGGCAACTCGCAACC GGCACGAGCAAGCGGCAT
Xo G59 oryzae Africa X. oryzae pv. oryzae As (108) PET TCATTGCGTCACCCATCGG GGCGGGCGCTATCAACTGTCC
Xo_G60 and X. oryzae X. oryzae pv. oryzae As (197, 185) GTTGCCGCCGCCGGTAC 6-FAM CGGCGTCTTGCCAACCCT
pv. oryzicola
Xo G67 X. oryzae pv. oryzae As (322) NED GCTTGGCGGGTCACATCG TGGATCGACGCCGGACTG
4 Xo G09  X. oryzae pv. X. oryzae pv. oryzae Af (133) CCGCGATAGGCCGAGGTC  6-FAM TGGCCTATCTGGCAGCGC
Xo GI5 oryzae Asia and X. oryzae pv. oryzae Af (137) CGCAACGATGTGCTGGCG  VIC CGCAATCGCTTCGAACGC
Xo_G80 X. oryzae pv. X. oryzae pv. oryzae Af (346) PET ACGGATGGCGTTGGCCAG CGGCATGATCCTGGGCG
Xo G83 oryzicola X. oryzae pv. oryzae Af (422) NED CACCCGGCCGGCAATATC TGCACCACCACGTTGGCG
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5.5 L’évaluation de Defficacité de la résistance de variétés élites et lignées quasi-

isogéniques de riz contre la BLB au champ et conditions semi controlées

L’utilisation de variétés résistantes est considérée comme la méthode la plus efficace et la plus
économique pour lutter contre la bactériose vasculaire (Dokku et al., 2013; Suh et al., 2013,
Pradhan et al., 2015). Toutefois, les variétés résistantes utilisées doivent étre adaptées aux

populations pathogenes des terrains sur lesquels elles seront déployées.

Dans le but d’identifier des sources de résistance adaptées a la diversité des souches de Xoo
présente au Burkina Faso, un criblage en conditions semi contrdlées de 11 variétés locales de
riz, a révelé que les variétés de riz pluvial FKR19, FKR43, FKR45N (NERICA12), FKR47N
(NERICA17) et FKR49N (NERICA13) sont résistantes aux races Al, A2 et A3 (Wonni et al.,
2016). De fagon intéressante, la résistance de ces variétés élites est spécifique (une réaction

d’hypersensibilité) et s’exprime a tous les stades de développement de la plante.

Cependant, avant tout déploiement de ces variétés dans des programmes d’amélioration
variétale ou leur diffusion a grande échelle, il est primordial d’évaluer la stabilit¢ de leur
résistance au champ. En outre, pour lutter efficacement contre la BLB, il est important de
disposer d’une gamme variée de geénes de résistance, eu égard au phénomene de contournement

de résistance face a la dynamique évolutive des populations pathogenes.

Pour ce faire, cette étude vise a (i) évaluer 1’efficacité de la résistance des variétés élites de riz
(FKR19, FKR45N, FKR47N et FKR49N) sur les plaines de Di et de Bagré dans des parcelles
de producteurs dans lesquelles une forte incidence de la BLB a été observée sur plusieurs années
et (i) évaluer la résistance d’une trentaine de lignées quasi-isogéniques portant un ou plusieurs
genes de résistance a la BLB, avec la souche de Xoo BAI3 (CFBP 7321), la plus virulente des

souches de Xoo jusqu’a présent caractérisées au Burkina Faso

5.5.1 Le matériel végétal et la souche bactérienne

Le criblage au champ a inclus en plus des variétés ¢€lites FKR19, NERICA12, NERICA13 et
NERICA17, les parents de ces NERICAs (CG14, WABS50-56 et WABI181-18), les lignées
quasi-isogéniques IR24, IRBB4, IRBBS5 et IRBB7 et deux variétés sensibles (FKR56N et TS2)
(Tableau VII).

32 lignées quasi-isogéniques fournies par I’IRRI ont été utilisées pour le criblage en conditions
semi controlées (Tableau VIII). La souche utilisée pour le criblage de ces lignées est la souche

BAI3 (CFBP 7321) de la race Al.
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Tableau VII: La liste des variétés utilisées pour le criblage au champ

Nom Ecologie Espéce Parents Réaction
FKR19 Pluvial/Irrigué O. sativa sp. japonica Mashuri x IET 1444 Résistant
FKR45N (NERICA 12) Pluvial O. sativa sp. japonicalO. glaberrima CG14 X WAB56-50 Résistant
FKR47N (NERICA17) Pluvial O. sativa sp. japonica/O. glaberrima CG14 X WABI181-19 Résistant
FKR49N (NERICA13) Pluvial O. sativa sp. japonicalO. glaberrima CG14 X WAB56-50 Résistant
FKR56N (NERICA-L-41) Irrigué/Bas-fond O. sativa sp. indica/O. glaberrima TOG5681 X 4*IR64 Sensible

CGl14 Pluvial/Bas-fond 0. glaberrima Non définis Sensible

WAB50-56 Pluvial O. sativa sp. japonica Non définis Résistant
WABI181-18 Pluvial O. sativa sp. japonica Non définis Résistant
IRBB4 Irrigué O. sativa sp. indica IR24 contenant Xa4 Résistant
IRBB5 Irrigué O. sativa sp. indica IR24 contenant xa5 Résistant
IRBB7 Irrigué O. sativa sp. indica IR24 contenant Xa7 Résistant
TS2 Non définie Non définie Non définis Sensible
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Tableau VIII: La liste des 32 lignées quasi-isogéniques fournies par I'IRRI portant un ou

plusieurs geénes de résistance a Xoo

Code Lignées Génes de résistance
Vi1 IRBB1 Xal

V2 IRBB3 Xa3

V3 IRBB4 Xa4

V4 IRBB5 xas

V5 IRBB7 Xa7

Vo6 IRBB8 xa8

V7 IRBB10 Xal0

V8 IRBB11 Xall

A% IRBB13 xal3

V10 IRBB14 Xal4

Vi1l IRBB21 Xa2l

V12 IRBB23 Xa23

V13 IRBB27 Xal27

V14 IRBB50 Xad+xab

V15 IRBB51 Xa4+xal3

V16 IRBB52 Xa4+xall

V17 IRBB53 xaS+xal3

V18 IRBB54 xa5+Xa2l

V19 IRBB55 xal3+Xa2l

V20 IRBB56 Xad+xa5+xal3

V21 IRBB57 Xad+xadS+Xa2l

V22 IRBB58 Xad+xal3+Xa2l
V23 IRBB59 xadS+txal3+Xa2l
V24 IRBB60 Xad4+xaS+xal3+Xa2l
V25 IRBB61 Xad4+xaS+Xa7

V26 IRBB62 Xa4 +Xa7+Xa2l
V27 IRBB63 Xa3+Xa7+xal3

V28 IRBB64 Xad+xa5tXa7+Xa2l
V29 IRBB65 Xa4+Xa7+xal3+Xa2l
V30 IRBB66 Xad+xa5+Xa7+xal3+Xa2l
V3l IRBB67 Xa4+Xa7

V32 IR24 Xal8
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5.5.2 Les sites expérimentaux

Le criblage au champ a été conduit sur les sites rizicoles de Di et de Bagré au cours de la saison

humide 2017, 2018 et 2019.

Le périmeétre irrigué de Di avec 3.280 ha de terres aménagées, est le plus grand périmetre irrigué
de la vallée du Sourou d’une superficie totale aménagée de 6.558 ha sur un potentiel
aménageable de 30.000 ha (Bazile et al., 2020). La vallée du Sourou doit son nom au Sourou,
un cours d’eau transfrontalier de 150 Km qui prend sa source au Mali et le parcours sur 90 km
pour se jeter dans le fleuve Mouhoun au Burkina Faso apres un parcours de 60 km (Bazile et
al., 2020). Située dans la partie Nord-Ouest du pays, la vallée est a 320 Km de Ouagadougou
la capitale et a 190 Km de Dédougou, le chef-lieu de la région de la Boucle du Mouhoun. Elle
est limitée au Nord par la république du Mali, au Sud par la province du Nayala et a I’Ouest par
la province de la Kossi (Coulibaly, 2008; Somda et al., 2010) (Figure 39). La vallée du Sourou
dispose d’un climat a cheval entre le secteur subsahélien (pluviométrie comprise entre 550 et
750 mm) et le secteur nord soudanien (pluviométrie comprise entre 700 et 900 mm), et présente
une diversité de sols dont les plus dominants sont les sols bruns, les sols hydromorphes, les sols
peu évolués d’apport alluvial et les vertisols avec une bonne teneur minérale (Yérima, 2017;

Bazile et al., 2020).

Le périmetre irrigué de Bagré concerne la moyenne vallée du fleuve Nakanbé sur prés de 90
km de long. Il est localis¢ dans la province du Boulgou, dans la région du Centre-Est et se
trouve a environ 230 km de Ouagadougou suivant I’axe Ouagadougou- Koupéla-Tenkodogo-
Bitou et a 30 et 50 km respectivement des frontiéres du Ghana et du Togo (Ouédraogo et
Sédogo, 2014; Bagrépole, 2016) (Figure 40). Avec un potentiel en terres irrigables estimé a
environ 30.000 ha, le périmetre de Bagré dispose actuellement d’une superficie aménagée de
3.380 ha alimentée par le barrage de Bagré (Ouedraogo et Sédogo, 2014; Bazin, 2017). La zone
est soumise a un climat tropical de type soudanien avec une pluviométrie en diminution ces
dernieres décennies passant de la fourchette des 800 a 900 mm a la fourchette des 700 a 800
mm. Les sols y sont diversifiés avec principalement les sols latéritiques, ferrugineux a

concrétions, colluviaux et hydromorphes allu-colluviaux (Bagrépole, 2016).
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Figure 39: La carte de la vallée du Sourou (Coulibaly, 2008)
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Figure 40: La carte de la vallée de Bagré (Daré¢ et al., 2019)

5.5.3 Le criblage des variétés élites au champ

Pour évaluer la résistance des variétés élites contre la BLB au champ, des essais ont été
implantés dans des parcelles de producteurs dans lesquelles une forte incidence de la maladie
avait été observée pendant plusieurs années. Le dispositif utilisé dans cette étude est celui d’un
bloc complétement randomisé a trois répétitions, entouré d’une bande infestante constituée des

variétés sensibles TS2 et FKR56N. Chaque parcelle élémentaire a une longueur de 2 m et une
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largeur de 1,5 m (Figure 41). Les opérations de mise en place et de traitement des essais ont

effectuées conformément aux pratiques du producteur comme suit:

- Un désherbage chimique a I’aide de I’herbicide Gramoxone (21/ha) est appliqué dans le champ

avant le labour et apres la mise en bout;
- Les plantules agées de 15-20 jours sont repiquées avec un €cartement de 20 cm entre elles;

- L’¢épandage de I’engrais NPK14-23-14 (200kg/ha) a lieu une semaine apres le repiquage. Une
premiére application de 1’urée 46% (200kg/ha) a lieu trois (03) semaines apres le repiquage et

sa deuxieéme application a lieu trois (03) semaines apres la premiere application ;
- L’insecticide Pheoput (500g/ha) est appliqué au stade de gonflement des plantes de riz.

5.5.4 Le criblage des lignées quasi-isogéniques en conditions semi contrdlées

32 lignées quasi-isogéniques développées par I’'IRRI dont 14 a geéne unique et 18 a genes
pyramidés, ont été criblées avec la souche BAI3. Pour ce faire, les graines des lignées ont
d’abord été prégermées puis transférées dans des pots en raison d’une plantule par pot dans de
la terre préalablement stérilisée. L’engrais NPK14-23-14 (0,5 g/pot) a été apporté trois (03)
jours apres et 1'urée 46% (0,5g/pot) trois (03) semaines apres le repiquage. Chaque lignée a été
répétée trois fois. Apres 21 jours d’age, les deux derniéres feuilles de chaque plante ont été
inoculées avec une suspension bactérienne 10® bactéries/ml de la souche BAI3 a I’aide de la
technique leaf clipping. Les Iésions ont été mesurées a 14 et 21 jours apres infection (JAI) et le
niveau de résistance et de sensibilité des lignées a été caractérisé selon 1’échelle de I’IRRI:
Résistante (R): Iésion de 0-5 cm; Modérément Résistante (MR): Iésion de 5-10 cm;
Modérément Sensible (MS): 1ésion de 10 a 15 cm et Sensible (S): 1ésion de plus de 15 cm.
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Figure 41: Le plan de I'essai pour 1'évaluation de la résistance des variétés élites au champ a Di

et a Bagré
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6 Chapitre 6 : Les résultats et la discussion
6.1 Les résultats

6.1.1 La collection de souches de Xanthomonas oryzae pv. oryzae au Burkina Faso: un

échantillonnage échelonné de 2003 a 2018

La collection de souches de Xoo utilisée dans nos travaux est répertoriée dans le tableau IX.
Elle est constituée de 25 souches collectées entre 2003 et 2012 et de 176 souches collectées au
cours de cette thése entre 2016 et 2018. Au sein des 25 souches collectées avant le projet de
theése, 15 proviennent du site de Bagré et 10 du site de Niassan. Quant a la collection récente,
la majorité des souches (111 souches) a été collectée en 2016 a partir de deux parcelles du site
de Di (33 souches) et 6 parcelles du site de Bagré (78 souches). L’incidence de la maladie sur
ces parcelles variait de 5 a 99% et de 10 a 86% a Di et a Bagré, respectivement. Pour 2017, la
totalité des 46 souches proviennent de 4 parcelles uniquement trouvées sur le site de Bagré.
Bien qu’en 2017 I’échantillonnage ait été conduit a Di, aucun échantilloné caractéristique de la
BLB n’a été collecté sur ce site. En 2018, les 19 souches collectées proviennent d’une parcelle
de Di (2 souches), deux parcelles de Bagré (14 souches) et d’une parcelle du site de Mogtédo
(3 souches).

