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Curriculum vitae détaillé

Bref CV

Nom : TOLLENAERE
Prénom : Charlotte

charlotte.tollenaere@ird.fr

https://twitter.com/ChaTollenaere

https://www.researchgate.net/profile/Charlotte Tollenaere

Née le 19 Aout 1982 (39 ans)
Nationalité francaise
Deux enfants (nés en 2010 et 2013)

Adresse professionnelle :
UMR PHIM (Plant Health Institute of Montpellier)
Centre IRD Montpellier Lavalette
911, avenue Agropolis
34394 Montpellier cedex 05. France

Cursus académique

2006-2009 : Theése de I'Université Montpellier 2, sous la direction de Jean-Marc Duplantier
et Carine Brouat.

2002-2006 : Eleve fonctionnaire stagiaire de I’Ecole Normale Supérieure de Cachan :

2005-2006 : Master 2 Biologie Géologie Agroressources Environnement (BGAE), spécialité
Ecologie Biodiversité Evolution (EBE) parcours Biologie de I’Evolution et Ecologie (BEE) a
I"'université Montpellier 2.

2004-2005 : Préparation a I’Agrégation SV-STU (Sciences de la Vie, Sciences de la terre et de
I’Univers, option B) a I’'Université Montpellier 2. Recue 63°™e,

2003-2004 : Maitrise de Biologie des Populations et des Ecosystémes réalisée a I'université
de Valence (Espagne) dans le cadre d’'un échange ERASMUS (mention Bien)

2002-2003 : Licence de Biologie mention Biologie Cellulaire et Physiologie (mention Assez
Bien) a I'Université Paris XI (Orsay).
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Expérience professionnelle

Depuis Décembre 2012 : Chargée de Recherches a l'Institut de Recherches pour le
Développement (IRD) au sein de 'UMR Plant Health Institute of Montpellier (PHIM)

201-2012 : Post-doctorat a |'Université d'Helsinki au sein du Metapopulation Research
Group (MRG), en collaboration avec Anna-Liisa Laine et Ilkka Hanski

2009-2010 : Attachée Temporaire d’Enseignement et de Recherche (ATER) de I'Université
Montpellier 2 (temps plein). Gestion de I'organisation de la préparation au capes de
I’'Université Montpellier 2 au cours de I'année 2009-10 : définition des intervenants et du
planning pour les 18 étudiants préparant le CAPES.

2006-09 : Thése de I'Université Montpellier 2 (Allocation Couplée), réalisée au Centre de
Biologie et de Gestion des Populations (Institut de Recherche pour le Développement, IRD) en
collaboration avec I'Institut Pasteur de Madagascar, sous la direction de Jean-Marc Duplantier
et Carine Brouat. Moniteur de I'Université Montpelllier 2 (tuteur : Sylvain Glémin).

Du 15 janvier au 30 juin 2006 : Stage au Centre de Biologie et de Gestion des Populations
(CBGP, Montferrier sur Lez) avec Nathalie Charbonnel et Josef Bryja. Sélection balancée par
les parasites sur le Complexe Majeur d’Histocompatibilité : Détection et mécanismes dans le
cas du géne DQA classe Il chez un campagnol a démographie cyclique.

Juillet-Ao(t 2004 : Stage au Centre d’Ecologie Fonctionnelle et Evolutive (CEFE,
Montpellier) avec Doyle McKey et Anna Saltmarsh. Génétique des populations d’une plante
tropicale myrmécophyte : utilisation de marqueurs microsatellites pour tester I’hypothése
d’une expansion récente de Leonardoxa africana subsp. africana.

Juillet-AoGt 2003 : Stage au Laboratoire d’Ecologie Alpine (LECA, Grenoble) avec Laurence
Despres et Christiane Gallet. Ecologie chimique d’une interaction plante/Insecte : recherche de
composés émis par les fruits de Trolle en réponse a la présence des larves de Chiastochéte.

Localisation géographique / Affectations

Montpellier (France) de 2006 a 2010, puis de 2013 a 2015 et enfin de 2015 a 2022
Helsinki (Finlande) en 2011-2012
Bobo-Dioulasso (Burkina Faso) de septembre 2015 a aout 2019

Pratique des langues étrangéres

Anglais : lu, écrit, parlé
Espagnol : lu, écrit, parlé
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Gestion et animation de la recherche

Co-direction du Laboratoire International PathoBios

Le LMI (Laboratoire Mixte International) PathoBios (Observatoire des Agents
Phytopathogenes en Afrique de I'Ouest) a été créé en 2013, afin de formaliser le partenariat
existant de longue date entre I'IRD et I'INERA (Institut de 'Environnement et de Recherches
Agricoles) au Burkina Faso, dans le domaine de |la protection des végétaux. Les objectifs du
LMI PathoBios sont les suivants : (1) mettre en place une biosurveillance des cultures vivriéres
avec des méthodes de diagnostic efficaces ; (2) améliorer les connaissances de I'épidémiologie
des principaux bio-agresseurs des cultures; (3) développer des variétés résistantes aux bio-
agresseurs; (4) identifier et vulgariser des pratiques culturales adaptées, incluant les
méthodes biologiques (extraits de plantes, micro-organismes phytobénéfiques....); (5)
proposer des méthodes efficaces pour le contréle de la qualité sanitaire des semences et (6)
utiliser les connaissances acquises sur les bio-agresseurs pour développer des outils
biotechnologiques. Il est implanté sur deux sites au Burkina Faso : I'INERA Kamboinsé, a
proximité de Ouagadougou et I'INERA Farako-Ba, a Bobo-Dioulasso. Ces plateformes
opérationnelles permettent de réaliser les principales manipulations en biologie moléculaire,
en microbiologie et les expérimentations végétales.

Dés mon recrutement et encore plus a partir de mon expatriation a Bobo-Dioulasso en
septembre 2015, je me suis impliquée dans la vie du LMI PathoBios, participant aux animations
des comités de suivi et décisions prises lors des comités de direction. Depuis 2021, en
prévision du départ a la retraite de Christophe Brugidou, j’assure officiellement le réle de co-
directrice IRD du LMI PathoBios avec Bouma James Neya (directeur LMI pour I'INERA).

La coordination du LMI PathoBios consiste notamment a organiser des comités de direction
réguliers (4-6 par an) pour décider d’actions communes, suivre le fonctionnement des
plateformes opérationnelles, gérer le budget et I'animation scientifique. Entre 2019 et 2021,
nous avons ainsi par exemple arbitré des micro-projets scientifiques (entre 1500 et 2000
euros selon les années) ayant pour but de constituer des tremplins pour monter des projets
de recherche plus ambitieux. Je me suis fortement impliquée dans les aspects de
communication, avec la réhabilitation du site web PathoBios, et sa traduction en anglais, ainsi
qgue des pages créées sur les réseaux sociaux twitter (@PathoBios) et facebook
(LMIPathoBios).

La seconde phase de ce LMI a commencé en janvier 2019. Celle-ci se traduit par une
continuité du partenariat INERA-IRD et un élargissement a I'Université Nazi Boni (UNB),
I’'Université Joseph Ki-Zebo (UJKZ), le CIRAD en France, et I'Université Catholique de Louvain
(UCL) en Belgique. Une étape de bilan a mi-parcours de la seconde phase a eu lieu en mars
2021 et s’est soldée par une évaluation trés positive des actions menées par I'IRD.

Malgré la pandémie qui a réduit nos possibilités de voyages et de rencontres en présentiel,
et la situation sécuritaire au Sahel, nous maintenons des activités soutenues, comme en
témoignent l'organisation de journées scientifiques réguliéres, et la participation a
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I’organisation d’un congres fin 2021 : le CIPVA (Colloque International sur la Protection des
Végétaux en Afrique).

Outre le travail réalisé au Burkina Faso, le LMI PathoBios a une vocation sous-régionale, et
des collaborations dynamiques (projets en commun, accueils, missions) existent avec de
nombreux pays de la sous-région. Pour ma part, je suis notamment impliquée dans le
partenariat avec AfricaRice en Cote d’lvoire (dans le cadre du CRP Rice, voir ci-dessous), avec
I'UCAD au Sénégal (LMI LAPSE, voir partie ‘enseignements’ ; j’avais aussi participé a une
‘Rencontres multi-acteurs autour de I'agro-écologie’ en novembre 2015), et dans une moindre
mesure avec l'université de Bamako au Mali (LMI DynPathos).

Participation a la coordination des fonds du CRP-Rice alloués a I'IRD

En 2021 et 2022, j‘ai contribué a la coordination des fonds du CGIAR Research Project (CRP)
on Rice, un consortium international rassemblant I'IRRI, le CIAT, I’AfricaRice, le JIRCAS, le Cirad
et I'IRD. Au niveau de I'IRD, avec le responsable, Alain Ghesquiere, et Antony Champion
(correspondant UMR DIADE), nous avons coordonné la répartition des budgets (environ
200 000S annuels), incluant des fonds partagés entre équipes et des actions transversale, tels
gue par exemple, le Rice Genome Hub.

Je me suis particulierement impliquée dans des actions menées au Burkina Faso,
notamment la mise en place avec Issa Wonni et Agnieszka Klonowska, a Bama au Burkina Faso,
d’un essai du Global Rice Array (GRA), un réseau mondial d’essais utilisant un ensemble d’une
soixantaine de variétés représentatives de la diversité mondiale du riz, afin de caractériser les
interactions entre génotypes, environnements et pratiques.

Enfin, nous menons aussi des actions d’animation, notamment la création d’un site web
vitrine portant sur les activités des chercheurs francais sur le riz et la riziculture (avec Didier
Tharreau, Cirad).

Organisation de congrés

J'ai fait partie du comité scientifique pour le congrés international ‘Ecology and Evolution of
Infectious Diseases (EEID)’ qui a eu lieu du 14 au 17 juin 2021 en visioconférence (900
participants).