Par ailleurs, dans le cadre d’un programme d’épidémio-surveillance de la BLB en Céte d’Ivoire,
des échantillons de feuilles de riz présentant des symptomes de la bactériose a stries foliaires
(BLS) causée par Xanthomonas oryzae pv. oryzicola (Xoc), ont été collectés en Octobre 2018
a Korhogo (Cote d’Ivoire). Des souches isolées de 6 feuilles provenant de deux parcelles ont
¢été confirmées €tre des souches de Xoc par PCR multiplex, test de pathogénicité et séquencage
du geéne de ménage gyrB. Ces résultats ont fait 1’objet d’un premier rapport de la BLS en Cote

d’Ivoire (Diallo et al., 2021, publication accepté a Plant Disease, Annexes).
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Tableau IX: Les souches de Xanthomonas oryzae pv. oryzae utilisées dans I'étude et leurs caractéristiques

Souche Haplotype TALome Race  Héte Parcelle Groupe parcelle Référence GPS Site Région Année d'isolement
BAIl* - 2 Al 0. sativa - - - Bagré Centre-Est 2003
BAI2* 1 1 Al 0. sativa - - - Bagré Centre-Est 2003
BAI3 1 1 An 0. sativa - - - Bagré Centre-Est 2003
BAI4* - 2 A2 O. glaberrima - - - Bagré Centre-Est 2003
BAI24 1 1 0. sativa - - - Bagré Centre-Est 2009
BAI2S - 1 0. sativa - - - Bagré Centre-Est 2009
BAI26 1 1 0. sativa - - - Bagré Centre-Est 2009
BAI27 - 1 0. sativa - - - Bagré Centre-Est 2009
BAI28 1 1 An 0. sativa - - - Bagré Centre-Est 2009
BAI29 1 1 O. sativa - - - Bagré Centre-Est 2009
BAI30 1 1 O. sativa - - - Bagré Centre-Est 2009
BAI31 1 1 O. sativa - - - Bagré Centre-Est 2009
BAI32 - 1 0. sativa - - - Bagré Centre-Est 2009
BAI33 1 1 An O. sativa - - - Bagré Centre-Est 2009
BAI45 1 1 0. sativa - - - Niassan  Boucle du Mouhoun 2011
BAI46 - 1 An 0. sativa - - - Niassan Boucle du Mouhoun 2011
BAISO 1 1 An O. longistaminata - - - Niassan Boucle du Mouhoun 2011
BAIS3 1 1 O. longistaminata - - - Niassan Boucle du Mouhoun 2011
BAIS4 1 1 0. sativa - - - Niassan  Boucle du Mouhoun 2011
BAISS 1 1 An 0. sativa - - - Niassan Boucle du Mouhoun 2011
BAIS6 1 1 0. sativa - - - Niassan Boucle du Mouhoun 2011
BAIS7 1 1 0. sativa - - - Niassan  Boucle du Mouhoun 2011
BAIS8 1 1 0. sativa - - - Niassan Boucle du Mouhoun 2011
BAIS9 1 1 O. sativa - - - Niassan Boucle du Mouhoun 2011
BAIlll 15 3 A3 0. sativa - - - Bagré Centre-Est 2012
BAI145 21 2 A3 0. sativa 5 5 N13.26099/W003.42975 Di Boucle du Mouhoun 2016

* Tests de races ( Gonzalez et al., 2007) ; -: Inconnu ou non défini
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Tableau IX (suite): Les souches de Xanthomonas oryzae pv. oryzae utilisées dans 1'étude et leurs caractéristiques

Souche Haplotype TALome Race  Hote Parcelle Groupe parcelle Références GPS Site Région Année d'isolement
BAIl146 21 2 A3 O. sativa 5 5 N13.26099/W003.42975 Di Boucle du Mouhoun 2016
BAI147 21 2 0. sativa 5 5 N13.26099/W003.42975 Di Boucle du Mouhoun 2016
BAI148 21 2 O. sativa 5 5 N13.26099/W003.42975 Di Boucle du Mouhoun 2016
BAI149 21 2 O. sativa 5 5 N13.26099/W003.42975 Di Boucle du Mouhoun 2016
BAI150 21 2 O. sativa 5 5 N13.26099/W003.42975 Di Boucle du Mouhoun 2016
BAI152 21 2 O. sativa 5 5 N13.26099/W003.42975 Di Boucle du Mouhoun 2016
BAI153 21 2 O. sativa 5 5 N13.26099/W003.42975 Di Boucle du Mouhoun 2016
BAIl54 21 2 0. sativa 5 5 N13.26099/W003.42975 Di Boucle du Mouhoun 2016
BAI155 21 2 O. sativa 5 5 N13.26099/W003.42975 Di Boucle du Mouhoun 2016
BAIl56 21 2 O. sativa 5 5 N13.26099/W003.42975 Di Boucle du Mouhoun 2016
BAI157 21 2 O. sativa 5 5 N13.26099/W003.42975 Di Boucle du Mouhoun 2016
BAI158 21 2 O. sativa 5 5 N13.26099/W003.42975 Di Boucle du Mouhoun 2016
BAI159 21 2 O. sativa 5 5 N13.26099/W003.42975 Di Boucle du Mouhoun 2016
BAI160 21 2 0. sativa 5 5 N13.26099/W003.42975 Di Boucle du Mouhoun 2016
BAIl61 21 2 O. sativa 5 5 N13.26099/W003.42975 Di Boucle du Mouhoun 2016
BAI163 21 2 O. sativa 5 5 N13.26099/W003.42975 Di Boucle du Mouhoun 2016
BAIl64 21 2 O. sativa 5 5 N13.26099/W003.42975 Di Boucle du Mouhoun 2016
BAIl65 21 2 O. sativa 5 5 N13.26099/W003.42975 Di Boucle du Mouhoun 2016
BAIL66 20 2 A3 O. sativa 10 6 N13.20946°/W003.41691°  Di Boucle du Mouhoun 2016
BAI167 20 2 A3 0. sativa 10 6 N13.20946°/W003.41691°  Di Boucle du Mouhoun 2016
BAIL68 20 2 A3 O. sativa 10 6 N13.20946°/W003.41691°  Di Boucle du Mouhoun 2016
BAI169 20 2 A3 0. sativa 10 6 N13.20946°/W003.41691°  Di Boucle du Mouhoun 2016
BAI170 20 2 A3 O. sativa 10 6 N13.20946°/W003.41691°  Di Boucle du Mouhoun 2016
BAI171 20 2 0. sativa 10 6 N13.20946°/W003.41691°  Di Boucle du Mouhoun 2016
BAI172 20 2 O. sativa 10 6 N13.20946°/W003.41691°  Di Boucle du Mouhoun 2016
BAI173 20 2 0. sativa 10 6 N13.20946°/W003.41691°  Di Boucle du Mouhoun 2016
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Tableau IX (suite): Les souches de Xanthomonas oryzae pv. oryzae utilisées dans 1'étude et leurs caractéristiques

Souche Haplotype TALome Race Hate Parcelle Groupe parcelle Références GPS Site Région Année d'isolement
BAI174 20 2 O.sativa 10 6 N13.20946°/W003.41691° Di Boucle du Mouhoun 2016
BAI175 20 2 O.sativa 10 6 N13.20946°/W003.41691° Di Boucle du Mouhoun 2016
BAI176 20 2 O.sativa 10 6 N13.20946°/W003.41691° Di Boucle du Mouhoun 2016
BAI177 20 2 O.sativa 10 6 N13.20946°/W003.41691° Di Boucle du Mouhoun 2016
BAI178 20 2 O.sativa 10 6 N13.20946°/W003.41691° Di Boucle du Mouhoun 2016
BAI180 20 2 O.sativa 10 6 N13.20946°/W003.41691° Di Boucle du Mouhoun 2016
BAI181 11 4 A3 O.sativa 14 3 N11.45294°/W000.51801° Bagré Centre-Est 2016
BAI182 11 4 A3 O.sativa 14 3 N11.45294°/W000.51801° Bagré Centre-Est 2016
BAI183 11 4 A3 O.sativa 14 3 N11.45294°/W000.51801° Bagré Centre-Est 2016
BAI184 11 4 O.sativa 14 3 N11.45294°/W000.51801° Bagré Centre-Est 2016
BAI185 11 4 O.sativa 14 3 N11.45294°/W000.51801° Bagré Centre-Est 2016
BAI186 11 4 O.sativa 14 3 N11.45294°/W000.51801° Bagré Centre-Est 2016
BAII87 15 4 O.sativa 14 3 N11.45294°/W000.51801° Bagré Centre-Est 2016
BAII88 9 4 O.sativa 14 3 N11.45294°/W000.51801° Bagré Centre-Est 2016
BAI189 11 7 A3 O.sativa 14 3 N11.45294°/W000.51801° Bagré Centre-Est 2016
BAII90 9 4 O.sativa 14 3 N11.45294°/W000.51801° Bagré Centre-Est 2016
BAI191 9 4 O. sativa 14 3 N11.45294°/W000.51801° Bagré Centre-Est 2016
BAI192 11 8 A3 O.sativa 16 4 N11.45315°/W000.51816° Bagré Centre-Est 2016
BAI193 7 4 O. sativa 16 4 N11.45315°/W000.51816° Bagré Centre-Est 2016
BAI194 10 4 O.sativa 16 4 N11.45315°/W000.51816° Bagré Centre-Est 2016
BAI195 11 4 O. sativa 16 4 N11.45315°/W000.51816° Bagré Centre-Est 2016
BAI196 11 4 A3 O.sativa 16 4 N11.45315°/W000.51816° Bagré Centre-Est 2016
BAI197 11 4 A3 O.sativa 16 4 N11.45315°/W000.51816° Bagré Centre-Est 2016
BAI198 7 4 O.sativa 16 4 N11.45315°/W000.51816° Bagré Centre-Est 2016
BAI199 8 4 O.sativa 16 4 N11.45315°/W000.51816° Bagré Centre-Est 2016
BAI200 11 4 O.sativa 16 4 N11.45315°/W000.51816° Bagré Centre-Est 2016
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Tableau IX (suite): Les souches de Xanthomonas oryzae pv. oryzae utilisées dans 1'étude et leurs caractéristiques