J'ai co-organisé avec des collegues de I'IRD, du Cirad et de I’AfricaRice le colloque ‘Rice
Diseases : Improving Epidemiology and disease diagnosis for sustainable management’ du
24 au 26 Novembre 2014, a Montpellier. Cet événement a été financé par le GRISP (Global
Rice Science Partnership) et a rassemblé 30 chercheurs internationaux (centres internationaux
ou instituts nationaux africains).
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Participation a la vie de 'lUMR et de I'IRD

Elue au Conseil d’Unité de 'UMR RPB puis IPME de 2013 a 2015
Co-organisatrice des séminaires genetrop (rassemble deux UMR IRD travaillant en
biologie des plantes) en 2015.

o Correspondante APA (Acces et Partage des Avantages) dans le cadre du respect du
protocole de Nagoya pour I'UMR PHIM depuis 2021.

o Participation au Webinaire IRD « Introduction a la science ouverte » le 16 Mars 2021,
avec un témoignage de chercheur concernant la mise en ligne sur I'entrep6t de
données IRD (voir aussi p09) de données collectées au Burkina Faso.

Expertise scientifique

Participation a des jury et comités de théses

J'ai participé au comité de thése d’Hilaire Kaboré (Université de Paris Saclay, UMR PHIM) sur
le theme ‘Développement et utilisation d'outils de diagnostic pour les maladies fongiques du
riz’ (2019-2021). Je participe actuellement a celui de Paola Fournier (UMR SAVE : Santé et
Agronomie des Vignes) sur le theme ‘Vers une viticulture sans pesticide: analyse du

microbiome de la vigne et des sols viticoles pour développer le biocontréle microbien de
I'oidium et du mildiou’ (2021-2023).

J'ai été examinatrice de la thése d’Amadou Diallo, sur le theme ‘Structure génétique des

populations de Xanthomonas oryzae pv. oryzae, diversité du TALome et évaluation de la
résistance de variétés élites de riz au Burkina Faso’, en cotutelle entre I'Université de
Montpellier et I'Université Joseph Ki-Zerbo ; la soutenance a eu lieu le 22 Juillet 2021.

J'ai été rapportrice de la these de Amit Mary Philosoph, de ‘Hebrew University of Jerusalem’

sur le théme ‘The interactions between cucumber green mottle mosaic virus (CGMMV) and
Pythium spp. in cucumber plants’ en Mai 2021.

Relectrice d’articles scientifiques

J'ai contribué a la relecture de 25 articles scientifiques pour les journaux suivants : Biological
Invasions, BMC Evolutionary Biology, Ecology, Evolution, Fungal Ecology, Infection, Genetics
and Evolution, International Journal of Immunogenetics, Journal of Biogeography, Molecular
Ecology, Mycology et Wildlife Research.

Une liste non exhaustive est disponible sur Publons.
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Autres activités d’expertise scientifigue

o Membre du jury de concours de chercheur au Cirad en 2022.
o Expert thématique pour évaluer un projet sur I'agrobiodiversité lors d’une formation
au montage de projet au Bénin (participation en visioconférence) en juillet 2021.

Contrats de recherche et financements

o Coordinatrice du projet EVCOPAR (Evolution of CO-infecting PAthogens in Rice),
financé par I’ANR, programme ‘Jeunes Chercheuses et Jeunes Chercheurs’ (JCJCs) (319
K€, 2021-2023). Ce projet implique I'IRD, 'INERA et I'INRAE.

o Participante au projet SPADYVA (Spatio-temporal dynamics of viral populations
associated to rice in West Africa), financé par I’ANR, programme JCJCs, coordonné par
Nils Poulicard (300 K€, 2021-2023). Ce projet implique I'IRD, le MNHN, le Cirad et le
CNRS.

o Participante projet MicAgroRice (Microbiome for AgroEcology in Rice) coordonné par
Agnieszka Klonowska, financé par le Labex Agropolis (25 K€, de Juin 2020 a Mai 2021).
Ce projet impliquait I'IRD, I'INERA et le Cirad.

o Participante aux activités du CRP (CGIAR Research Program) RICE de mon équipe (IPPS
puis VICITA) entre 2016 et 2021 (15-20 K€/an). Ce projet rassemble I'IRRI, AfricaRice, le
CIAT, le Cirad, le JIRCAS et I'IRD (voir p04).

o Coordinatrice du projet RiPaBIOME (Rice Pathogenic microBIOME : focus on bacterial
and fungal within-plant pathogen interactions in West Africa) financé par le Labex
Agropolis (appel “Young Scientists”) a hauteur de 30 K€, de juin 2018 a décembre 2019.
Ce projet implique I'IRD, I'INERA et le Cirad.

o Coordinatrice d’'un work-package du projet étendard E-Space (Epidemiosurveillance
des Plantes Tropicales et Mediterranéennes), financé par le Labex Agropolis (800 K€,
2016-2019). J'ai coordonné le WP3 (‘Understanding how long-term phytobiome-plant-
environment interactions drive the emergence or non-emergence of rice diseases’)
avec Christian Verniére et Philippe Roumagnac. Ce projet impliquait SupAgro, le Cirad,
I"INRAE, ’ANSES, I'IRD et I'UM.

o Coordinatrice d’'un appui du département ECOBIO pour un projet trans-UMR (DIADE-
IPME) sur les communautés bactériennes des racines de riz au Burkina Faso (10 K€) en
2017.
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o Coordinatrice du projet VIRBIARF (VIRus-Bacteria Interactions in African Rice Fields),
financé par le Labex Agropolis (24 K€, 2015-2016). Ce projet impliquait I'IRD et I'INERA.

Publications et communications

Au 31 Mars 2022, je suis co-auteure de 19 publications dans des revues de rang A, dont 12
en premier auteur et 3 en dernier.

Numéro ID ORCID : 0000-0003-2045-2824
Nombre total de citations : 833, dont 490 depuis 2017
h-index : 14

Liste compléte des publications

19. Barro, M.; Konate, K.A.; Wonni, |.; Kassankogno, A.l.; Sabot, F.; Albar, L.; Somda, |.;
Béna, G.; Ghesquiére, A.; Kam, H.; Sié, M.; Cubry, P.*; Tollenaere, C.* Assessment of Genetic
Diversity of Rice in Registered Cultivars and Farmers’ Fields in Burkina Faso. Crops 2021, 1,
doi:10.3390/crops1030013. *equal contribution

18. Barro, M.; Kassankogno, A.l.; Wonni, |.; Sereme, D.; Somda, |.; Kaboré, K.H.; Bena, G.;
Brugidou, C.; Tharreau, D.; Tollenaere, C. Spatiotemporal Survey of Multiple Rice Diseases in

Irrigated Areas Compared to Rainfed Lowlands in the Western Burkina Faso. Plant Disease
2021, doi:10.1094/PDIS-03-21-0579-RE.

17. Bangratz, M.; Wonni, |.; Kini, K.; Sondo, M.; Brugidou, C.; Béna, G.; Gnacko, F.; Barro,
M.; Koebnik, R.; Silué, D.; Tollenaere C. Design of a new multiplex PCR assay for rice
pathogenic bacteria detection and its application to infer disease incidence and detect co-
infection in rice fields in Burkina Faso. PLOS ONE 2020, 15, 0232115,
doi:10.1371/journal.pone.0232115.

16. Tollenaere, C.; Lacombe, S.; Wonni, |.; Barro, M.; Ndougonna, C.; Gnacko, F.; Sereme,

D.; Jacobs, J.M.; Hebrard, E.; Cunnac, S.; Brugidou C. Virus-Bacteria Rice Co-Infection in Africa:
Field Estimation, Reciprocal Effects, Molecular Mechanisms, and Evolutionary Implications.
Frontiers in Plant Science 2017, 8, doi:10.3389/fpls7.00645.

15. Tollenaere, C.; Susi, H.; Laine, A.L. Evolutionary and Epidemiological Implications of
Multiple Infection in Plants. Trends in Plant Science 2016, 21, 80-90,
doi:10.1016/j.tplants.2015.10.014.

14. Jousimo, J.; Tack, A.J.M.; Ovaskainen, O.; Mononen, T.; Susi, H.; Tollenaere, C.; Laine,
A.-L. DISEASE ECOLOGY Ecological and evolutionary effects of fragmentation on infectious
disease dynamics. Science 2014, 344, 1289-1293, doi:10.1126/science.1253621.
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13. Soubeyrand, S.; Tollenaere, C.; Haon-Lasportes, E.; Laine, A.-L. Regression-Based
Ranking of Pathogen Strains with Respect to Their Contribution to Natural Epidemics. Plos
One 2014, 9, doi:10.1371/journal.pone.0086591.

12. Brouat, C.; Tollenaere, C.; Estoup, A.; Loiseau, A.; Sommer, S.; Soanandrasana, R.;

Rahalison, L.; Rajerison, M.; Piry, S.; Goodman, S.M.; Duplantier, J.-M. Invasion genetics of a
human commensal rodent: the black rat Rattus rattus in Madagascar. Molecular Ecology
2014, 23, 4153-4167, doi:10.1111/mec.12848.

11. Tollenaere, C.; Pernechele, B.; Makinen, H.S.; Parratt, S.R.; Nemeth, M.Z.; Kovacs,
G.M.; Kiss, L.; Tack, A.J.M.; Laine, A.L. A hyperparasite affects the population dynamics of a
wild plant pathogen. Molecular Ecology 2014, 23, 5877-5887, doi:10.1111/mec.12908.

10. Tollenaere, C.; Laine, A.L. Investigating the production of sexual resting structures in

a plant pathogen reveals unexpected self-fertility and genotype-by-environment effects.
Journal of Evolutionary Biology 2013, 26, 1716-1726, doi:10.1111/jeb.12169.

9. Tollenaere, C.; Jacquet, S.; Ivanova, S.; Loiseau, A.; Duplantier, J.M.; Streiff, R.; Brouat,
C. Beyond an AFLP genome scan towards the identification of immune genes involved in
plague resistance in Rattus rattus from Madagascar. Molecular Ecology 2013, 22, 354-367,
doi:10.1111/mec.12115.

8. Tollenaere, C.; Susi, H.; Nokso-Koivisto, J.; Koskinen, P.; Tack, A.; Auvinen, P.; Paulin, L,;

Frilander, M.J.; Lehtonen, R.; Laine, A.-L. SNP Design from 454 Sequencing of Podosphaera

plantaginis Transcriptome Reveals a Genetically Diverse Pathogen Metapopulation with High

Levels of Mixed-Genotype Infection. Plos One 2012, 7, doi:10.1371/journal.pone.0052492.
7. Tollenaere, C.; Ivanova, S.; Duplantier, J.-M.; Loiseau, A.; Rahalison, L.; Rahelinirina, S.;

Brouat, C. Contrasted Patterns of Selection on MHC-Linked Microsatellites in Natural
Populations of the Malagasy Plague Reservoir. Plos One 2012, 7,
doi:10.1371/journal.pone.0032814.

6. Tollenaere, C.; Duplantier, J.M.; Rahalison, L.; Ranjalahy, M.; Brouat, C. AFLP genome
scan in the black rat (Rattus rattus) from Madagascar: detecting genetic markers undergoing
plague-mediated selection. Molecular Ecology 2011, 20, 1026-1038, doi:DOI 10.1111/j.1365-
294X.2010.04633.x.

5. Tollenaere, C.; Brouat, C.; Duplantier, J.M.; Rahalison, L.; Rahelinirina, S.; Pascal, M.;

Mone, H.; Mouahid, G.; Leirs, H.; Cosson, J.F. Phylogeography of the introduced species Rattus
rattus in the western Indian Ocean, with special emphasis on the colonization history of
Madagascar. Journal of Biogeography 2010, 37, 398-410, do0i:10.1111/j.1365-
2699.2009.02228.x.

4. Charbonnel, N.; Bryja, J.; Galan, M.; Deter, J.; Tollenaere, C.; Chaval, Y.; Morand, S.;
Cosson, J.F. Negative relationships between cellular immune response, Mhc class Il
heterozygosity and secondary sexual trait in the montane water vole. Evolutionary
Applications 2010, 3, 279-290, doi:10.1111/j.1752-4571.2009.00108.x.

3. Tollenaere, C.; Rahalison, L.; Ranjalahy, M.; Duplantier, J.M.; Rahelinirina, S.; Telfer, S.;
Brouat, C. Susceptibility to Yersinia pestis Experimental infection in Wild Rattus rattus,
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Reservoir of Plague in Madagascar. Ecohealth 2010, 7, 242-247, doi:DOI 10.1007/s10393-010-
0312-3.

2. Tollenaere, C.; Rahalison, L.; Ranjalahy, M.; Rahelinirina, S.; Duplantier, J.M.; Brouat, C.
CCR5 polymorphism and plague resistance in natural populations of the black rat in
Madagascar. Infection Genetics and Evolution 2008, 8, 891-897.

1. Tollenaere, C.; Bryja, J.; Galan, M.; Cadet, P.; Deter, J.; Chaval, Y.; Berthier, K.; Salvador,
A.R.; Voutilainen, L.; Laakkonen, J.; Henttonen, H.; Cosson, J.-F.; Charbonnel N. Multiple
parasites mediate balancing selection at two MHC class Il genes in the fossorial water vole:
insights from multivariate analyses and population genetics. Journal of Evolutionary Biology
2008, 21, 1307-1320.

Publications de jeux de données

Selon les principes FAIR (Findable, Accessible, Interoperable, Reusable), j'ai publié plusieurs
jeux de données dans I'entrepot IRD DataSuds :
o Spatiotemporal survey of major rice diseases in western Burkina Faso:
https://doi.org/10.23708/8FDWIE
o Soil Physicochemical Properties in rice fields from six sites in western Burkina Faso,
2018: https://doi.org/10.23708/LZ8A58B
Aussi, les données génétiques et génomiques ont été soumises a NCBI (voir par exemple : le
‘bioprojet’ PRINA763095 sur le microbiome racinaire du riz au Burkina Faso).

Publication en cours de relecture par les pairs

Barro, M., Wonni, ., Kassankogno, A. I., Klonowska, A., Somda, I., Simonin, M., Moulin, L.,
Béna, G., Brunel, C.*, Tollenaere, C.* (soumis a FEMS Microbiology Ecology). The impact of the
rice production system (irrigated vs lowland) on root-associated microbiome from farmer's
fields in western Burkina Faso. Article en ligne (bioRxiv): doi.org/10.1101/2022.03.29.486073

*equal contribution

Publications en cours de rédaction

Billard E., Barro M., Sérémé D.,Bangrtz M., Wonni |., Koala M., Kassankogno A.l.Hébrard E.,
Thébaud G., Brugidou C., Poulicard N.*, Tollenaere C.* Dynamics of diversity of the Rice yellow
mottle disease at local scale in western Burkina Faso. *equal contribution

Bangratz M.,Barro M., Sérémé D., Wonni |., Kassankogno A.l., Roumagnac P., Filloux D.,
Fernandez E., Orjuela J., Comte A., Tollenaere C.*, Poulicard N.* Characterization of a novel
Bymovirus infecting rice in Burkina Faso by combining metagenomics and targeted
sequencing. *equal contribution
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Chapitre d’ouvrage

Ravigné, V., Halkett, F. Tollenaere C. 2021. « Coévolution plantes — parasites en populations
naturelles ». In: Lannou, C., Hannachi, M., Moury, B., Ravigné, V., Roby, D, L'immunité
végétale. QUAE. https://agritrop.cirad.fr/598210/

Mémoires

Tollenaere, C. 2009. Génétique et évolution du rat noir, Rattus rattus, réservoir de la peste a
Madagascar. These de [I'Université Montpellier 2, Montpellier. 148 pages.
https://theses.fr/2009MON20205

Tollenaere, C. 2006. Sélection balancée par les parasites sur le Complexe Majeur

d’Histocompatibilité : Détection et mécanismes chez un campagnol a démographie cyclique.
Master 2 Master Biologie de |"évolution et écologie. Université Montpellier 2.

Communications orales internationales

J'ai présenté oralement 7 communications dans des congrés internationaux :

o International Phytobiomes Conference, décembre 2018 Montpellier. Multiple
infections in rice from West Africa: mechanisms, epidemiological and evolutionary
implications.

o Journées des Sciences de la Santé de Bobo-Dioulasso (JSSB), mai 2018, Bobo-
Dioulasso. Interactions intra-plante en contexte de co-infection chez le riz:
importance épidémiologique, mécanismes et conséquences évolutives.

o Rencontres Plantes-Bactéries, janvier 2018, Aussois. Interactions intra-plante dans
les riziéres de I’Ouest du Burkina Faso.

o Pathobiome: Pathogens in microbiotas in hosts, juin 2015, Paris. Within plant
multiple infections, Molecular mechanisms and evolutionary consequences.

o International Powdery Mildew Workshop, février 2011, Zurich (Suisse). Designing
SNP (Single-Nucleotide Polymorphism) markers from 454 transcriptome sequencing
in the Plantago powdery mildew.

o European Society for Evolutionary Biology (ESEB), aout 2009, Turin (Italie).
Detecting genetic markers associated with plague resistance in natural populations
of Rattus rattus though AFLP genome scan.

o Molecular Epidemiology and Evolutionary Genetics of Infectious Diseases
(MEEGID), octobre 2008, Irvine (Californie). Limited evidence for association between
CCR5 polymorphism and plague resistance in Rattus rattus from Madagascar.
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J'ai proposé une communication orale pour le congres « 15th International Symposium of
Plant Virus Epidemiology » ISPVE a Madrid en Juin prochain. Rice yellow mottle disease in
western Burkina Faso: incidence, diversity and dynamics at local scale.

Communications grand public

o Participation a I'événement ‘Je pense donc je suis’, organisé par I'Institut Francais de
Bobo-Dioulasso, en mars 2019, en bindme avec Mariam Barro, avec une intervention
sur le theme ‘Ennemis des plantes, ennemis des hommes. Maladies des cultures et
sécurité alimentaire’ au Lycée Mixte Accart-Ville et au Lycée National.

o Accompagnement du Club Science du Lycée Ouezzin Coulibaly, financé par I'IRD, sur
I’année scolaire 2017-2018. Une vingtaine de lycéens ont travaillé sur les maladies
du riz, avec une sortie de terrain permettant I'observation des symptémes au champ,
une visite de laboratoire pour le diagnostic et enfin, une conférence finale
récapitulant les aspects découverts.

o Intervention ponctuelle au lycée Diderot de Narbonne, classe de premiere, pour
présenter mon travail de thése en 2009.

o Participation a I'évenement ‘Darwin en Plein Air’, ateliers de vulgarisation de
I’évolution au zoo de Lunaret (Montpellier) en 2008.

o Participation a I’élaboration d’un film illustrant le travail de Mariam Barro, et réalisé
par un étudiant de I'ISIS a Ouagadougou : Lié (qui signifie ‘la riziere’ en dioula).

o Participation a la rédaction d’une fiche d’actualité IRD : https://www.ird.fr/riziere-

irriguee-ou-pluviale-laquelle-resiste-le-mieux-aux-maladies

Enseignements et encadrement

Cours et formations dispensées

*» Université de Montpellier (UM) :
Durant mon monitorat (3 ans de thése) et I’'année d’ATER qui a suivi, j’ai dispensé 350 heures
(équivalent TD) d’enseignement, dont 300h en Licence (TP d"anatomie et physiologie animale
et végétale en Licence 1, TP/TD en écologie et évolution en Licence 3) et 50h en préparations

aux concours de I'enseignement (CAPES et Agrégation)