Souche Haplotype Profil TALome Race Héte Parcelle Groupe parcelle Références GPS Site Région Année d'isolement
BAI201 11 4 O. sativa 16 4 N11.45315°/W000.51816° Bagré Centre-Est 2016
BAI202 9 4 A3 O.sativa 17 4 N11.46334°/W000.50287° Bagré Centre-Est 2016
BAI203 11 4 O. sativa 17 4 N11.46334°/W000.50287° Bagré Centre-Est 2016
BAI204 11 4 A3 O.sativa 17 4 N11.46334°/W000.50287° Bagré Centre-Est 2016
BAI205 11 4 O. sativa 17 4 N11.46334°/W000.50287° Bagré Centre-Est 2016
BAI206 9 4 O. sativa 17 4 N11.46334°/W000.50287° Bagré Centre-Est 2016
BAI207 8 4 O. sativa 17 4 N11.46334°/W000.50287° Bagré Centre-Est 2016
BAI208 15 4 O. sativa 17 4 N11.46334°/W000.50287° Bagré Centre-Est 2016
BAI209 11 4 O. sativa 17 4 N11.46334°/W000.50287° Bagré Centre-Est 2016
BAI210 11 4 O. sativa 17 4 N11.46334°/W000.50287° Bagré Centre-Est 2016
BAI211 7 4 O. sativa 17 4 N11.46334°/W000.50287° Bagré Centre-Est 2016
BAI212 5 4 O. sativa 17 4 N11.46334°/W000.50287° Bagré Centre-Est 2016
BAI213 8 4 O. sativa 17 4 N11.46334°/W000.50287° Bagré Centre-Est 2016
BAI215 11 4 O. sativa 17 4 N11.46334°/W000.50287° Bagré Centre-Est 2016
BAI216 7 4 A3 O.sativa 17 4 N11.46334°/W000.50287° Bagré Centre-Est 2016
BAI217 2 4 O. sativa 13 3 N11.45184°/W000.52228° Bagré Centre-Est 2016
BAI219 19 4 O. sativa 13 3 N11.45184°/W000.52228° Bagré Centre-Est 2016
BAI220 11 4 A3 O.sativa 13 3 N11.45184°/W000.52228° Bagré Centre-Est 2016
BAI221 2 4 A3 O.sativa 13 3 N11.45184°/W000.52228° Bagré Centre-Est 2016
BAI222 11 4 A3 O.sativa 13 3 N11.45184°/W000.52228° Bagré Centre-Est 2016
BAI223 15 4 O. sativa 13 3 N11.45184°/W000.52228° Bagré Centre-Est 2016
BAI224 19 4 O. sativa 13 3 N11.45184°/W000.52228° Bagré Centre-Est 2016
BAI225 15 4 O.sativa 13 3 N11.45184°/W000.52228° Bagré Centre-Est 2016
BAI226 15 4 O. sativa 13 3 N11.45184°/W000.52228° Bagré Centre-Est 2016
BAI227 11 4 O. sativa 13 3 N11.45184°/W000.52228° Bagré Centre-Est 2016
BAI228 11 4 O. sativa 13 3 N11.45184°/W000.52228° Bagré Centre-Est 2016
BAI229 2 4 O.sativa 13 3 N11.45184°/W000.52228° Bagré Centre-Est 2016
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Tableau IX (suite): Les souches de Xanthomonas oryzae pv. oryzae utilisées dans 1'étude et leurs caractéristiques

Souche Haplotype Profil TALome Race Héte Parcelle Groupe parcelle Références GPS Site Région Année d'isolement
BAI230 19 4 O.sativa 13 3 N11.45184°/W000.52228°  Bagré Centre-Est 2016
BAI231 11 4 O.sativa 13 3 N11.45184°/W000.52228°  Bagré Centre-Est 2016
BAI232 19 4 O. sativa 13 3 N11.45184°/W000.52228°  Bagré Centre-Est 2016
BAI233 15 4 O.sativa 13 3 N11.45184°/W000.52228°  Bagré Centre-Est 2016
BAI234 15 4 O. sativa 13 3 N11.45184°/W000.52228°  Bagré Centre-Est 2016
BAI235 7 4 A3 O.sativa 4 1 N11.45456°/ W000.51648° Bagré Centre-Est 2016
BAI236 7 4 A3 O.sativa 4 1 N11.45456°/ W000.51648° Bagré Centre-Est 2016
BAI237 7 4 A3 O.sativa 4 1 N11.45456°/ W000.51648° Bagré Centre-Est 2016
BAI238 7 4 O.sativa 4 1 N11.45456°/ W000.51648° Bagré Centre-Est 2016
BAI239 7 4 O.sativa 4 1 N11.45456°/ W000.51648° Bagré Centre-Est 2016
BAI240 7 4 O.sativa 4 1 N11.45456°/ W000.51648° Bagré Centre-Est 2016
BAI241 7 4 O.sativa 4 1 N11.45456°/ W000.51648° Bagré Centre-Est 2016
BAI242 7 4 O. sativa 4 1 N11.45456°/ W000.51648° Bagré Centre-Est 2016
BAI243 13 4 O.sativa 4 1 N11.45456°/ W000.51648° Bagré Centre-Est 2016
BAI244 13 4 O. sativa 4 1 N11.45456°/ W000.51648° Bagré Centre-Est 2016
BAI245 7 4 O.sativa 4 1 N11.45456°/ W000.51648° Bagré Centre-Est 2016
BAI246 7 4 O.sativa 4 1 N11.45456°/ W000.51648° Bagré Centre-Est 2016
BAI247 11 4 O. sativa 4 1 N11.45456°/ W000.51648° Bagré Centre-Est 2016
BAI248 7 4 O.sativa 4 1 N11.45456°/ W000.51648° Bagré Centre-Est 2016
BAI250 11 5 A3 O.sativa 15 3 N11.45296°/W000.51784°  Bagré Centre-Est 2016
BAI251 10 4 O.sativa 15 3 N11.45296°/W000.51784°  Bagré Centre-Est 2016
BAI252 8 4 O.sativa 15 3 N11.45296°/W000.51784°  Bagré Centre-Est 2016
BAI253 15 4 O.sativa 15 3 N11.45296°/W000.51784°  Bagré Centre-Est 2016
BAI254 11 4 O. sativa 15 3 N11.45296°/W000.51784°  Bagré Centre-Est 2016
BAI255 16 4 A3 O.sativa 15 3 N11.45296°/W000.51784°  Bagré Centre-Est 2016
BAI256 - 4 O.sativa 15 3 N11.45296°/W000.51784°  Bagré Centre-Est 2016
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Tableau IX (suite): Les souches de Xanthomonas oryzae pv. oryzae utilisées dans 1'étude et leurs caractérisitiques

Souche Haplotype Profil TALome Race Héte Parcelle Groupe parcelle Références GPS Site Région Année d'isolement
BAI257 18 4 A3 O.sativa 15 3 N11.45296°/W000.51784° Bagré  Centre-Est 2016
BAI258 8 4 O. sativa 15 3 N11.45296°/W000.51784° Bagré  Centre-Est 2016
BAI259 10 4 O.sativa 15 3 N11.45296°/W000.51784° Bagré  Centre-Est 2016
BAI260 - 4 O.sativa 15 3 N11.45296°/W000.51784° Bagré  Centre-Est 2016
BAI261 15 4 O.sativa 15 3 N11.45296°/W000.51784° Bagré  Centre-Est 2016
B2E1 - 4 O.sativa 2 1 N11.45355°/W000.51520° Bagré  Centre-Est 2017
B2E2 3 4 O.sativa 2 1 N11.45355°/W000.51520° Bagré  Centre-Est 2017
B2E6 3 4 O.sativa 2 1 N11.45355°/W000.51520° Bagré  Centre-Est 2017
B2E9 3 4 O.sativa 2 1 N11.45355°/W000.51520° Bagré  Centre-Est 2017
B2E10 3 4 O.sativa 2 1 N11.45355°/W000.51520° Bagré  Centre-Est 2017
B2E15 15 1 A3 O.sativa 2 1 N11.45355°/W000.51520° Bagré  Centre-Est 2017
B2E16 15 1 A3 O.sativa 2 1 N11.45355°/W000.51520° Bagré  Centre-Est 2017
B2E19 7 8 O.sativa 2 1 N11.45355°/W000.51520° Bagré  Centre-Est 2017
B2E20 3 4 O.sativa 2 1 N11.45355°/W000.51520° Bagré  Centre-Est 2017
B2E22 7 4 O. sativa 2 1 N11.45355°/W000.51520° Bagré  Centre-Est 2017
B2E23 6 4 O.sativa 2 1 N11.45355°/W000.51520° Bagré  Centre-Est 2017
B2E24 3 4 O. sativa 2 1 N11.45355°/W000.51520° Bagré  Centre-Est 2017
B2E28 7 4 O.sativa 2 1 N11.45355°/W000.51520° Bagré  Centre-Est 2017
B2E35 7 4 O. sativa 2 1 N11.45355°/W000.51520° Bagré  Centre-Est 2017
B3E1 7 4 O.sativa 3 1 N11.45370°/W000.51503° Bagré  Centre-Est 2017
B3E2 3 4 O. sativa 3 1 N11.45370°/W000.51503° Bagré  Centre-Est 2017
B3E3 3 4 A3 O.sativa 3 1 N11.45370°/W000.51503° Bagré  Centre-Est 2017
B3E4 3 4 O.sativa 3 1 N11.45370°/W000.51503° Bagré  Centre-Est 2017
B3E5 - 4 O.sativa 3 1 N11.45370°/W000.51503° Bagré  Centre-Est 2017
B3E6 3 4 O.sativa 3 1 N11.45370°/W000.51503° Bagré  Centre-Est 2017
B3E7 - 4 O.sativa 3 1 N11.45370°/W000.51503° Bagré  Centre-Est 2017
B3E10 - 4 O.sativa 3 1 N11.45370°/W000.51503° Bagré  Centre-Est 2017
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Tableau IX (suite): Les souches de Xanthomonas oryzae pv. oryzae utilisées dans 1'étude et leurs caractéristiques

Souche Haplotype Profil TALome Race Héte Parcelle Groupe parcelle Références GPS Site Région Année d'isolement
B3E14 - 4 O. sativa 3 1 N11.45370°/W000.51503°  Bagré Centre-Est 2017
B3E15 3 4 O.sativa 3 1 N11.45370°/W000.51503° Bagré Centre-Est 2017
B3E17 4 4 O. sativa 3 1 N11.45370°/W000.51503° Bagré Centre-Est 2017
B3E18 3 4 O.sativa 3 1 N11.45370°/W000.51503° Bagré Centre-Est 2017
B3E24 7 4 O. sativa 3 1 N11.45370°/W000.51503° Bagré Centre-Est 2017
B4E2 4 A3 O.sativa 4 1 N11.45456°/ W000.51648° Bagré Centre-Est 2017
B4E3 - 4 O. sativa 4 1 N11.45456°/ W000.51648° Bagré Centre-Est 2017
B4E6 7 4 O.sativa 4 1 N11.45456°/ W000.51648° Bagré Centre-Est 2017
B4E7 17 4 O. sativa 4 1 N11.45456°/ W000.51648° Bagré Centre-Est 2017
B4E8 17 4 O. sativa 4 1 N11.45456°/ W000.51648° Bagré Centre-Est 2017
B4E9 - 4 O. sativa 4 1 N11.45456°/ W000.51648° Bagré Centre-Est 2017
B4E10 17 4 O.sativa 4 1 N11.45456°/ W000.51648° Bagré Centre-Est 2017
B4E12 17 4 O. sativa 4 1 N11.45456°/ W000.51648° Bagré Centre-Est 2017
B4E13 17 4 O.sativa 4 1 N11.45456°/ W000.51648° Bagré Centre-Est 2017
B4E20 17 4 O. sativa 4 1 N11.45456°/ W000.51648° Bagré Centre-Est 2017
B4E23 3 4 O. sativa 4 1 N11.45456°/ W000.51648° Bagré Centre-Est 2017
B4E25 17 4 O.sativa 4 1 N11.45456°/ W000.51648° Bagré Centre-Est 2017
B4E28 7 4 O. sativa 4 1 N11.45456°/ W000.51648° Bagré Centre-Est 2017
B6E2 11 6 A3 O. sativa 6 1 N11.45461°/W000.51648° Bagré Centre-Est 2017
B6E3 12 4 O. sativa 6 2 N11.45461°/W000.51648° Bagré Centre-Est 2017
B6E4 11 4 O.sativa 6 2 N11.45461°/W000.51648° Bagré Centre-Est 2017
B6E5 9 4 O. sativa 6 2 N11.45461°/W000.51648° Bagré Centre-Est 2017
B6E7 11 4 O.sativa 6 2 N11.45461°/W000.51648° Bagré Centre-Est 2017
B6EIl - 6 A3 O. sativa 6 2 N11.45461°/W000.51648° Bagré Centre-Est 2017
V10-1 22 2 O. sativa 1 7 N 13 .209°/W-3.417° Di Boucle du Mouhoun 2018
V104 22 2 O.sativa 1 7 N 13 .209°/W-3.417° Di Boucle du Mouhoun 2018
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Tableau IX (suite): Les souches de Xanthomonas oryzae pv. oryzae utilisées dans 1'étude et leurs caractéristiques