Depuis mon recrutement a I'IRD, j’ai réalisé des interventions ponctuelles dans les modules
de Master suivants :
o UE de Virologie en master 2 Biologie-Agrosciences, cours sur la ‘Détection des virus de
plantes. Applications pour la sécurité alimentaire en Afrique’ en 2021.
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o Ecole thématique ‘Génomique, Agroécologie et Amélioration des Plantes
Méditerranéennes et Tropicales’, j'ai fait une breve intervention sur le LMI PathoBios
dans la session "Dispositifs au Sud" en 2021.

o Module ‘Interactomique’ en Master 2 "Biologie intégrative des systemes parasitaires"
(BISP), avec en 2014, un cours sur I'Epidémiologie et évolution dans les méta-
populations de phytopathogénes, puis en 2019 et 2020, une intervention intitulée
‘Infections multiples chez les plantes: importance, mécanismes moléculaires et
conséquences évolutives. Etude des maladies du riz au Burkina Faso’.

o Module de phytopathologie tropicale en Master 1, cours sur I’Evolution des
populations d’agents phytopathogenes’ en 2014,

% Université Cheikh Anta Diop (UCAD) de Dakar (Sénégal):
Je me suis impliguée dans I’enseignement de la phytopathologie dans cette université ou les

compétences en phytopathologie sont rares. J'ai participé au module de phytopathologie du
Master PPV (Phytopharmacie et Protection des Végétaux) en donnant deux cours d’1h30
chacun (‘Diagnostic des maladies des cultures’ et ‘Infections multiples’) chaque année entre
2017 et 2019, puis un en 2020 et 2021.

)/

¢ Université Nazi Boni (UNB) de Bobo-Dioulasso (Burkina Faso) :

J’ai initié en 2019 des interventions dans le master PIC (Protection Intégré des Cultures). En
2020 et 2021, j'ai dispensé deux interventions en visioconférence, sur |'épidémiologie
moléculaire et I’évolution des populations d’agents pathogénes, des aspects relativement peu
enseignés dans les cursus existants. L’évaluation de ce module, réalisé avec Dr Cyrille Zombre
de I'INERA, a eu lieu via une session d’exposé par les étudiants (sur des themes liés a
I’épidemio-surveillance des bactérioses des cultures) le 24 Juin 2021 lors de ma mission au
Burkina Faso.

Formations organisées

Durant mon affectation a Bobo-Dioulasso (Burkina Faso), j’ai contribué a I'organisation de
plusieurs formations, au cours desquelles je participais aussi souvent en tant qu’intervenante.
Les principales ont été les suivantes :

o En septembre 2016, nous avons organisé avec Issa Wonni (INERA) une semaine
d’Initiation a la Biologie Moléculaire, applications au diagnostic et étude de la
diversité génétique des agents phytopathogénes (+infos). Cette formation était
principalement une formation pratique avec la réalisation d’extractions d’acides
nucléiques, de PCR et révélation sur gel d’agarose. La formation a rassemblé 12
participants (techniciens et ingénieurs INERA, doctorants ou éléves-ingénieurs).

o Entre 2017 et 2019, nous avons organisé annuellement (trois sessions au total
jusqu’alors), avec les autres collégues IRD (spécialistes de la santé), une semaine de
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formation a I’Analyse de données biologiques avec le logiciel R. Les participants
étaient une quinzaine de doctoran.es et jeunes chercheur.es issus des organismes
partenaires : IRSS (Institut Régionale en Sciences de la Santé) et INERA.

En juin 2018, nous avons organisé avec des collegues de I'INERA, de I’Université Nazi
Boni et du Cirad, une formation intitulée ‘MycoMol’, dans le but de contribuer au
renforcement des capacités sur |'utilisation de nouvelles technologies de diagnostic
et de caractérisation de la diversité génétique des bioagresseurs fongiques. Une
vingtaine de mycologistes ont participé a la formation avec extractions d’acides
nucléiques, PCR, révélation sur gel d’agarose et initiation a I'analyse de séquences
nucléotidiques.

Encadrement et supervision

J'ai été I'encadrante principale de la thése de Mariam BARRO, inscrite en co-tutelle entre

I'université de Montpellier (co-directeur Gilles Bena) et I'université Nazi Boni (co-directeur :

Irénée Somda), soutenue le 13 décembre 2021, sur le théme : ‘Epidémiologie des maladies

majeures et structuration des microbiomes racinaires : étude comparative entre rizicultures

irriguée et de bas fond au Burkina Faso’.

Stagiaires de Master :

J'ai encadré 10 stagiaires de Master de différentes universités (I'université de Montpellier
est indiquée ‘UM’):

(@]

Feriel GHERNAOUTI, Master 1 DTECBIO UM, 2020. Théme : Le diagnostic des maladies
virales du riz en Afrique. (Stage bibliographique en conséquence du confinement).
Kader Abdoul GUIGMA, Master 2 a I’'Université Joseph Ki-Zerbo, 2018-2019. Theme :
Co-infection bactéries-champignons chez le riz dans les hauts bassins et les cascades
du Burkina-Faso : observations au champ et étude expérimentale.

Mariam BARRO, Master 2, Université Nazi Boni, 2017-2018. Théme : Analyse
épidémiologique des communautés de microorganismes pathogénes dans les rizieres
de la région Ouest du Burkina Faso.

Linh Lan AZRIA-LUONG, Master 1, Bio-INGALE, parcours DTEC-Bio, UM, 2015. Théme :
Développement de nouvelles méthodes pour I’étude simultanée de plusieurs maladies
du riz en Afrique.

Cyrielle NDOUGONNA, Master 2, Biologie des Plantes et des Micro-organismes,
Biotechnologies, Bioprocédés, UM, 2015 Théme : Interactions entre les mécanismes
moléculaires induits lors de I'infection du riz par le virus de la panachure jaune (Rice
yellow mottle virus, RYMV) et la bactérie Xanthomonas oryzae (Xo)

Fatoumata GNACKO, Master 1, Biologie des Plantes, UM, 2014. Théme : Co-infections
virus/bactérie chez le Riz et mécanisme de RNA silencing.
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o Benoit PERNECHELE, Master 2, Université de Naumur, 2012. Théme : Assessing the
role of the mycoparasite Ampelomyces in its host's population dynamics in Aland
archipelago metapopulation through the development of a molecular detection test

o Stéphanie JACQUET, Master 1, Ecologie et Evolution des parasites, UM, 2010. Théme :
Identification de génes potentiellement impliqués dans la résistance a la peste chez le
rat noir (Rattus rattus) a Madagascar.

o Svilena IVANOVA, Master 1, Ecologie et Evolution des Parasites, UM 2009. Théme :
Sélection dur des loci liés au MH (Complexe Majeur d’Histocompatibilité) et résistance
a la peste chez le rat noir (Rattus rattus) a Madagascar.

o Sandrine KAKO-OURAGA, Master 1, Ecologie et Evolution des parasites, UM, 2008.
Théme : Etude des différences génétiques potentiellement impliquées dans
I'interaction rongeurs/pathogénes.

En outre, j’ai encadré un certain nombre de stagiaires ‘pré-Master’ (licence 3, DUT etc.).

Autres formes de supervision/mentorat:

Je supervise une partie du travail (>50%) de I'ingénieure d’étude (IE) Martine BANGRATZ
depuis septembre 2017. Son travail porte sur le diagnostic sérologique et moléculaire des
agents pathogénes du riz, et I'étude de leur diversité génétique. Elle utilise le diagnostic ELISA,
les techniques de biologie moléculaire classique (extractions d’ADN et ARN, PCR, RT-PCR),
ainsi que depuis récemment le séquencage de 3°M¢ génération par Oxford Nanopore
Technologie (ONT).

Dans le cadre du projet ANR EVCOPAR (voir la liste des projets de recherche p06), je
supervise le travail post-doctoral d’Estelle BILLARD qui travaille depuis septembre 2021 et
pour deux ans, ainsi que les expérimentations menées par Phonsiri SAENGRAM, recrutée
comme technicienne en biologie moléculaire pour le projet EVCOPAR, pour une durée de 18
mois.

Enfin, je suis aussi impliquée dans la direction de travaux menées par Aurore COMTE,
ingénieure en bioinformatique, et Emilie THOMAS, assistante technique pour les
expérimentations végétales en conditions controlées.
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Travaux scientifique

Préambule / Contexte

J'ai été initiée a la recherche lors de deux stages courts (environ 2 mois) au Laboratoire
d’Ecologie Alpine (LECA) a Grenoble, puis au Centre d’Ecologie Fonctionnelle et Evolutive
(CEFE) a Montpellier (voir p02), mais mon expérience de chercheuse a réellement commencé
a Montferrier-sur-Lez, au Centre de Biologie pour la Gestion des Populations (CBGP). J'y ai été
accueillie pour mon stage de Master 2, encadrée par Nathalie Charbonnel (INRAE), ou j'ai
étudié les relations entre cortége parasitaire (helminthes gastro-intestinaux et virus
notamment) et génes du Complexe Majeur d’Histocompatibilité (CMH) chez le campagnol
terrestre (Arvicola scherman) dans le Jura. Les résultats montrent (1) des signaux de sélection
balancée sur un gene, (2) une association entre certains alléles et la présence d’'un nématode,
et (3) une association entre hétérozygotie et réponse immunitaire (Publications 1 et 4 de la
liste des publications p07-09).

J'ai poursuivi par une théese (suivie d’'une année d’ATER) portant toujours sur les rongeurs et
leurs parasites, mais cette fois avec un modele biologique tropical, le rat noir, réservoir de la
peste a Madagascar. Cette these était encadrée par Jean-Marc Duplantier et Carine Brouat
(IRD), et réalisée en collaboration avec I'Institut Pasteur de Madagascar (IPM) ou j’ai effectué
trois missions de un a deux mois chacune. Une partie de mes travaux a recherché a décrire les
voies de colonisation de lile de Madagascar par le rat noir par des approches de
phylogéographie et de génétique des populations. Nous avons montré que la structure
génétique neutre du rat noir a Madagascar et dans I'ouest de I'Océan Indien est cohérente
avec I'hypothese d’une introduction unique de cette espéce a Madagascar, probablement il y
a 1000 a 2000 ans a partir de populations d’Oman, avec une colonisation commencant par les
régions cotieres de I'lle, puis étendue aux hauts plateaux centraux, tandis que les iles voisines
connaissent des histoires bien différentes (Publications 5 et 12). Ensuite, nous avons étudié le
comportement des rats issus de zones endémiques ou non-endémiques face a la peste. Nos
résultats montrent que les populations situées dans la zone de peste, au niveau des hauts
plateaux centraux, sont beaucoup plus résistantes a la peste que les populations de la zone
sans peste, et qu’un polymorphisme pour la résistance existe dans la zone de peste
(Publication 3). Enfin, j’ai cherché des marqueurs génétiques associés a la résistance a la peste
et potentiellement sous sélection dans la zone de peste, par deux approches : I'lapproche gene
candidat, et I'approche génomique sans a priori. Nous avons ainsi montré une association
entre le phénotype de résistance et un alléle du géne CCR5 (Publication 2), ainsi que des
patrons de différentiation génétique entre zone de peste et zone sans peste plus fort que
I'attendu pour un marqueur génétique associé au CMH (Publication 7). Enfin, 'approche
génomique a permis d’identifier des marqueurs génétiques sous sélection en zone de peste,
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et associés au phénotype de résistance ; ces marqueurs sont donc supposés étre en
déséquilibre de liaison avec des genes impliqués dans la résistance a la maladie, et nous avons
notamment identifié dans leur voisinage génomique des genes codant pour des interleukines
(Publications 6 et 9).

J'ai poursuivi ma carriere avec un post-doctorat de deux ans a I'Université d’Helsinki
(Finlande), au Metapopulation Research Center (MRC), sous la supervision d’Anna-Liisa Laine.
C’est alors que j'ai commencé a travailler sur les maladies des plantes, avec pour
problématique la dynamique en métapopulation de Podosphaera plantaginis, agent de
I'oidium du plantain lancéolé sur I'archipel d’Aland (situé entre la Suéde et la Finlande). Ce
systeme commencait a devenir un modeéle pour I'épidémiologie et évolution des interactions
plantes-agents pathogéenes avec des études de dynamique épidémiologique [1, 2], adaptation
locale [3, 4] et facteurs affectant la résistance [5, 6]. J'ai débuté le travail par la mise au point
de marqueurs moléculaires pour ce champignon, afin offrir une possibilité de tracage des
souches utilisées, et de réaliser des études de génétique des populations. En outre, notre
approche de génotypage directement sur feuille infectée a permis d’évaluer les niveaux de co-
infection d’une feuille par plusieurs génotypes de champignon (Publication 8). Par ailleurs, le
type de reproduction de cette espéce n’avait jamais été caractérisé en dépit de son intérét en
termes de diversité génétique mais aussi de cycle de vie (passage de I’hiver). Nous avons
montré la capacité de P. plantaginis a produire des structures de reproduction et de survie
hivernale (chasmothéces) méme en culture de génotype unique, avec une production de
chasmotheces dépendant de l'interaction entre température et génotype du champignon
(Publication 10).

Au niveau épidémiologique, j’ai participé a une étude analysant les observations de terrain
réalisées pendant 12 ans dans 4 000 sous populations de plantain, confirmant la dynamique
de métapopulation (fréquente extinctions et recolonisations des sous-populations de plantain
par le champignon) et révélant des fréquences d’infection plus faibles dans les populations de
plantain bien connectées géographiquement aux autres, en conséquence de niveaux de
résistance plus élevées (Publication 14). En outre, au niveau épidémiologique toujours, mais
cette fois a petite échelle spatiale (au sein de chaque sous population), j'ai participé a
I'application d’une nouvelle méthode d’analyse statistique, visant a évaluer la performance
de différents génotypes sur la base d’observation de symptémes sur le terrain et de données
de génotypage (Publication 13).

Enfin, j’ai évalué l'impact d’un hyperparasite, le champignon Ampelomyces, sur la
dynamique de la métapopulation. Pour cela, jai mis au point une méthode de détection
(qPCR) de cet hyperparasite et montré que sa prévalence était corrélée négativement avec la
survie hivernale de I'agent pathogene fongique (Publication 11).
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Mon recrutement a I'IRD en décembre 2012 a été réalisé dans I'objectif de développer des
approches « multi-pathogénes » chez le riz cultivé en Afrique de I'Ouest, dans I'équipe de
Christophe Brugidou. J'ai été affectée dans 'UMR RPB, qui a évolué en UMR IPME en 2015,
ou plusieurs chercheurs sont spécialistes de chacune des principales maladies du riz
(notamment le RYMV, les bactérioses a Xanthomonas oryzae et les nématodes) et mon
objectif a été de développer des approches intégratives sur les différentes maladies, en
prenant en compte la coexistence de ces maladies localement et les conséquences de la co-
infection. La réflexion sur cette thématique en post-doc et au début de mon recrutement m’a
conduit a rédiger un article de revue sur les conséquences évolutives et épidémiologiques des
infections multiples chez les plantes (Publication 15).

Ces recherches sont menées en Afrique de I’'Ouest et notamment au Burkina Faso, ou I'IRD
entretient des relations de partenariat de longue date avec I'INERA (Institut National de
I’Environnement et de Recherches Agricoles) formalisé a partir de 2013 en Laboratoire Mixte
International (LMI) Patho-Bios (Observatoire des Agents Phytopathogénes en Afrique de
I’Ouest : Biodiversité et biosécurité). Ainsi, je travaille en partenariat avec I'INERA depuis mon
recrutement a I'IRD, avec un renforcement des liens pendant mon expatriation a Bobo-
Dioulasso (Burkina Faso) entre 2015 et 2019. Mes partenaires principaux sont Issa Wonni,
bactériologiste, Abalo Itolou Kassankogno, mycologiste, et Drissa Sérémé, virologiste.

Depuis janvier 2021, 'UMR IPME est devenue UMR PHIM (Plant Health Institute of
Montpellier), au sein de laquelle jappartiens a I’équipe VICITA (Interactions Virus/Céréales
dans les Agroécosysteémes Tropicaux) dirigée par Eugénie Hébrard, dans le p6le VIROM.

De facon générale, mon travail utilise différentes approches complémentaires pour
répondre a des questions biologiques dans le vaste domaine de la biologie évolutive et
I’écologie moléculaire des interactions hotes/pathogénes. L'objet de ce présent mémoire
porte principalement sur les recherches menées sur le riz depuis mon recrutement a I'IRD
(Publications 16, 17, 18, 19, dont les résultats ont détaillés dans la suite du document).

Les études menées en post-doctorat sont aussi mentionnées lorsqu’elles sont associées a
des questions de recherche communes. Ces aspects portant sur un autre modéle biologique
apparaissent en bleu dans le texte, ainsi que les publications associées.
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Questions de recherche

Mes objectifs de recherche visent a intégrer I’étude des maladies des plantes dans I'agro-
écosysteme, avec une vision intégrée de la dynamique des populations d’agents pathogénes
incluant différents facteurs les affectant, et en particulier leur environnement biotique.

En effet, I'épidémiologie des maladies est gouvernée par de nombreux facteurs. Une vision
conceptuelle classique en phytopathologie est celle du ‘triangle de la maladie’ (Figure 1),
montrant I'importance de la population de plantes hotes, la populations d’agents pathogenes,
et I’'environnement, ce dernier étant classiqguement composé surtout des facteurs abiotiques
(température et pluviométrie notamment), ainsi que des vecteurs et plantes réservoirs
connues [7]. En outre, pour les maladies des plantes cultivées, I'environnement est affecté par
I’'hnomme a travers les pratiques culturales (itinéraires de fertilisation, rotations par exemple).
Plus récemment, commence a étre pris en compte la composante biotique de
I’environnement, avec les autres organismes pathogenes et non —pathogenes potentiellement
interagissant et affectant l'issue de la maladie, ce qui forme un ‘tétraedre’ de la maladie [8]
(Figure 1).

En effet, par exemple, certaines bactéries produisent des composés volatiles modulant le
phénotype des agents pathogenes : par exemple I'oomycete Phytophthora infestans, causant
la maladie la plus importante de la pomme de terre, voit sa croissance mycélienne et
sporulation fortement affectées par des composés volatiles émis par les bactéries de la
rhizosphére ou phyllosphére de la plante [9]. Ces interactions peuvent étre complexes, tel que
par exemple chez le haricot Phaseolus lunatus, I'infection par Pseudomonas syringae est
inhibée par un champignon endophyte si celui-ci colonise la plante avant la bactérie, mais au
contraire facilitée en cas d’ordre d’arrivée inverse [10].

Figure 1: D’une approche classique du triangle de la maladie (A) vers le concept de tétraedre
de la maladie (B), incluant les facteurs biotiques pouvant affectant I'issue de I'interaction entre
hote et agents pathogénes. Cet environnement biotique comprend les autres agents
pathogenes infectant simultanément le méme hote.

A- Classical disease triangle B- Disease tetrahedron
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3 Environment Host\‘. Biotic factors, including
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Adapté a partir de Brader et al (2017) Annual Review of Phytopathology (8]
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Cette démarche est proche de celle du ‘pathobiome’ [11, 12] qui propose de caractériser
I’environnement biotique d’un hote, car les altérations de la santé d’un individu peuvent ne
pas étre seulement dus a la présence d’'un agent pathogéne, mais de l'interaction entre
plusieurs organismes associés a I'hOte et interagissant entre eux et avec leur hoéte. Par
exemple, les umbravirus, contrairement a la plupart des virus de plante, ne peuvent pas étre
transmis directement par les pucerons, sauf en cas de co-infection avec un autre virus de la
famille des Luteoviridae (phénomeéne appelé ‘helper dependence’) [13].