Souche Haplotype Profil TALome Race Héte Parcelle  Groupe parcelle Références GPS Site Région Année d'isolement
BV19 3 7 O. sativa 2 1 N 11 .455°/W-0.516° Bagré Centre-Est 2018
BV2-1 3 7 O. sativa 2 1 N 11 .455°/W-0.516° Bagré Centre-Est 2018
BvV2-3 3 7 O. sativa 2 1 N 11 .455°/W-0.516° Bagré Centre-Est 2018
BV2-6 - 7 O. sativa 2 1 N 11 .455°/W-0.516° Bagré Centre-Est 2018
BV2-8 3 7 O. sativa 2 1 N 11 .455°/W-0.516° Bagré Centre-Est 2018
BV39 3 7 O. sativa 2 1 N 11 .455°/W-0.516° Bagré Centre-Est 2018
BVs5-2 3 7 O. sativa 2 1 N 11 .455°/W-0.516° Bagré Centre-Est 2018
BV5-4 - 7 O. sativa 2 1 N 11 .455°/W-0.516° Bagré Centre-Est 2018
BVs-5 - 7 O. sativa 2 1 N 11 .455°/W-0.516° Bagré Centre-Est 2018
BV5-6 3 7 O. sativa 2 1 N 11 .455°/W-0.516° Bagré Centre-Est 2018
BVs5-7 3 7 O. sativa 2 1 N 11 .455°/W-0.516° Bagré Centre-Est 2018
BV5-8 3 7 O. sativa 2 1 N 11 .455°/W-0.516° Bagré Centre-Est 2018
BV59 - 7 O. sativa 2 1 N 11 .455°/W-0.516° Bagré Centre-Est 2018
B3-7 - 4 O. sativa 3 1 N11 .454°/W-0.516° Bagré Centre-Est 2018
M3-2 - 2 O. sativa 2 1 N12.289°/W0.830° Mogtédo Centre-Est 2018
M3-4 14 2 A3 O. sativa 2 1 N12.289°/W0.830° Mogtédo Centre-Est 2018
M3-10 - 2 O. sativa 2 1 N12.289°/W0.830° Mogtédo Centre-Est 2018
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6.1.2 L’analyse des races au cours du temps: émergence et établissement de la race A3

au Burkina Faso

Dans le but d’évaluer la diversité des races de Xoo en présence au Burkina Faso et leur évolution
au cours du temps depuis 2003, date a laquelle les premieres souches ont été collectées par
Gonzalez et al. (2007) et dont les races ont été caractérisées, un sous-ensemble de 45 souches
a ¢té analysé. Ces 45 souches ont été sélectionnées sur la base du site rizicole, la parcelle
d’origine et I’année d’isolement afin de représenter au mieux la diversité de la collection. Le
criblage de quatre lignées isogéniques, IRBB3, IRBB4, IRBB5 et IRBB7 portant
respectivement les génes de résistance Xa3, Xa4, xa5 et Xa7 et la lignée parentale IR24, connues
pour discriminer des races africaines avec les 45 souches de Xoo a permis d’identifier quatre
races (Tableaux X et XI). Les souches appartenant a la race A3 se caractérisent par un
phénotype de résistance sur 1’ensemble des lignées isogéniques y compris la lignée parentale
IR24 ce qui s’explique par la présence d’un gene de résistance dans ce fond génétique. Pour les
souches appartenant a la race A2, parmi les 5 lignées seul le parent récurrent IR24 est sensible.
La sensibilité des lignées IR24 et IRBB3 permettent de distinguer les souches appartenant a la
race Al. Au cours de cette étude une nouvelle race (An) a été identifiée, elle se caractérise par
un phénotype de sensibilité uniquement sur les lignées IR24, IRBB3 et IRBB7. Aucune des
races n’est virulente sur IRBB4 et IRBBS, démontrant I’intérét des génes Xa4 et xa5 pour
contréler Xoo au Burkina Faso. De facon intéressante, toutes les souches collectées entre 2003
et 2011 et testées au cours de cette thése appartiennent a la race An. C’est aussi le cas de la
souche de référence du Burkina Faso BAI3 qui avait été préalablement assignée a la race Al

(Gonzalez et al., 2007).
La figure 42 indique la dynamique de ces quatre races en fonction des années:

- En 2003, ou les souches ont été isolées pour la premicre fois sur le site de Bagré, on notait la
présence des trois races Al, A2 et An. Les souches des races A1 et A2 avaient été caractérisées
précédemment et a I’exception de la souche BAI3, n’ont pas été testées dans cette étude
(Gonzalez et al., 2007). En revanche en 2009, seule la race An est observée pour les souches

analysées.

- Pour le site de Niassan ou des souches de Xoo ont été isolées pour la premiére fois en 2011,

nos données révelent la présence de la race An déja identifiée en 2009 a Bagré.

- En 2012 a Bagré, la seule souche isolée est de la race A3. Celle-ci n’avait jusque-la jamais été

identifi¢ au Burkina Faso mais rapportée au Mali.

139



- Au cours des trois dernic¢res années analysées dans cette étude, c’est-a-dire de 2016 a 2018,
toutes les souches testées qui ont été sélectionnées en veillant a représenter la diversité de cette
collection (année, site et parcelle d’origine) appartiennent a la race A3 aussi bien pour les sites

de Bagré, de Di et de Mogtédo.

Tableau X: Les races de Xoo identifiées par criblage de cinq lignées isogéniques

Races IR24 IRBB3 IRBB4 IRBBS IRBB7
Al S S R R R
A2 S R R R R
A3 R R R R R
An S S R R S

25

HAl EAZ MAS mAN

15

Nombre de souches analysées

Figure 42: La dynamique des quatre races de Xoo identifiées au Burkina Faso en fonction des

années
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Tableau XI: Les réactions différentielles des souches de Xoo sur les lignées isogéniques

Lignée isogénique
Souche IR§4 i IR%B3 IRBB4 IRBB5 IRBB7 Race
BAIL* S S R R R Al
BAI2* S S R R R Al
BAI3 S S R R S An
BAI4* S R R R R A2
BAI28 S S MR R S An
BAI33 S MS MR R S An
BAI46 MS MS R R S An
BAI50 S MS MR R MS An
BAI55 S MS MR R S An
BAII11 R R R R R A3
BAI145 R R R R R A3
BAI146 R R R R R A3
BAI166 R R R R R A3
BAII67 R R R R R A3
BAI168 R R R R R A3
BAI169 R R R R R A3
BAI170 R R R R R A3
BAII81 R R R R R A3
BAI182 R R R R R A3
BAI183 R R R R R A3
BAI189 R R R R R A3
BAI192 R R R R R A3
BAI196 R R R R R A3
BAI197 R R R R R A3
BAI202 R R R R R A3
BAI204 R R R R R A3
BAI216 R R R R R A3
BAI220 R R R R R A3
BAI221 R R R R R A3
BAI222 R R R R R A3
BAI235 R R R R R A3
BAI236 R R R R R A3
BAI237 R R R R R A3
BAI250 R R R R R A3
BAI255 R R R R R A3
BAI256 R R R R R A3
BAI257 R R R R R A3
B2E15 R R R R R A3
B2E16 R R R R R A3
B3E3 R R R R R A3
B4E2 R R R R R A3
BGE2 R R R R R A3
B6EI1 R R R R R A3
M3-4 R R R R R A3
M3-10 R R R R R A3

* Gonzalez et al., 2007
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6.1.3 La diversité et la dynamique du TALome de Xoo au Burkina Faso: une analyse de

type RFLP

Bien qu’il n’ait pas encore été démontré de lien de cause a effet entre la présence de certains
effecteurs TAL et ’appartenance a une race chez les souches africaines, leur role crucial dans
la pathogénicité de Xoo n’est plus a démontrer. L organisation des TALs en clusters suggere
qu'ils pourraient évoluer rapidement par recombinaison ou duplication. Neuf groupes de TALs
ont été définis pour les souches africaines de Xoo, de TalA a Tall, et plusieurs études ont montré
que leur taille, leur séquence et parfois leur présence varient selon les souches. Afin d'avoir un
apercu de la diversité des TALomes chez les souches de Xoo au Burkina Faso, ils ont été
caractérisés en fonction de leur taille via la technique de RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism). L'enzyme de restriction BamHI-HF qui coupe les deux extrémités du 74AL a
¢été utilisée pour révéler par Southern Blot le profil du TALome de chaque souche. Sur
I’ensemble de la collection analysée (201 souches), nous avons distingué 8 empreintes
différentes (Figure 43). Le génome des souches de BAI3 et BAI4 ayant été séquencés (Oliva et
al., 2018; Tran et al., 2018) et leurs TALs identifiés, ces mémes noms ont été attribués aux
bandes TAL des nouvelles souches caractérisées dans cette étude. Quatre TALs de BAI3 et
BAI4 ont la méme taille mais présentent des polymorphismes de 2 a 6 RVDs qui ne peuvent
étre détectés dans cette analyse. L'un d'entre eux, TalH, est connu pour varier en taille entre ces
deux souches, nous distinguerons donc par la suite ITalH (large TalH) et sTalH (short TalH).
D'autres groupes TALSs sont plus conservés en termes de nombre de répétitions et de s€quences
RVD. Comme indiqué précédemment, BAI3 (empreinte 1) contient sTalH et BAI4 (empreinte

2) contient une version avec 4 répétitions de plus, ITalH (Figure 43).

Notre étude a permis de révéler six nouvelles empreintes. Les empreintes 3, 4, 5, 7 et 8 n'ont
pas de bande correspondant a 1'un des 7al/H. L’empreinte 3 a été identifiée dans une seule
souche avec la bande pour 7TalF et TalH manquante. L’empreinte 4, pour laquelle seule la bande
TalH est manquante, est partagée par une majorité de souches (59,89%) (Figure 44). Dans
I’empreinte 5, une nouvelle bande 1égerement plus petite que les bandes de 7Tald et TalB
pourrait résulter d'une recombinaison du gene 7alH. Ce profil de TALome a été trouvé dans
une seule souche. 6,2% des souches ont perdu la bande pour Tall (empreinte 6 et 7). Enfin,

I’empreinte 8 qui a été trouvée pour deux souches ne contient pas de bande pour TalH et TalD.
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Figure 43: Les différents profils TAL-RFLP identifiés au sein de la collection

L’ADN des souches a été digéré avec I’enzyme BamH1-HF qui coupe au niveau de séquences
conservées en 3’ et 5° de chaque TAL de part et d’autre de la région centrale des répétitions. La
sonde utilisée comporte la séquence codante de la région C-terminale de 7a/4 de BAI3. Cette

séquence ¢€tant tres conservée chez les TALs, la sonde s’hybride théoriquement avec tous les
TALs.

L’analyse de la dynamique des empreintes sur les sites en fonction des années (Figure 44)
indique que le site de Bagré est celui sur lequel I’ensemble des huit empreintes sont observées
bien que leur présence ne soit pas constante d’une année a 1’autre. C’est d’ailleurs le site pour
lequel on note uniquement la présence des six nouvelles empreintes (E3-E8). Néanmoins c’est
le site ou les souches ont été isolées sur plusieurs années, de différentes parcelles et en grand
nombre notamment pour les années 2016 a 2018. L empreinte 4 est observeée sur ce site de 2016
a 2018 avec des populations importantes en 2016 et 2017 mais cette empreinte est supplantée
en 2018 par ’empreinte 7 qui y est observée pour la premicre fois. Sur le site de Di, seule
I’empreinte 2 est observée les deux années (2016 et 2018) ou les souches ont été isolées bien
que de trois parcelles différentes et malgré un nombre assez important de souches en 2016,
notamment 19 et 14 souches des parcelles 5 et 10 respectivement. Enfin, seules les empreintes

1 et 2 ont été observées respectivement en 2011 a Niassan et 2018 a Mogtédo.
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Figure 44: La dynamique des différentes empreintes TAL-RFLP sur les sites en fonction des

années

6.1.4 L’analyse de la diversité génétique des souches de Xoo du Burkina Faso par une

approche MLVA

Le schéma MLVA-16 congu par Poulin et al, basé sur 16 loci microsatellites a été¢ optimisé
apres le reséquencage de chaque locus de la souche de Xoo de référence BAI3 du Burkina Faso
(Poulin et al., 2015). Trois loci VNTRs, a savoir Xo G09, Xo G15, Xo G80 qui n'ont révélé
aucune variation dans le nombre de répétition en tandem (RT) et Xo G83 qui n’est présent que
sous la forme de 2 alléles, sont des marqueurs spécifiques des souches africaines de Xoo (n=59).
Ces marqueurs présentent une combinaison distincte des Xoo asiatiques et des Xoc (Poulin et
al., 2015). Deux loci ont été supprimés car ils n'étaient pas utiles a des fins épidémiologiques.
Il s’agit de Xo GS58 qui contient deux types de répétitions différentes et Xo G88 pour lequel
aucune amplification n'a été obtenue sur la souche BAI3 de Xoo. Notre collection de souches
du Burkina Faso (n=177) a confirmé la valeur diagnostique des VNTRs Xo G09, Xo Gl15,
Xo G80 et Xo G83, tous les quatres étant monomorphes. Le schéma MLVA-14 optimisé
résultant est donc constitué de 10 loci polymorphes (mix 1, 2 et 3) et de 4 loci monomorphes

(mix 4) dans les souches de Xoo du Burkina Faso.
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La courbe d'accumulation des génotypes montre que la diversité des 177 souches de Xoo isolées
au Burkina Faso est bien couverte par le nouveau schéma MLVA-14 (Figure 45) qui permet de
discriminer 22 haplotypes (Figure 46). Notre analyse montre que la diversité génotypique de la
collection de Xoo de la région du Centre-Est est plus importante que celle de la Boucle du
Mouhoun (Figure 5), d’apres I’estimation de la richesse génotypique basée sur la procédure de
raréfaction avec des valeurs d’eMLG de 12,78 et 4,0, respectivement (Tableau XII). L'indice
de diversité génotypique de Simpson est légerement plus élevé dans la région du Centre-Est
tandis que l'indice de diversité génétique de Nei est plus élevé dans la région de la Boucle du
Mouhoun avec des valeurs de 0,870 et 0,161 contre 0,668 et 0,324, respectivement (Tableau
XII). La diversité génotypique et la diversité génétique de 1'ensemble de la collection sont

respectivement de 0,901 et 0,310.