Aussi, nous avons vu précédemment qu’une maladie peut étre fortement modulée par la
présence d’un autre organisme présent au sein du méme hoéte. Ces deux contextes nous
poussent a dépasser le paradigme ‘un agent pathogéne -> une maladie’ pour aller vers une
démarche plus holistique. C’'est ce qui est proposé par ce concept de pathobiome, utilisé a la
fois pour les interactions entre pathogénes animaux et plantes. Chez les plantes, a été en outre
introduit le concept de ‘phytobiome’, qui inclut la plante elle-méme, son environnement ainsi
gue tous les organismes (micro- et macro-) vivant dans, sur, ou au voisinage de la plante [14].

La caractérisation des phytobiomes a pris son essor grace au développement de techniques
de ségquencage permettant de caractériser des metagénomes, c’est-a-dire de séquencer
simultanément des génomes ou parties de génomes de plusieurs espéces (‘métagénomique’).
L'augmentation drastique des recherches caractérisant les microbiomes permet de
s'approcher de lI'extréme diversité des micro-organismes associés aux plantes [15, 16],
invisible mais partie intégrante de la biodiversité, et qui a des conséquences importantes sur
la croissance des plantes et sa résistance aux facteurs abiotiques [17, 18], mais aussi sur le
développement des maladies [19]. En particulier les microbiotes associés aux racines
contiennent des micro-organismes augmentant la résistance des plantes aux agents
pathogenes, telles que les rhizobactéries Bacillus contre le Cucumber mosaic virus chez la
tomate [20], ou encore des Streptomyces contre la pyriculariose du riz [21]. Ainsi, I'effet du
microbiome sur la santé des plantes et I'importance de la prise en compte des communautés
microbiennes de la plante pour expliquer les infections sont des thématiques de recherche
nouvelles et tres importantes de par leurs applications en protection des cultures [22-24].

Parmi les micro-organismes pouvant entrer en interactions au sein d’une plante héte, nous
nous intéressons particulierement au cas ol deux especes, ou bien deux génotypes, infectent
simultanément une méme plante, ce que I'on définit comme un contexte de co-infection, ou
infection multiple.

Ce contexte de co-infection peut affecter I'issue de l'infection, en termes de symptémes, et
de multiplication intra-plante de la population d’agent pathogene [25-27]. Cest un
phénoméne trés étudié chez les virus [28], ou de telles interactions ont été étudiées
historiquement, par exemple le synergisme entre le Potato virus Y (PVY) et le Potato virus X
(PVX), ol la co-infection conduit a une augmentation des symptomes et une multiplication
jusqu’a dix fois du taux de PVX [29].
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De tels effets de la co-infection peuvent étre dus a une diversité de types d’interactions
directes (Figure 2a) ou indirectes (Figure 2b). Des micro-organismes produisant des composés
secondaires inhibant un autre agent pathogéne sont un exemple d’interaction négative par
compétition, avec par exemple Fusarium synthétisant un composé qui réduit I'infection par le
feu bactérien chez la tomate [30]. A l'inverse, la facilitation mécanique est une interaction
positive directe, telle que par exemple I'ascomycéte Didymella, qui facilite le transport de
bactéries co-infectant des cucurbitacées [31], ou encore la facilitation entre deux souches de
virus de la tomate, I'une d’elle ne se maintenant dans la plante qu’en présence de I'autre [32].
Les interactions intra-plante entre agents pathogénes ne se restreignent pas aux organismes
infectant les mémes tissus de la plante. Par exemple, un synergisme a été montré entre deux
virus, I'un étant restreint au phloéme et I'autre absent de ce tissu [33]. Un autre exemple est
la diminution de la multiplication d’un nématode racinaire aprés inoculation foliaire par un
virus du soja [34]. Les agents pathogenes peuvent en effet interagir de maniére indirecte, car
ils partagent une méme ressource (la plante hote), ou parce gu’ils sont ciblés par le méme
systeme immunitaire de la plante [35]. Les mécanismes de contre-défense développés par
chacun des agents pathogénes peuvent interagir pour conduire a un synergisme, tel que dans
le cas des virus PVY et PVX, cités ci-dessus, qui fait intervenir la suppression du RNA silencing
post-transcriptionnel par HC-Pro [36, 37].

Figure 2: Mécanismes d’interactions intra-plante entre plusieurs espéces ou génotypes
d’agents pathogenes
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La séquence des infections (effet de I'ordre de I'infection par chacun des agents pathogenes
et du délai entre infections), ainsi que les organes de la plante ou commence l'infection, ont
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souvent un effet sur l'issue de la co-infection [27, 38, 39], ce qui peut renseigner sur les
mécanismes mis en jeu.

Ces phénomenes ne se réduisent pas aux interactions entre la plante et deux micro-
organismes, un plus grand nombre d’acteurs peut aussi entrer en jeu. Ainsi, des interactions
faisant intervenir les insectes vecteurs ont été mis en évidence chez la courge : I'infection
bactérienne a Erwinia est plus rare chez les plantes déja infectées par le virus ZYMV, car les
vecteurs d’Erwinia préférent visiter les plantes saines que les plantes virosées [40]. Un autre
exemple concerne I'effet d’un champignon endophyte, non pas sur l'une des infections
simples par I'un des deux champignons phytopathogenes étudiés, mais sur I'interaction entre
ces deux agents pathogenes chez l'ivraie [41].

Enfin, la complexité de ces interactions comprend aussi la disponibilité des ressources. Ainsi,
chez I'avoine, exposée a trois especes virales différentes, les niveaux d’infection en cas de
mono-inoculation n’était pas significativement affectées par les niveaux d’azote et de
phosphore, tandis que le résultat des infections multiples dépendaient des ressources
disponibles [42].

Dans ce contexte, I'objectif de mes recherches est, au sens large, une meilleure
compréhension de la dynamique des maladies des plantes dans les agro-écosystémes. De
facon ‘classique’, cela prend en compte la caractérisation de la diversité génétique des plantes
hotes et des populations de pathogénes, mais aussi la caractérisation de I’environnement
abiotique, y compris les pratiques culturales. En outre, la dimension de I'environnement
biotique est aussi abordée avec la caractérisation conjointe de plusieurs maladies, la
description de microbiomes associés aux racines, et I'étude de I'effet de la co-infection sur
I'issue de I'infection.

Article de revue associé

Tollenaere, C.; Susi, H.; Laine, A.L. Evolutionary and Epidemiological Implications of Multiple
Infection in Plants. Trends in Plant Science 2016, 21, 80-90, doi:10.1016/j.tplants.2015.10.014.

Modeéle biologique : le riz et les maladies du riz en Afrigue de I’Ouest

Le riz est la céréale la plus consommée au monde et I'aliment de base de plus de la moitié
de I'humanité, notamment dans les pays du Sud [43, 44], avec plus de 3.5 milliards de
personnes dépendant du riz a hauteur de plus de 20% de leur régime quotidien [43]. En 2020,
la production mondiale du riz paddy était de 756 743 722 tonnes (FAOStat, 2022), dont
environ 90% est produit en Asie [45], un contient qui exporte le riz dans le monde entier.
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En Afrique de I'Ouest, le riz représente 25% de la consommation globale de céréales [46].
Entre 2009 et 2019, la consommation en riz a connu une augmentation annuelle de 8.1% [47],
en conséquence de l'augmentation de la population et du changement des habitudes
alimentaires (préférence pour des aliment faciles a préparer, en conséquence du changement
des habitudes liés a I'urbanisation). Cette augmentation de la demande est telle que 46% du
riz consommé a été importé sur la période 2009-2019 [47]. Les conséquences de ces
importations sont les prix exorbitants et une dépendance alimentaire.

En réponse, les gouvernements ont adopté des politiques volontaristes d’augmentation de
la production rizicole, notamment avec I'aménagement de nombreux bas-fonds et un effort
d’intensification. La production annuelle de riz en Afrique de I’'Ouest est de 10.1 millions de
tonnes sur la période 2009-2019 [47] et 'augmentation annuelle de la production sur cette
méme période est de 10% [47] (Figure 3). Cette augmentation de la production est
principalement due a une augmentation de la superficie cultivée en riz, les rendements
n’augmentant que faiblement (Figure 3).

Figure 3: Dynamique de la production de la superficie, de la production et du rendement
rizicole en Afrique de I'ouest

Superficie en hectares
Production en tonnes
Rendement en kilogramme/hectare

Annee Annee Annee

Source : FAO (2018) https://www.fao.org/faostat/fr/

Au Burkina Faso en particulier, les surfaces cultivées en riz ont été multiplies par trois entre
2006 et 2016 (FAO), notamment grace a 'aménagement de nouveaux bas-fonds. En effet, le
riz est cultivé au Burkina Faso dans trois types de riziculture [48, 49]:

1) La riziculture irriguée, avec maitrise total de I'eau. Celle-ci se fait dans les périmétres

irrigués, des infrastructures couteuses introduites dans les années 60s, restreintes a des
sites particuliers (<30% des surfaces) mais trés productifs, avec un rendement de 4 a 7
tonnes/hectare, conduisant ce type de riziculture a produire plus de la moitié du riz du
pays;

2) Llariziculture de bas-fonds, qui sont de petites vallées retenant I’eau (avec plus ou moins
d’aménagements pour la controler), représentant environ 67% des surfaces cultivées en
riz, les rendements y sont faibles (2 tonnes/hectares), expliquant que les bas-fonds ne
représentent que 39% de la production rizicole globale ;
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3) La riziculture pluviale, qui ne peut étre entreprise que dans les zones les plus arrosées
du pays, et ne représente qu’une petite proportion de la production rizicole et des
surfaces cultivées en riz.