' . ' ' ' ' ‘ ' '
1 2 3 4 5 6 7 8 9
NumLoci

Figure 45: La courbe d'accumulation des génotypes obtenus avec le schéma MLVA-14 sur les

177 souches de Xoo du Burkina Faso
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Tableau XII: La diversité génétique globale estimée a partir des données MLV A-14 de Xoo

(n=177) pour les régions de la Boucle du Mouhoun et du Centre-Est

Richesse génotypique Diversité génotypique
Région N* |MLG" |eMLG® |SE! |H® Indice de Simpson | Hexp®
Boucle du Mouhoun |44 |4 4 0 1,192 10,66838 0,324297
Centre-Est 133 |19 12,7822 |1,5131(2,35132]0,87037 0,161239
Total 177 |22 13,8611 | 1,6055(2,5534310,90114 0,309950

@ Nombre d'échantillons ® Nombre d'haplotypes ¢ MLG attendue en fonction de la raréfaction ¢
Erreur standard due & la raréfaction ¢ Indice de Shannon-Wiener | Diversité génétique non
biaisée de Nei

Un « minimum spanning tree » a ensuite ¢été construit pour étudier les relations génétiques et
épidémiologiques entre les haplotypes. Ceci a permis d'identifier deux complexes clonaux (CC)
définis comme des groupes de variants a locus unique (SLV), c'est-a-dire qui partagent 13
alleles identiques sur les 14 loci VNTR analysés (Figure 46). A 1’exception de 1'haplotype #1
qui est partagé par des souches collectées dans deux localités avant 2012, chacun des 21 autres
haplotypes n’est rencontré que dans une seule localité (Figure 46A). Les deux CC sont
composés uniquement de souches issues de Bagré, dont un grand CC (CCl1) contenant 15
haplotypes (n = 118), et un autre (CC2) avec seulement deux haplotypes (n = 5) distants par
deux locus qui varient. Le fondateur primaire de ce complexe clonal, défini comme étant
I'haplotype avec le plus grand nombre de SLVs pourrait étre 1'haplotype 7 (5 SLVs et 9 DLVs)
ou bien I’haplotype 11 (4 SLVs et 8 DLVs). Cing singletons, c'est-a-dire des haplotypes qui
différent des autres par plus d'un locus, comprennent toutes les souches isolées dans les trois
autres localités. Les neuf souches originaires de Niassan partagent I’haplotype #1, qui est
distinct du CC1 sur au moins quatre loci VNTR, avec les souches les plus anciennes de Bagé
i1solées en 2003 et 2009. L unique souche de Xoo de Mogtédo differe de deux loci des souches
de Bagré. Quant aux souches de Di, elles sont regroupées en trois haplotypes qui différent les
uns des autres et des autres haplotypes par au moins 5 loci. Dans cette localité, chaque haplotype
est associ¢ spécifiquement au champ ou les souches correspondantes ont été collectées,
suggérant une introduction indépendante de ces dernieres dans les 3 champs échantillonnés en
question. Une analyse complémentaire incluant des souches de Xoo provenant du pays voisin
le Mali, suggere que ces souches pourraient avoir été introduites par ce pays. Cette hypothese
est soutenue par la localisation frontaliere de Di et I’'importance des échanges commerciaux a
travers la riviere Sourou avec le Mali. Au contraire, & Bagré, dans chacun des champs

¢chantillonnés, on retrouve des souches appartenant a au minimum trois haplotypes (Figure 48).
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La comparaison par paire des 3 localités une a une montre un Rst hautement significatif

indiquant une forte différenciation génétique entre elles (Tableau XIII).

Nos données montrent que les haplotypes MLV A qui sont génétiquement €loignés les uns des
autres ont été soit isolés sur des sites géographiquement distants, soit a plus de quatre années

d'intervalle.

La majorité des haplotypes est composé de souches de Xoo collectées la méme année (n = 9)
ou au cours de deux années consécutives (n = 5) (Figure 46B). Seuls deux haplotypes
regroupent des souches qui ont été isolées a plus de deux ans d'intervalle (haplotypes #1 et #15).
Ces résultats pourraient témoigner d’'un mode de transmission de 1’agent pathogeéne par les
semences, et/ou de l'absence de nouvelles introductions de la maladie. La comparaison par paire
des souches de Xoo collectées a Bagré en 2016, 2017 et 2018 et estimée par Rst, montre une
différenciation génétique significative entre ces 3 années (Tableau 21). Par ailleurs, on observe

que toutes les souches collectées avant 2012 appartiennent au méme haplotype (Figure 46B).
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A

Locality
B Bagré (74,58%)
BDi (19,77%)
1 Mogtédo (0,56%)
B Niassan (5,08%)

B

Year of collection
2003 (1,13%) cc2
B 2009 (3,95%)
112011 (5,08%)
2012 (0,56%)
B 2016 (61,58%)
2017 (20,9%)
2018 (6,78%)

Figure 46: Le "Minimum spanning tree" des populations de Xanthomonas oryzae pv. oryzae
du Burkina Faso analysées en fonction de la localité d'origine (A) et de I'année de collecte (B)

Chaque haplotype est représenté par un cercle dont la taille est proportionnelle au nombre de
souches qu’il contient. Le numéro de I’haplotype est indiqué a I’intérieur des cercles. Le nombre
de loci différent (distance) entre chaque haplotype est indiqué entre les hapolypes reliés entre
eux.
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Tableau XIII: L'analyse de la différenciation génétique des populations de Xoo par site et

année de collecte

Sites Di Bagré¢ | Niassan Bagré | 2017 2016 | 2018
Di 0 2017 |0

Bagré |0,77598 | 0 2016 |0,36057 | 0

Niassan | 0,69387 | 0,64791 | 0 2018 | 0,44511 10,8998 | 0

Niveau de signification des comparaisons par paires de Rst: P <0,001

6.1.5 La distribution des empreintes 7AL-RFLP au sein des 177 souches de Xoo du

Burkina Faso

Afin d'analyser la fagon dont les TALomes évoluent entre les souches, les profils RFLP des
TALomes ont été projetés sur le « minimum spanning tree » construit a partir des données
MLVA (Figure 47). Les haplotypes 3, 7, 11 et 15 contiennent plusieurs TALomes, ce qui
suggere une évolution récente du répertoire de TALs de ces souches. Toutes les souches
collectées entre 2003 et 2011 provenant de deux localités éloignées partagent I’empreinte
TALome-1 qui n'a été trouvée que dans deux haplotypes. L’empreinte 2 est retrouvée au sein
de 4 haplotypes et représente le seul TALome présent dans les souches de Xoo collectées sur la

localité de Di. Cette empreinte est aussi retrouvée pour la souche unique de Mogtédo.

Enfin, la diversité des haplotypes MLVA et des profils de TALomes ont été analysées plus en
détails pour des souches de Xoo issues de huit (08) parcelles de la localité de Bagré. En général,
plusieurs haplotypes sont trouvés dans les différentes parcelles. La plupart du temps, ces
haplotypes sont étroitement liés génétiquement au sein de complexes clonaux (Figure 48). Il est
intéressant de noter qu'au sein d'une méme parcelle, nous avons pu observer la présence de deux
empreintes TALs différentes (parcelles 4, 14, 15 et 16) et jusqu'a 4 empreintes TALs différentes
(parcelle 2). L'analyse de la présence de différents TALomes au sein d'un haplotype au fil des
années semble montrer que 1’empreinte 4 pourrait étre a l'origine de I’empreinte 7 avec la
disparition du groupe Tall dans l'haplotype 3 entre 2017 et 2018, et la présence des deux
empreintes en 2016 dans I'haplotype 11 (Figure 49). Les empreintes 5, 7 et 8 ont été trouvées
dans I'haplotype 11 en 2016 et ne sont pas trouvées dans cet haplotype en 2017 et 2018. Cela
pourrait suggérer que ces TALomes n'ont pas conféré un avantage sélectif favorisant leur
maintien a travers les années. Il se pourrait également que 1'échantillonnage ait été moins
exhaustifen 2017 et 2018. Le suivi de l'apparition ou le maintien des TALomes dans les années

a venir permettra d'évaluer si I'un d'entre eux confére un avantage sélectif.
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TALome pattern
W1(11,3%)
B2 (20,34%)
B3 (0,56%)
W4 (59,89%)
W5 (0,56%)
W6 (0,56%)
B 7 (5,65%)
W38 (1,13%)

Figure 47: La projection des profils de TALomes sur le "minimum spanning tree" MLV A des
populations de Xanthomonas oryzae pv. oryzae du Burkina Faso

Chaque haplotype est représenté par un cercle dont la taille est proportionnelle au nombre de
souches qu’il contient. Le numéro de I’haplotype est indiqué a I’intérieur des cercles. Le nombre
de loci différent (distance) entre chaque haplotype est indiqué entre les hapolypes reliés entre
eux.
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Figure 48: La présence des différents profils de TALomes au sein des haplotypes présents dans

huit parcelles a Bagré
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Figure 49: La répartition des profils de TALomes dans les haplotypes contenant les souches de

Xoo collectées a Bagré entre 2016 et 2018

6.1.6 L’évaluation de ’efficacité de la résistance a Xoo: évaluation de la résistance de
variétés élites au champ et de lignées quasi-isogéniques en conditions semi

controlées

Les essais au champ sur 1’évaluation de la résistance des variétés élites ont été suivis tout au
long des différents stades de développement des plantes et selon le dispositif décrit en figure
41. Les observations ont toutefois été plus accentuées a partir du stade de tallage maximal, stade
a partir duquel les symptomes de la briilure des feuilles apparaissent généralement (Nifio-Liu
et al., 2006; OEPP, 2007). Malheureusement et de fagon surprenante, nos observations n’ont
pas révélé la présence de symptomes de la BLB sur I’ensemble des variétés élites testées y
compris les variétés controles sensibles TS2 et FKRS56N tant au niveau des localités de Di que
de Bagré bien que des foyers de la maladie ont été observés sur la parcelle du producteur plantée

avec la variété TS2 ou I’essai avait été implanté en 2017 et 2018.

L’analyse du phénotype de 32 lignées criblées en conditions semi contrdlées avec la souche de
Xoo BAI3 a permis de différencier sept catégories de niveaux de résistance/sensibilité des

lignées apres des mesures de longueurs de 1ésions effectuées a 14 JAl et 21 JAI (Tableau XIV):
- Résistantes a 14 et 21 JAI : IRBB57, IRBB60 et IRBB63;

- Résistantes ou modérément résistantes a 14 JAI et modérément résistantes a 21 JAI : IRBB3,
IRBB50, IRBB56, IRBB61, IRBB64, IRBB65, IRBB66, IRBB67, IRBB1, IRBBS&, IRBBI11 et
IRBB52;
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- Modérément résistantes ou modérément sensibles a 14 JAI et modérément sensibles a 21 JAI :
IRBB4, IRBB10, IRBB14, IRBB21, IRBB23, IRBB53, IRBB54, IRBB58, IRBBS5, IRBB7,
IRBB27, IRBB59 et IRBB62;

- Moyennement modérément sensibles ou sensibles a 14 JAI et sensibles a 21 JAI : IRBB13,

IRBB51, IRBBS5S et IR24.