Deux especes de riz cultivé existent : (1) Oryza sativa L., dit ‘riz asiatique’, domestiqué il y a
8000 a 10.000 ans, de maniere indépendante en Chine et en Inde, dont sont issus plusieurs
sous-groupes génétique, dont les riz indica et japonica [50], et (2) Oryza glaberrima Steud. dit
‘riz africain’, domestiqué dans le Nord du Mali et dont I’expansion de la culture a eu lieu il y a
2 000 ans environ [51]. Aujourd’hui devenu rare, O. glaberrima reste cultivé en dépit de son
faible rendement, dans de rares zones ou la culture de O. sativa est impossible (trop d’eau par
exemple), ou dans des contextes culturels particuliers (cérémonies) [52]. La résistance d’ O.
glaberrima a certains stress biotiques et abiotiques a cependant conduit a l'utilisation de son
génome pour créer des variétés issues de croisement entre O. sativa et O. glaberrima ,
notamment les NERICA (New Rice for Africa) mis au point par AfricaRice [53-55].

Les changements récents au niveau de la riziculture burkinabé, incluant une augmentation
des surfaces cultivées en riz, et une intensification de la riziculture, sont associés a un risque
accru d’épidémies des nombreuses maladies du riz, qui ont un impact trés négatif sur les
rendements. En effet, les pertes de rendement dues aux agents pathogenes et autres bio-
agresseurs, chez le riz, ont été estimées a 30% a I’échelle mondiale, et serait comparable ou
supérieure en Afrique subsaharienne [56]. A I’échelle mondiale, un grand nombre de maladies
ont été caractérisées chez le riz, recensées dans I'ouvrage de référence Compendium of Rice
Diseases [57].

En Afrique en particulier, les maladies majeures généralement citées sont la pyriculariose,
due au champignon Pyricularia oryzae (Mo), la panachure jaune du riz, due au Rice yellow
mottle virus (RYMV) et la bactériose vasculaire, due a Xanthomonas oryzae pathovar oryzae
(Xoo) [58]. Ces maladies sont connues pour causer des dégats importants dans les rizieres et
donc des pertes de rendement significatifs. Par exemple, I'infection par le RYMV peut aller
jusqu’a la stérilité voire la mort de la plante chez les variétés trés sensibles, conduisant ainsi a
des pertes séveres, estimées entre 20 et 100% [59]. En plus de ces trois maladies
classiqguement connues comme majeures, deux maladies sont fréquentes dans les rizieres et
parfois considérées comme émergentes : I’helminthosporiose, due au champignon Bipolaris
oryzae (Bo) [60], et la bactériose a stries foliaires, due to Xanthomonas oryzae pathovar
oryzicola (Xoc) [61].

Une vision intégrée des différentes maladies et de I'ensemble de l‘agro-systéme est
nécessaire pour contribuer a la protectionintégrée des cultures rizicoles en Afrique de I'Ouest.
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1. Estimation des niveaux de co-infection, et de l'effet de la co-infection sur les

symptomes et la multiplication intra-plante

Nous avons étudié I'issue de la co-infection entre deux agents pathogenes infectant le riz au
Burkina Faso : le virus RYMV et la bactérie Xoc, avec une approche partant d’observations au
champ pour aller vers les mécanismes moléculaires au laboratoire.

Tout d’abord, une étude de terrain a été réalisée en 2015 au Burkina Faso, dans trois sites
d’étude, afin d’évaluer la fréquence des champs infectés par les deux maladies et la
prévalence des co-infections dans ces champs. Une proportion significative de champs a
présenté les deux maladies (panachure jaune et bactériose a stries foliaires translucides), avec
jusqu’a 58% des parcelles étudiées dans le périmetre irrigué de Banzon. Au sein des parcelles,
le pourcentage de plantes co-infectées (a la fois positive en ELISA spécifique du RYMV et PCR
multiplex détectant Xo) atteignait 6/16= 37.5% dans deux parcelles de Banzon.

Expérimentalement, nous avons montré que 1) la co-infection par le RYMV conduit a une
augmentation des symptémes spécifiques de la bactériose a stries foliaires et 2) la co-infection
par la bactérie Xoc réduit la charge virale intra-plante, par rapport au témoin mono-inoculé
(Figure 4).

Cet effet négatif de la bactérie sur le virus existe seulement pour certains isolats viraux (voir
Figure 4b effet sur l'isolat de Tanzanie Tz11 mais pas celui de Madagascar Mgl). Des effets
génotype-spécifique pour la co-infection peuvent avoir des conséquences évolutives
importantes : si le génotype favorisé dépend de la présence/absence et diversité génétique
de l'autre espéce d’agent pathogene en co-infection, la sélection naturelle conduira au
maintien de la diversité génétique au sein des populations [62]. Cependant, comme ces
données ne montrent des effets spécifiques des génotypes que pour des isolats originaires de
pays différents, donc n’étant pas susceptibles d’interagir dans les agrosystemes, les
implications potentielles en termes d’évolution des populations d’agents pathogénes
n’avaient pas pu étre réellement inférées.

Enfin, une collaboration avec Séverine Lacombe et Sebastien Cunnac a permis de
remarquer que la protéine HEN1 importante dans la défense de la plante contre le virus RYMV
(silencing antiviral, [63]) voyait sa transcription induite par |'effecteur bactérien TallC, avec
des conséquences sur les symptomes induits [64]. Nous avons ainsi testé I’hypothése d’une
implication des mécanismes de RNA silencing dans ces interactions mises en évidence en
contexte de co-infection. Les résultats montrent qu’une souche bactérienne mutant ne
produisant pas |'effecteur TallC, et donc d’induisant pas la transcription du gene OsHenl,
perd son effet négatif sur la charge virale en RYMV. Ainsi, I’effet de la bactérie Xoc sur le virus
RYMV est affecté par I'effecteur TallC suggérant une implication des mécanismes de RNA
silencing dans l'interaction RYMV-Xoc. Les perspectives de ce travail vers la compréhension
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des mécanismes moléculaires intervenant en contexte de co-infection sont en cours d’étude
complémentaire par Séverine Lacombe et Sebastien Cunnac.

Figure 4: Interactions réciproques mises en évidence sur le riz co-infecté par le Rice yellow
mottle virus (RYMV) et Xanthomonas oryzae pv. oryzicola (Xoc).

a. Quantité de bactéries Xoc (estimée par PCR quantitative spécifique) en mono-infection
(gris clair), comparé au contexte de co-infection avec RYMV (gris foncé)

b. Charge virale en RYMV (estimée par q-RT-PCR spécifique) en mono-infection (gris clair),
compare au cas de co-infection avec Xoc (gris foncé), et pour deux isolats viraux différents
(Tz11 et Mg1).
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Les niveaux de co-infection avaient été estimés pour les infections multiples entre plusieurs
génotypes de champignon pathogéne responsable de I'oidium du plantain sur I'archipel
d’Aland. Pour ce faire, des outils de génotypage SNP (Single Nucleotide Polymorphism, 27 loci)
ont été utilisé directement sur les feuilles symptomatiques (sans étape d’isolement), avec 380
échantillons analysés, répartis dans 80 populations. Le champignon P. plantaginis étant
haploide, on attend des alleles uniques pour chaque locus en cas d’infection simple, tandis
qgue la présence de deux alléles indique un cas de co-infection. C’'était le cas pour 110
échantillons analysés, d’ou la fréquence de 28.9% de feuilles symptomatiques correspondant
a une infection multiple.

Publications associées

Tollenaere, C.; Lacombe, S.; Wonni, |.; Barro, M.; Ndougonna, C.; Gnacko, F.; Sereme, D;

Jacobs, J.M.; Hebrard, E.; Cunnac, S.; Brugidou C. Virus-Bacteria Rice Co-Infection in Africa:
Field Estimation, Reciprocal Effects, Molecular Mechanisms, and Evolutionary Implications.
Frontiers in Plant Science 2017, 8, doi:10.3389/fpls7.00645.

Tollenaere, C.; Susi, H.; Nokso-Koivisto, J.; Koskinen, P.; Tack, A.; Auvinen, P.; Paulin, L.;

Frilander, M.J.; Lehtonen, R.; Laine, A.-L. SNP Design from 454 Sequencing of Podosphaera
plantaginis Transcriptome Reveals a Genetically Diverse Pathogen Metapopulation with High
Levels of Mixed-Genotype Infection. Plos One 2012, 7, doi:10.1371/journal.pone.0052492.
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2. Dynamique spatio-temporelle des agents pathogénes de plantes

Lors de mon expatriation, j’ai contribué a mettre en place un suivi épidémiologique multi-
pathogénes dans les riziéres proches de Bobo-Dioulasso sur la période de 2016 a 2019. Dans
trois zones d’études (Bama, Banzon et Karfiguela, Figure 5), nous avons comparé un site de
riziculture irrigué et un site de bas-fonds voisin (moins de 8kms entre les parcelles les plus
distantes de chaque zone).

Dans chacun des six sites, entre 5 et 11 parcelles sont été étudiées annuellement avec
notamment : 1) une enquéte auprés du producteur visant a caractériser les pratiques
culturales et 2) une visite au stade de croissance du riz « maximum tallage », avec observation
des symptomes et échantillonnage (protocole représenté Figure 5e).

Cette démarche de terrain était originale par rapport aux études passées (voir cependant de
rares études en Asie comme [65, 66]), notamment par: 1) le fait de travailler simultanément
sur plusieurs maladies, avec I'observation des différents types de symptomes, approche
« multi-pathogéne », 2) le suivi pluri-annuel de parcelles initialement choisies aléatoirement,
ce qui permet d’inférer des données telles que le pourcentage de parcelle présentant un type
de symptéme au sein d’un périmétre, ou encore, des valeurs d’incidence moyenne.