Au regard de ces résultats, les lignées isogéniques IRBB57 (Xa4+xa5+Xa2l), IRBB60
(Xa4+xaS+xal3+Xa2l) et IRBB63 (Xa3+Xa7+xal3) ont une résistance stable puisqu’elles
n’ont pas manifesté de symptomes au-dela de 21 JAIL En effet, elles portent au moins 1’un des
trois genes (Xa4, xa5 et Xa7) de résistance connus comme efficaces contre les souches
africaines de Xoo (Gonzalez et al., 2007). Toutefois, ces genes pris individuellement n’ont pas
¢été en mesure d’assurer une résistance stable contre la souche BAI3, a I’exception du geéne Xa3

qui a montré une résistance et une résistance moyenne respectivement a 14 JAI et 21 JAL
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Tableau XIV: Les phénotypes des 32 lignées quasi-isogéniques apres infection avec la souche

de Xoo BAI3

Lignées Génes de résistance Phénotypes
14 JAIL 21 JAI
IRBBI1 Xal MR MR
IRBB3 Xa3 R MR
IRBB4 Xa4 MR MS
IRBBS5 xas MS MS
IRBB7 Xa7 MS MS
IRBBS xa8 MR MR
IRBB10 Xal0 MR MS
IRBBI11 Xall MR MR
IRBBI13 xal3 MS S
IRBB14 Xald MR MS
IRBB21 Xa2l MR MS
IRBB23 Xa23 MR MS
IRBB27 Xa27 MS MS
IRBB50 Xad4+xas R MR
IRBB51 Xa4+xal3 MS S
IRBB52 Xa4+xa2l MR MR
IRBB53 xaS+xal3 MR MS
IRBB54 xa5+Xa2l MR MS
IRBBS55 xal3+Xa2l MS S
IRBB56 Xa4+xa5+xal3 R MR
IRBB57 Xad+xa5+Xa2l R R
IRBB58 Xad+xal3+Xa2l MR MS
IRBB59 xaS+xal3+Xa2l MS MS
IRBB60 Xad+xaS+xal3+Xa2l R R
IRBB61 Xad+xa5+Xa7 R MR
IRBB62 Xa4 +Xa7+Xa2l MS MS
IRBB63 Xa3+Xa7+xal3 R R
IRBB64 Xad4+xa5+Xa7+Xa2l R MR
IRBB65 Xad4+Xa7+xal3+Xa2l R MR
IRBB66 Xa4+xa5+Xa7+xal3+Xa2l R MR
IRBB67 Xad4+Xa7 R MR
IR24 Xal8 S S
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6.2 La discussion

Dans cette étude, nous avons décrit la structure des populations de Xoo du Burkina Faso en
analysant a la fois la diversit¢ de marqueurs neutres de types microsatellites et de facteurs de
virulence potentiellement sous sélection. En effet, les effecteurs TALs qui sont hautement
adaptables du fait de leur structure moléculaire, peuvent cibler a la fois des génes de sensibilité
(S) et/ou de résistance (R). IIs jouent donc, pour certains, un réle central dans 1’interaction avec
la plante hote. Ainsi, 158 souches de Xoo ont été isolées a partir de feuilles de riz collectées
dans trois localités du Burkina Faso de 2016 a 2018 et la caractérisation de la diversité d'une
collection de 177 souches provenant de 4 sites a été entreprise. Pour cela, des approches de type
MLVA, de profilage de TALomes via la technique de RFLP et d’analyse de races ont été
conduites. Les résultats obtenus montrent que (i) les populations se structurent selon 1'origine
géographique et les années de collecte et que (i1) différents TALomes coexistent au Burkina
Faso, et parfois méme au niveau de souches d'un méme champ ou appartenant a un méme
haplotype, ce qui permet de suggérer des scénarios sous-jacents a 1’épidémiologie et a la

dynamique évolutive des populations de Xoo.
6.2.1 Une faible et lente évolution de la diversité des races de Xoo au Burkina Faso

La premicre caractérisation de la diversité des races de Xoo africaines a été effectuée en 2007
avec 21 souches dont 4 du Burkina Faso isolées en 2003. Cette étude avait identifié¢ deux races
au Burkina Faso a savoir la race A1l représentée par les souches BAIl, BAI2 et BAI3, et la race
A2 représentée par la souche BAI4 (Gonzalez et al., 2007). Une seconde caractérisation des
souches de Xoo isolées au Burkina Faso en 2009 et 2011, avait identifié I’ensemble des souches
de cette collection comme étant de la race A1 (Wonni, 2013). Toutefois, dans notre étude, la
souche BAI3 caractérisée par Gonzalez et al. ainsi que les souches BAI28, BAI33, BAI46,
BAIS50 et BAISS caractérisées précédemment par Wonni, se sont révélées appartenir a une
nouvelle race. En effet, les études précédentes indiquaient que ces souches €taient avirulentes
sur IRBB7 alors que dans notre étude, elles sont apparues clairement virulentes sur cette lignée.
Par ailleurs, selon notre étude, toutes les souches collectées entre 2012 et 2018 et analysées ici
sont toutes d’une méme race. Il s’agit de la race A3 a laquelle appartenaient les souches
maliennes de Xoo caractérisées en 2007 (Gonzalez et al., 2007). Récemment, six nouvelles
races (A4 a A9) ont été caractérisées au Mali en plus de la race A3 parmi des souches isolées
entre 2010 et 2013 (Tekete et al., 2020). Ensemble, ces résultats suggerent une faible et lente
évolution de la diversité raciale des populations de Xoo burkinabe, car en I’espace de prés d’une

quinzaine d’années, un maximum de seulement quatre races seraient apparues au Burkina Faso.
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II est remarquable de noter la prédominance de la race A3 ces derniéres années et ce, quel que
soit le site rizicole. Cette situation pourrait s’expliquer par la pression de sélection due a la
présence de variétés résistantes aux races Al, A2 et An représentant les souches de Xoo
collectées entre 2003 et 2011. En effet, un changement de la fréquence de races de Xoo est
attribué a la culture a grande échelle et a long terme de cultivars résistants de riz (Mew et al.,
1992). Un exemple pratique est celui observé en Philippines ou de nouvelles races de Xoo ont
émergé a la suite de la culture d’environ 80% des surfaces rizicoles avec des variétés de riz
portant le géne de résistance Xa4 (Quibod ef al., 2020). Par conséquent, la présence de la seule
race A3 sur les différents sites rizicoles pourrait témoigner de la culture d’une faible diversité
de variétés et/ou de pratiques culturales identiques au Burkina Faso. Néanmoins, 1I’émergence
de nouvelles races pourrait également se produire en 1’absence de toute pression de sélection
sur les races préexistantes en raison de réassortiments de copies de génes d’avirulence (Jeung
et al., 2006). En somme, les changements dans la structure en races au sein d’une population
peuvent résulter de plusieurs facteurs tels que le changement génétique (mutation ou
recombinaison en réponse a des contraintes agricoles ou environnementales) ou la migration a

partir d'autres zones géographiques (Ochiai et al., 2000).

Il apparait nécessaire, pour confirmer les hypothéses émises ci-dessus, de faire un inventaire
des variétés de riz cultivées dans les sites ou les souches ont été isolées. Le phénotypage des
variétés cultivées avec les souches des différentes races permettrait de vérifier si la
prédominance de la A3 ces dernicres années résulte de la pression de sélection imposée par ces
variétés.

6.2.2 L’analyse de la diversité des marqueurs VNTR renseigne la structuration des

populations de Xoo et les voies de propagation de la maladie au Burkina Faso

L’utilisation des marqueurs VNTR dans I’analyse de 1’épidémiologie moléculaire des bactéries
phytopathogeénes suscite un intérét grandissant au regard de ses avantages par rapport a
plusieurs autres méthodes de génotypage bactérien, notamment son pouvoir discriminant, sa
rapidité et sa facilité d’utilisation, sa haute reproductibilité et son faible colit (N’Guessan et al.,
2013; Cesbron et al., 2014; Trujillo et al., 2014). Avec un pouvoir discriminant suffisamment
¢levé permettant de distinguer des isolats bactériens a différentes échelles spatio-temporelles,
'analyse MLVA est une méthode pratique pour conduire des études épidémiologiques visant a
comprendre la structure des populations pathogeénes et la facon dont les maladies des plantes

émergent et se propagent dans une région géographique donnée (Biithlmann ef al., 2014).
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De nombreuses études ont montré le potentiel des microsatellites pour analyser la structure des
populations et réaliser des études d’épidémiologie moléculaire a I’échelle locale ou régionale
sur différentes especes du genre Xanthomonas (Pruvost et al., 2014; Vernicre et al., 2014;
Lopez-Soriano ef al., 2016; Vancheva et al., 2021). Par exemple, il a ét€ montré qu’un schéma
MLVA-14 permettait de discriminer plus efficacement des populations de Xanthomonas citri
pv. citri a I’intérieur d’un pays ou d’un groupe de pays voisins que la méthode AFLP (Ngoc et
al., 2009a). Le schéma MLV A-14 utilisé dans notre étude a été adapté du schéma MLVA-16
initialement développé pour étudier une collection mondiale de X. oryzae pvs. oryzycola et
oryzae comprenant 186 souches de Xoo dont 59 provenant de quatre pays africains (Poulin et
al.,2015). Bien que I'échantillonnage avait été principalement réalisé a 1’échelle régionale avec
peu de souches permettant des analyses a I’échelle locale, ce schéma suggérait un fort potentiel

pour discriminer des souches collectées sur une plus petite échelle.

Ici, ce schéma a été appliqué a 1’échelle du Burkina Faso, mais aussi a I’échelle de la localité et
du champ avec un échantillonnage extensif réalis¢ de 2016 a 2018 dans la localit¢ de Bagré.
Nous avons ainsi pu montrer que ce schéma MLVA-14 était également efficace pour
discriminer les souches a 1’échelle du champ et au cours d’une courte échelle temporelle. La
collection de 177 souches de Xoo du Burkina Faso a ainsi donc permis de discriminer 22
haplotypes dont 21 selon I’origine géographique c’est-a-dire les différents sites de collecte. Les
haplotypes qui sont génétiquement distants les uns des autres ont été isolés sur des sites
géographiquement ¢éloignés ou collectés a plus de quatre ans d’intervalle. En effet, seul
I’haplotype 1 est partagé par des souches collectées a Bagré en 2003 et 2009, et a Niassan en
2011. Le fait que cet haplotype soit partagé par des souches de sites distants d’environ 400 km
pourrait s’expliquer par un flux de génotypes favorisé par I’échange de semences infectées par
Xoo au cours de cette période entre les deux sites. Cette hypothése est corroborée par le fait que
la totalité des souches collectées durant cette période présente 1’haplotype 1. Malheureusement,
aucune souche de Xoo n’a été collectée a Niassan récemment, ce qui aurait permis de savoir si

ces deux localités partagent toujours des haplotypes communs a I’heure actuelle.

Pour les souches récentes isolées de 2016 a 2018, les souches des deux provinces sont
clairement différenciées et aucun haplotype ne regroupe des souches des différentes localités
(Bagré, Mogtédo et Di). Ceci est davantage en faveur d’un échange limité de matériel entre ces
localités au cours de cette période. La connexion entre les souches de Bagré, de Di et de
Mogtédo est réalisée au niveau de 1’haplotype 4 constitué¢ des souches de Bagré. Etant donné

que I’haplotype 20 constitué des souches de Di et I’haplotype 14 représentant I’unique souche
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de Mogtédo sont respectivement distants de 1’haplotype 4 par 7 et 2 loci, on pourrait suggérer
que les souches de Di sont génétiquement plus éloignées des souches de Bagré alors que la
souche de Mogtédo leur serait plus proche. Ceci est en accord avec la distance géographique
plus grande entre Bagré et Di (environ 430 Km) et plus petite entre Bagré et Mogtédo (environ

140 Km).

Les populations de Xoo collectées entre 2016 et 2018 a partir de neuf parcelles a Bagré ont
présenté une diversité génétique élevée avec 18 haplotypes répartis dans un large complexe
clonal composé de 15 haplotypes (n=118), lui-méme étroitement lié¢ a un plus petit complexe
clonal composé de deux haplotypes (n=5). Parmi les huit haplotypes ayant plus de quatre
souches, sept sont retrouvés dans plusieurs parcelles. Trois haplotypes séparés par un seul locus
variant, a savoir H7, H11 et HIS5, sont distribués dans cinq ou sept champs sur neuf
¢chantillonnés a Bagré. Cela pourrait résulter (i) d'un échange de matériel infecté, (ii) de graines
provenant de sources infectées communes ou (iii) d'une dispersion naturelle de souches

bactériennes car ces champs sont géographiquement trés proches.

La situation épidémiologique au niveau locale, a Di, est completement différente de celle de
Bagré. En effet, les populations de Xoo collectées sur les trois parcelles de Di n’ont formé que
trois haplotypes, chacun spécifiquement associ¢ a une parcelle de collecte et génétiquement
¢loignés les uns des autres d’au moins 5 loci. La distance génétique relativement élevée entre
les populations des trois haplotypes, suggere des introductions indépendantes et récentes de la
maladie. Des analyses complémentaires incluant des souches de Xoo du Mali (données non
montrées) suggerent que ces souches pourraient avoir été introduites du Mali, ce qui est conforté
par la position frontaliére de ce site et les liens commerciaux importants au niveau de la riviere
Sourou avec le Mali. De plus, les profils RFLP de TALomes des souches de Di correspondent
au profil majoritairement retrouvé au Mali (Doucouré et al., 2018), ce qui étaye encore plus

cette hypothese.

La majorité des haplotypes comprennent des souches isolées la méme année (n=9) ou au cours
de deux années consécutives (n=5). Seuls deux haplotypes regroupent des souches qui ont été
isolées a plus de deux ans d’intervalle (haplotypes 1 et 7). De plus, les souches plus anciennes
sont faiblement liées aux souches récentes, a I’exception de ’haplotype 15 qui est composé de
souches isolées entre 2012 et 2017. L’ensemble de ces résultats pourraient témoigner de la
transmission par les semences et de I’absence de nouvelles introductions. Ils pourraient aussi
étre en faveur d’un maintien de la bactérie au champ sur deux années consécutives, dans les

résidus de cultures ou dans les mauvaises herbes perdurant lors des intersaisons. Ces
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informations d’épidémiologie de base sont essentielles afin de mettre en place des mesures
prophylactiques contre le développement d’épidémies de BLB. Afin de comprendre quelles
sont les sources d’inoculum permettant le développement de la maladie au champ, il sera
essentiel a I’avenir d’échantillonner aussi sur les especes de riz sauvages en bordure de champs
et sur les résidus de culture entre les saisons. Il serait aussi intéressant de voir s’il est possible
d’isoler des bactéries a partir de semences récoltées sur des plants de riz de champs contaminés.
Si I’isolement a partir de ces différentes sources €tait possible, il se posera alors la question de
savoir si, sur graines, sur adventices ou sur résidus, les mémes haplotypes qu’en champs sont

retrouvés pendant la saison de culture.

6.2.3 La confirmation du nombre réduit de génes 7AL des souches de Xoo burkinabé
par rapport aux souches de Xoo asiatiques et diversité plus élevée que celle de la

population malienne de Xoo

L’analyse de la diversité des genes TAL de la population de Xoo burkinabé (n=199) réalisée
dans notre ¢tude a I’aide d’une sonde correspondant a la séquence codante de la région C-
terminale de 7alA de la souche burkinabe BAI3, a révélé huit profils RFLP caractérisés par un
nombre de fragments d’ADN (genes 74L) compris entre 6 et 8. Ce résultat est en accord avec
I’analyse RFLP de souches africaines de Xoo, réalisée précédemment avec une sonde similaire
(pBSavrXal0) et qui avait révélé quatre haplotypes d’un nombre de TAL compris entre 7 et 8
(Gonzalez et al., 2007). Cette étude avait été réalisée avec 21 souches africaines de Xoo dont 4
du Burkina Faso, un nombre assez faible comparé¢ a celui de notre collection. De méme, une
analyse de type RFLP semblable menée sur une collection de souches de Xoo maliennes a révélé
quatre profils tels que la majorité des souches avait 8 bandes (Doucouré et al., 2018). Nos
données issues de I’analyse de type RFLP ainsi que celles de ces études antérieures ont
¢galement été corroborées par des études de s€quencage de génomes entiers qui ont montré que
les TALomes des souches africaines de Xoo comprennent en général neuf genes TAL (Huguet-

Tapia et al., 2016; Doucouré et al., 2018; Tran et al., 2018; Oliva et al., 2019).

Le nombre de génes TAL ainsi que leur diversité au sein des souches de Xoo burkinab¢ et d’une
maniere générale des souches de Xoo africaines demeurent réduits comparativement aux
souches de Xoo asiatiques. Ainsi, la sonde pBSavrXal0 a révélé pour des souches de Xoo
asiatiques, 20 profils RFLP comprenant de 10 a 13 fragments d’ADN-TAL (Gonzalez et al.,
2007). De méme, I’utilisation comme sonde de la région centrale du 7AL avrXa3 a révélé un
nombre TAL allant de 12 a 25 pour des souches chinoises réparties en 42 profils RFLP (Li et

al., 2009b). Des données de séquencage de génomes entiers ont démontré que d’autres souches
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asiatiques de Xoo posseédent entre 13 et 20 génes TAL (Lee et al., 2005; Ochiai et al., 2005;
Salzberg et al., 2008; Booher et al., 2015; Grau et al., 2016; Quibod et al., 2016; Mucke et al.,
2019; Oliva et al., 2019).

L’analyse de la diversité des génes TAL de notre collection a révélé huit profils RFLP parmi
lesquels, quatre sont majoritaires, correspondant a un nombre de souches compris entre 13 et
116, tandis que quatre profils sont minoritaires dont 2 avec 2 souches chacun et 2 avec des
souches uniques. Ce résultat indique que la diversité des génes TAL de la population burkinabe
de Xoo serait plus ¢élevée que celle de la population malienne, pour laquelle, un haplotype
majoritaire regroupe I’ensemble des souches analysées (Doucouré et al., 2018). Toutefois, le
nombre de souches de Xoo burkinab¢ analysé était plus important comparativement a celui des

souches de Xoo maliennes.

Parmi les quatre sites rizicoles concernés dans notre étude, le site de Bagré est le seul qui
présente non seulement I’ensemble des différentes empreintes, mais c’est aussi celui ou les
empreintes 3, 4, 5, 6, 7 et 8 sont présentes de manicre unique. Cette impressionnante diversité
des empreintes TAL sur ce site pourrait s’expliquer par la culture de différents génotypes de riz
dans cette localité. En revanche, la faible diversit¢ des empreintes 74AL sur le site de Di
(uniquement I’empreinte 2), de Niassan (uniquement I’empreinte 1) et de Mogtédo (uniquement
I’empreinte 2) s’expliquerait par la culture de pratiquement une seule variété ou d’un tres faible
nombre de variétés de riz sur ces différents sites. Ici également, il apparait nécessaire d’effectuer
un inventaire des variétés cultivées lors des prochaines collectes. Toutefois, il faut noter que
cette situation pourrait fortement s’expliquer par un biais d’échantillonnage, car le site de Bagré
a fait I’objet de collectes et isolements de souches durant plusieurs années, a partir de différentes
parcelles et en grand nombre notamment entre 2016 et 2018. Des souches n’ont été isolées a Di
qu’en 2016 (n=33) et 2018 (n=2), a Niassan uniquement en 2011 (n=10), et a Mogtédo
uniquement en 2018 (n=3). Une troisieme possibilité est que les souches de Di proviendraient
d’introductions récentes et n’auraient donc pas eu le temps de se diversifier, une hypothése qui

pourrait étre vérifiée dans des études futures.

6.2.4 Le potentiel élevé de variation des génes TAL permettrait aux souches africaines

de Xoo d’adapter efficacement leur TALome réduit aux génotypes hotes

En 2018, une analyse comparative des répertoires en génes TAL (TALomes), basée sur le
séquencgage de génomes entiers de trois souches africaines de Xoo, a savoir BAI3, MAII et

CFBP1947 provenant respectivement du Burkina Faso, du Mali et du Cameroun, a permis
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d’identifier neuf groupes d’effecteurs TAL en fonction de leurs séquences en répétitions et de
leurs RVDs, trois d’entre eux présentant des niveaux de variations plus élevés (Tran et al.,

2018) (Figure 50).

En se conformant a la nomenclature des neuf groupes TAL et en faisant la comparaison entre
la diversité des génes TAL des populations burkinab¢ et malienne de Xoo, un seul TALome est
partagé entre les deux pays. Ce TALome est représenté au Mali par la souche MAII et la
majorité des souches maliennes, et au Burkina Faso par la totalité des souches isolées sur la
localité de Di, un site rizicole frontalier avec le Mali, et la souche BAI4 isolée a Bagré a partir
de I’espece de riz cultivée africaine O. glaberrima (Gonzalez et al., 2007). Toutes les souches
maliennes analysées hébergent simultanément T7alF et TalC, suggérant que les TAL
correspondants sont largement déployés par les souches maliennes pour cibler de manicre
redondante OsSWEET 14, le seul géne SWEET a ce jour ciblé des effecteurs TAL de souches de

Xoo africaines (Doucour¢ et al., 2018).

En outre, nos analyses RFLP révelent que toutes les souches burkinabé analysées portent
simultanément 7alC et TalF a I’exception de la souche BAI111 ou 7alF fait défaut. Toutefois,
bien que la majorité des souches Xoo maliennes sont capables d’induire de maniere redondante
I’expression de OsSWEET14 par TalC et TalF (Doucouré et al., 2018), la souche malienne
MAI68, de méme que la souche burkinabé BAI3, bien que portant les deux genes fal dépendent
uniquement de TalC pour induire I’expression de OsSWEETI4 (Yu et al., 2011; Blanvillain-
Baufumeé et al., 2017; Doucouré et al., 2018; Tran et al., 2018). En effet, du polymorphisme
dans la séquence en RVDs de TalF chez MAI68 et BAI3 rend ce TAL incapable d’activer son
gene cible OsSWEET14. Toutes les souches africaines testées jusqu’alors, montrent une trés
forte conservation du gene 7a/C méme si I’on ne peut pas exclure, d’apres nos résultats RFLP,
la présence de polymorphismes dans la séquence en RVDs. Au-dela de OsSWEET14, TalC
ciblerait un autre géne S car bien qu’une mutation de I’EBE reconnu par TalC empéche
I’induction de OsSWEET14 dans les lignées de riz infectées par BAI3, cette perte d’induction
ne permet pas de conférer une résistance a BAI3 (Blanvillain-Baufumé et al., 2017), ce qui
pourrait également étre le cas pour MAI68. Compte tenu de la conservation de TalC dans les
souches burkinab¢ et maliennes de Xoo, il est important d’identifier la cible alternative de cet
effecteur TAL pour assurer un contrdle durable de Xoo en Afrique de I’Ouest via une stratégie

de déploiement de lignées (éditées) résistantes par perte de sensibilité.

Deux autres geénes S sont induits par des TAL de souches africaines de Xoo. Il s’agit de OsTFX1
et OsERF#123 qui sont doublement ciblés par ’effecteur TalB des souches malienne MAII et
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burkinab¢é BAI3 (Tran ef al., 2018). Nos analyses RFLP ainsi que celles de Doucouré ef al. ont
révélé que TalB serait présent dans toutes les souches burkinabé et malienne de Xoo. Toutefois,
il a été démontré que les souches maliennes MAI68 et MAI134 portent des variantes de TalB
présentant des délétions de plusieurs répétitions et qu’elles sont incapables d’induire 1’une des
deux cibles: OsTFXI pour TalB de MAI68 et OsERF#123 pour TalB de MAI134 (Doucour¢ et
al., 2018).

Ces observations suggerent qu'une analyse fonctionnelle de la contribution individuelle de
chaque groupe TAL est nécessaire pour élucider leur implication réelle dans le développement
de la maladie. Par ailleurs elles indiquent que malgré un nombre réduit de génes TAL chez les
souches aftricaines de Xoo par rapport a leurs homologues asiatiques ou aux souches de Xoc, il
existe une dynamique élevée de variation au sein des différents groupes TAL pouvant méme
conduire a un ciblage redondant et convergent d’un géne S par deux groupes TAL différents
(OsSWEET14 ciblé par TalC et TalF) et inversement un double ciblage de deux génes S par un
méme groupe TAL (OsSWEETI4 et OsTFXI ciblés a la fois par TalB de MAIl ou de BAI3).
OsSWEETI4 et OsTFXI sont également des cibles de convergence pour des TAL de Xoo
asiatiques. En effet, sur la base des polymorphismes des séquences RVDs, de nouvelles
variantes ont été¢ observées pour tous les groupes TAL sauf les groupes TAL C et TAL E qui
sont strictement monomorphes au niveau des séquences RVDs mais polymorphes au niveau

des séquences de répétitions (Doucouré et al., 2018).
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Figure 50: Les neuf groupes d'effecteurs TAL des souches africaines de Xoo avec la variation
de leurs séquences de répétitions centrales et de leurs RVDs

L’arbre a été construit a I'aide du programme DisTAL basé sur I'alignement des répétitions des
effecteurs TAL des souches africaines de Xoo BAI3, MAIl et CFBP1947. Les séquences RVDs
sont présentées pour chaque groupe d’effecteur TAL de chaque souche. Les couleurs de fond
pour les RVDs représentent des séquences de répétition nucléotidiques uniques, et des couleurs
similaires indiquent des séquences de répétition similaires au niveau nucléotidique tel que
déterminé par l'alignement Needleman-Wunsch. Les étoiles rouges indiquent les RVDs
présentant du polymorphisme et le nombre de RVDs polymorphes est indiqué sur la droite. Les
rectangles en trait plein mettent en évidence les répétitions partagées par TalF et TalG de MAI1
et ceux en pointillés mettent en évidence ceux qui sont communs a TalF et TalH de BAI3. (Tran
etal.,2018).

6.2.5 La résistance hote serait un des moteurs stimulant I’évolution des génes 74L

Le nombre réduit de génes TAL dans les populations de Xoo burkinabe en particulier et d’une
manicre générale dans les populations africaines par rapport aux souches de Xoo asiatiques,
pourrait étre lié a ’histoire évolutive des deux lignées en relation avec la culture du riz sur les
deux continents (Schandry et al., 2018). En effet, dans I’interaction riz-Xoo, les effecteurs TAL
sont largement déployés par Xoo pour coloniser son hote et il est connu, dans le cadre de la
coévolution de contre-adaptations mutuelles entre les plantes et leurs pathogenes associés, que

la diversité des effecteurs de virulence reflete I’adaptation de I’agent pathogene a la diversité
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des génotypes hdtes ainsi qu’aux conditions environnementales de culture. La domestication
du riz en Asie remonte a environ 8.000 a 10.000 ans et le riz a été sélectionné pour un large
éventail de conditions agro-écologiques et de préférences gustatives par de nombreux groupes
ethniques a travers sa propagation dans des régions tres diversifiées et conduisant a une diversité
génétique considérable (Courtois, 2007; Vaughan et al., 2008). En Afrique toutefois, le riz a
¢té domestiqué dans la région ouest du continent il y a un peu plus de 3.500 ans et présente une
diversité génétique limitée (Vaughan et al., 2008; Agnoun et al., 2012). Par ailleurs, la
révolution verte en Asie a introduit de profonds changements dans les modes de riziculture avec
I’amélioration variétale par la sélection de variétés a haut rendement et résistantes aux stress
biotiques et abiotiques, et I’adoption de pratiques culturales par 1’utilisation accrue d’engrais et
d’irrigation. En revanche, la riziculture intensive en Afrique est encore a un stade précoce
(absence de programmes d’amélioration et faible utilisation d’intrants) et la culture extensive

du riz n’a commencé que dans les années 1960 (Courtois, 2007; Gonzalez et al., 2007).

D’autre part, la différence dans le nombre de genes TAL entre les lignées asiatique et africaine
de Xoo pourrait étre liée a la plasticité du génome conférée par les éléments IS. Les éléments
IS sont considérés comme des moteurs importants de 1’évolution du génome des Xanthomonas,
capables de générer des réarrangements, des inversions, des insertions et des suppressions, qui
peuvent entrainer l'acquisition, la modification ou la perte du contenu génétique (Salzberg et
al., 2008; Bogdanove et al., 2011). Les souches africaines de Xoo ont un nombre réduit
d’¢léments IS par rapport a leurs homologues asiatiques (Gonzalez et al., 2007; Tran et al.,
2018). Ce qui serait ¢galement li¢ a la résistance ou la culture intensive du riz qui aurait
provoqué 1’acquisition et le déploiement d’¢éléments IS chez les souches asiatiques de Xoo pour

s’adapter rapidement aux génotypes de riz résistants.

Finalement, la différence de pression de sélection évolutive imposée par le riz aux différentes
populations de Xoo en Asie et en Afrique, serait a la base de la différence de geénes TAL entre
ces deux lignées. Les populations de Xoo en Asie, ayant été longtemps associées au riz a cause
de sa domestication précoce et ayant rencontré plus de résistance a cause de I’amélioration et
la culture intensive du riz dans ces régions, auraient acquis un nombre important de génes 7AL
et d’¢léments IS lors de leur co-évolution avec 1I’hote. Toutefois, cela pose la question de savoir
pourquoi les populations africaines de Xoc ont un nombre de geénes TAL supérieur a celui des
souches de Xoo asiatiques (par exemple, la souche de Xoc CFBP7342 isolée du Burkina Faso a
24 geénes TAL (Booher et al., 2015). Des pistes de réponses seraient que 1’expansion du

TALome de Xoc se soit produite (i) en réponse a des génes R spécifiques & Xoc encore non
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identifiés (Xol n’a été identifié qu’en 2015), (ii) suite a un changement de mode de vie d’un
pathogéne vasculaire a un pathogéne parenchymateux (c’est-a-dire au lieu de s’appuyer sur les
genes SWEET, les souches de Xoc peuvent avoir besoin d’activer simultanément divers
ensembles de genes S pour coloniser le parenchyme), ou (iii) en relation avec la différence de
contexte génomique des genes TAL dans les deux pathovars comme le montre par exemple la
différence de mécanisme de transposition (de type Tn3 pour Xoo et type intégrons pour Xoc)

impliqué dans ’acquisition et la mobilité de leurs TALs (Schandry et al., 2018).
6.2.6 Les genes TAL évoluent par divers mécanismes

Les effecteurs TAL forment une classe particuliére de facteurs de virulence utilisées par
plusieurs especes du genre Xanthomonas pour promouvoir la maladie en induisant I’expression
de genes hotes de fonctions diverses, mais les plantes ont a leur tour développé des réponses de
défense adaptatives pour contrer I’action des effecteurs TAL (Bogdanove et al., 2010; Hutin et
al., 2015a; Zhang et al., 2015). Par conséquent, pour contourner I'immunité déclenchée par les
TAL, ou pour améliorer davantage la colonisation de l'hote, Xanthomonas, a 1’image de
nombreux autres microorganismes, dépend de I'évolution adaptative de leurs effecteurs

(Mesarich et al., 2015).

L’évolution des effecteurs TAL pour contourner les génes de résistance a d’abord été constatée
lors du déploiement de lignées de riz portant des génes de résistance ou, des souches de Xoo
habituellement avirulentes sur ces lignées, pouvaient devenir virulentes par la perte de la
fonction de leurs geénes d’avirulence. Par exemple, il a été démontré que le contournement de
la résistance médiée par Xa7 par des souches isolées au champ était associé a quatre
changements nucléotidiques a I’extrémité 3’ du geéne d’avirulence avrXa7 (Cruz et al., 2000).
A la suite de cette étude, il a également été étudié par des approches artificielles en laboratoire,
le potentiel d’apparition de variants d’avrXa7 capables de supprimer l'activité d'avirulence
d’avrXa7 tout en conservant sa fonction de virulence (Yang et al., 2005). Une délétion de 12
répétitions par digestion enzymatique du domaine central d’avrXa7 a par exemple donné lieu
au variant pthXo4, un effecteur fonctionnel capable d'échapper au processus de reconnaissance
médiée par Xa7. Un autre variant artificiel est, pthXo5, qui résulte d’un évenement de
recombinaison inter-génique de répétitions entre avrXa7 et un autre 74L de la souche de Xoo

PX099* utilisée dans cette étude, apparu par un mécanisme de réarrangement spontané.

Ces ¢études pionnieres ont ainsi mis en évidence différents mécanismes qui sous-tendent la

variabilité des génes TAL permettant I’apparition de nouveaux variants capables de contourner
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les geénes de résistance. Récemment, avec la disponibilité des séquences génomiques des TALs,
des études de comparaisons entre ces séquences ont mis en évidence divers mécanismes

impliqués dans leur évolution notamment (Perez-Quintero et Szurek, 2018) (Figure 51):

- des mutations ponctuelles par des substitutions le plus souvent d’un seul nucléotide, mais
¢galement de deux, trois ou quatre nucléotides et rarement de cinq des six nucléotides des paires
de codons des RVDs dans des TALs de Xanthomonas (Erkes et al., 2017; Ruh et al., 2017).
Bien que cela soit un peu plus rare, les codons des séquences flanquant les RVDs présentent

¢galement des substitutions de nucléotides (Erkes et al., 2017);

- des recombinaisons intergéniques entre la région des répétions de différents TALs de
Xanthomonas (Erkes et al., 2017; Ruh et al., 2017). Un exemple est le groupe TalF des souches

africaines de Xoo comme l’illustre la figure 50 (Tran et al., 2018);

- Suppression ou duplication de répétitions uniques dans des 7ALs par des mésappariements

dus au glissement de brins lors de la réplication (Erkes et al., 2017; Ruh et al., 2017);

- Insertion/duplication ou suppression de plusieurs répétitions contigu€s dans une variante
ancestrale seraient a 1’origine des variants des groupes de TALs africains TalA, TalB, TalH et

Tall observés chez des souches maliennes de Xoo (Doucouré et al., 2018);

- des duplications et mouvements de génes TAL ont également été associés a des séquences
d'insertion (IS) et des transposons de type Tn3 chez Xoo et X. citri pv. fuscans/X. phaseoli pv.
phaseoli (Ferreira et al., 2015; Erkes et al., 2017; Ruh et al., 2017)et associ€s a des intégrons
chez Xoc (Erkes et al., 2017);

- le répertoire en geénes TAL peut aussi étre diversifié par le transfert horizontal de génes TAL
portés par des plasmides entre des souches distantes sur le plan phylogénétique (Ruh ef al.,

2017).

Par ailleurs, une approche d’évolution expérimentale reposant sur I’emploi de sept dTALs
(TALs générés artificiellement) semblables a PthA4 (TAL de virulence majeur chez X. citri)
mais se distinguant par 2 a 9 répétitions de mésappariement les rendant incapables de se lier a
I'EBE de PthA4 et donc d'induire I'expression de CsLOBI, a été développée récemment (Teper
et Wang, 2021). Les sept dTALs ont été introduits dans la souche mutante Xcc pthA4:Tn5 et
les auteurs ont fait évoluer artificiellement les populations de Xcc en question par une série
d’inoculations et isolements répétés a partir de feuilles d’orange douce. Cinq des sept dTALs
ont ét¢ subi des recombinaisons entre leurs répétitions les conduisant & devenir de nouveau

fonctionnels: trois dTALs ont été activés par un seul événement de recombinaison (suppression
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des deux premicres répétitions dans dTALELB3A et substitution d'une seule répétition dans
dTALELB2A1 et dTALELBSA) tandis que le dTALELB2A2 contenait une substitution de
deux répétitions et une suppression de cinq répétitions et dTALELB7A contenait une

substitution et une suppression de quatre répétitions (Teper et Wang, 2021).
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’—\
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Figure 51: Les mécanismes de I'évolution des effecteurs TAL

A: Mécanismes générant des variations de répétitions de séquences dans les TALs; B:
Meécanismes générant des réarrangements génomiques des TALs (Perez-Quintero et Szurek,
2018).
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Conclusion et perspectives

Les travaux réalisés dans cette theése ont montré que les populations de Xoo du Burkina Faso
sont assez diversifiées tant sur le plan de la diversité des marqueurs microsatellites VNTRs que
celui de la diversité des TALomes avec respectivement 22 haplotypes et huit types différents
de profils de TALomes. Le site de Bagré renferme la plus grande diversité avec 18 des 22
haplotypes et la présence de tous les huit types de profils de TALomes dont les six nouveaux
profils uniquement observés sur ce site. Les populations de Xoo du Burkina Faso sont pour la
plupart structurées selon I’origine géographique (site de collecte) et I’année de collecte. Il
existerait un réle important des semences, des résidus de culture et des hotes secondaires dans
la survie et la dissémination de 1I’agent pathogene a Bagré. La race A3 précédemment identifiée
au Mali, est la seule race identifiée parmi les souches isolées au Burkina Faso entre 2012 et
2018 quel que soit le site rizicole et caractérisées dans cette étude. Il est difficile de trancher sur
I’efficacité de la résistance des variétés ¢lites FKR au champ car les témoins sensibles ont
¢galement ét¢ indemnes de symptomes de la BLB durant nos essais. L’évaluation de la
résistance des lignées quasi-isogéniques en conditions semi controlées montre que le
pyramidage d’au moins trois des quatre genes de résistance Xa4, xa5, Xa2l et xa3 dans des
variétés de riz pourrait assurer un controle efficace et durable contre Xoo au Burkina Faso. Dans

le cadre des études futures, il serait intéressant de:

- Poursuivre la surveillance et I’épidémiologie moléculaire des populations de Xoo au Burkina

Faso;

- Comprendre la prédominance de la race A3 ces derniéres années;

- Etudier la relation variétés locales-races/profils de TALome et haplotypes MLVA;

- Caractériser le role des semences et des adventices dans 1’épidémiologie de la BLB

- Séquencer les différents profils de TALome pour I’analyse de leurs mécanismes d’évolution;
- Identifier les genes cibles hotes des 7AL intéressants;

- Réaliser des tests de résistance des variétés €lites FKR a plus grande échelle pour mieux

apprécier I’efficacité de leur résistance au champ;

- Organiser des séances de sensibilisation des producteurs sur les bonnes pratiques culturales.
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