En plus du suivi des symptomes, un travail d’enquétes aupres des riziculteurs (143 enquétes
au total 2016-19) a permis de caractériser les différences de pratiques culturales entre
périmetres irrigués et bas-fonds non aménagés. Ces informations, de méme que les données
d’observations de symptémes, ont été saisies sur smartphone, avec 'aide de I'entreprise
AfricaSys.

Les résultats des enquétes montrent que la fertilisation minérale est toujours pratiquée en
riziculture irriguée, tandis que qu’elle est fréquente, mais non systématique (70%), dans les
bas-fonds. Le repiquage est systématique tandis qu’il est rare (12%) en bas-fonds (semis
direct). Enfin, la double saison de riziculture n’est possible que dans les périmétres irrigués
(ou elle est réalisée dans 46% des cas). Des différences entre site au sein des systemes de
riziculture sont aussi mises en évidences. Ainsi le bas-fonds de Karfiguela (site de Tengrela),
ou la riziculture est menée par des femmes, apparait comme particulierement peu intensif,
utilisant particulierement peu la fertilisation minérale (33%), mais fréguemment la
fertilisation organique (46% tandis qu’elle n’est que de 16% sur I'ensemble du jeu de
données), et ou les productrices n’ont cité aucune variété homologuée (voir p33). Le bas-fonds
de Bama (site de Badala) est lui particulier en terme de rotation avec une fréquence élevée de
culture de légumineuses en contre-saison (62% des interviews, tandis que ce n’est que 30%
en général dans les trois bas-fonds contre 9% en irrigué).
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Figure 5 : Echantillonnage dans six sites d’étude réalisé entre 2016 et 2019
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Localisation du Burkina Faso, en vert, en Afrique

Localisation de la région étudiée (encadrée en vert, dans les quatre provinces de la
Comoé, le Houet, le Kenedougou et Leraba) au sein du Burkina Faso

Localisation des six sites d’étude : en rouge les bas-fonds et en bleu les périmetres
irrigués. Le fond de carte montre en vert les zones rizicoles selon la base de données
d’occupation des sols: www.ignfi.fr/fr/portfolio-item/occupation-des-terres-burkina-
fao/

Photo d’une parcelle en cours d’observation (21/09/2018 , site de Senzon,
https://multimedia.ird.fr/IRD/media/75252)

Protocole d’observations des symptomes et de collecte d’échantillons au sein de chaque
parcelle. Les quadrats en bleu font 'objet d’observations avec une estimation de la
prévalence de chaque maladie au sein des quadrats. Les 16 triangles rouges symbolisent
les plantes échantillonnées (trois feuille par plante) et pour lesquelles sont aussi notés
les symptomes observés. Les ronds jaunes correspondent a des pieux (visible sur la photo

d) implantés afin de délimiter la grille sur le terrain.
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Les résultats de I'observation des symptomes (179 observations au total 2016-19) montrent
que de maniere générale (et pour la bactériose a stries foliaires et la pyriculariose en
particulier), les prévalences de plantes symptomatiques sont plus élevées dans les périmétres
irrigués que dans les bas-fonds (effet du type de riziculture sur la fréquence des symptomes,
toutes maladies comprises : df=1, Chi = 5.28, p = 0.022).

En outre, le type de riziculture a aussi un effet clair sur deux maladies : la bactériose a stries
foliaires (BLS) et la pyriculariose (Figure 6). Notre étude ne permet pas de distinguer quelle
pratique culturale particuliere est responsable de cet effet, les différences entre irrigué et bas-
fonds étant multiples (voir ci-dessus) et notre échantillonnage n’est pas adapté pour les
séparer. Deux hypotheses peuvent cependant étre émises : 1) une relative humidité plus forte
en irrigué, qui favoriserait la dissémination des inoculum bactériens et fongiques [67], et 2) un
effet de la fertilisation minérale, connue pour affecter la pyriculariose [68] et la bactériose
vasculaire du riz [69]. Nous avons initié des essais au champ contrélant les niveaux de
fertilisation, et les résultats préliminaires suggérent un effet de la fertilisation sur la bactériose
a stries foliaires, confortant I’"hypothese 2.

Les fréquences de champs infectés et incidences de la panachure jaune du riz ne sont pas
affectés par le type de riziculture. En revanche l'interaction entre type de riziculture et zone
géographique a un effet significatif. Ainsi, les sites spécifiques sont affectés de facon variable
par cette maladie, que nous avons ensuite étudié plus en détail avec du diagnostic sérologique
(voir ci-dessous p30).

L’helminthosporiose est la maladie la plus fréquemment rencontrée, avec 32.2% des plantes
présentant des symptémes (contre 6.5% pour la panachure jaune, 6.7% pour la bactériose a
stries foliaires, 9.9% pour la pyriculariose. Données issues de I'observation de 2 864 plantes)
et 80% des parcelles présentant des plantes symptomatiques. Ces résultats montrent I'intérét
d’intensifier les recherches sur I’"helminthosporiose, qui bien qu’ayant joué un réle dans des
famines historiques (1918-19 et 1942 en Inde), reste une maladie du riz peu étudiée, méme a
I’échelle mondiale [60]. La thése d’Hilaire Kaboré, pour laquelle je participe au comité de
thése, est en cours de finalisation a ce sujet au Burkina Faso.

Les maladies étudiées ont été fréquemment retrouvées dans les mémes parcelles, avec des
niveaux de co-occurrence variant entre 10% (panachure jaune et pyriculariose) et 41%
(pyriculariose et helminthosporiose). Ces niveaux de co-occurrence étaient plus élevés dans
les périmeétres irrigués que dans les bas-fonds.

Nous avons aussi mentionné les niveaux de co-infection, basées sur I'observation des
symptomes, avec 5% (152/2864) plantes présentant des symptomes spécifiques d’au moins
deux maladies différentes. Cette fréquence de co-infection était maximale dans le périmétre
irrigué de Banzon en 2019, avec 20% (19/96) plantes ayant deux types de symptdmes parmi
les quatre maladies étudiées.
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Figure 6 : Effet du type de riziculture (périmétres irrigués représentés en bleu et bas-fonds
en rouge) sur les symptomes spécifiques des quatre maladies majeures étudiées: la
panachure jaune du riz, la bactériose a stries foliaires, la pyriculariose et I’helminthosporiose,
sur les quatre années (2016-2019).

a. Proportion de champs présentant des symptomes spécifiques de chacune des quatre
maladies pour chaque type de riziculture et année.

b. Incidence moyenne estimée a partir des observations réalisées dans les quatre quadrats
de la diagonale (représentée en bleu, Figure 5e) pour chacune des quatre maladies et par type
de riziculture et année.

c. Proportion de plantes échantillonnées (parmi les 16 plantes/parcelle représentées par les
triangles rouges, Figure 5e) présentant des symptomes spécifiques de chacune des quatre
maladies et par type de riziculture et année.

RYMV : panachure jaune du riz ; BLS : bactériose a stries foliaires ; Rice blast : pyriculariose ;
brown spot : helminthosporiose.

a RYMV BLS Rice blast Brown spot
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Cependant, les symptomes spécifiques pouvant étre affectés par la présence simultanée des
deux agents pathogéenes, il n’est pas idéal d’estimer les niveaux de co-infection en se basant
sur les symptomes seulement. C'est pourquoi notre étude sur RYMV-Xoc en 2015 était basée
sur le diagnostic sérologique pour RYMV et la PCR multiplex pour Xo (voir p24).

En outre, et notamment a cause du fait que les symptémes de la bactériose vasculaire
pourraient étre causés par plusieurs bactéries [70-73], nous avons collaboré avec AfricaRice
et I'INERA pour développer un outil de diagnostic PCR ciblant simultanément plusieurs
bactéries susceptibles d’étre pathogénes chez le riz: (1) Pseudomonas fuscovaginae, (2)
Xanthomonas oryzae, (3) Burkholderia glumae and Burkholderia gladioli, (4) Sphingomonas
spp et (5) Pantoea spp. 'application de cette PCR multiplex a 256 échantillons collectés en
2016 a Banzon et Karfiguela (8 champs par site) a montré que 9% (23/256) de I'’ensemble des
échantillons présentaient un diagnostic positif pour au moins deux bactéries et la proportion
intra-parcelle atteignait 37.5%. Pour Xo, les résultats obtenus étaient globalement congruents
avec les symptomes observés visuellement mais permettaient de mettre en évidence des
plantes co-infectées avec d’autres bactéries.

Par ailleurs, au cours d’une étude pas encore publiée, nous avons réalisé des tests de
diagnostic ELISA anti-RYMV de facon systématique (sur les 16 plantes échantillonnées, voir
Figure 5e) dans toutes les parcelles présentant des symptémes de panachure jaune du riz.
Ainsi, en faisant I’'hypothése raisonnable que les champs ou des symptomes de panachure ont
été observés sont les seuls ou le virus RYMV est présent, ces données constituent une vision
spatio-temporelle de la prévalence du RYMV dans 6 sites et sur 4 années (2016 a 2019). Les
résultats confirment et précisent les résultats obtenus sur la base des symptomes, avec une
absence d’effet du systeme de riziculture, mais certains sites particulierement affectés par la
maladie (en particulier le périmetre irrigué de Banzon _ et dans une bien moindre mesure le
bas-fond de Badala), ol les niveaux d’incidence sont significativement plus élevé que les
autres sites (Figure 7).

En outre, ces données de prévalence du RYMV montrent une agrégation des plantes
positives au sein des parcelles touchées. En effet, au sein des parcelles étudiées (25*%25 meétres
environ, Figure 5e), la distribution s’écarte du patron attendu sous I'hypothése nulle
d’indépendance des résultats ELISA pour deux plantes distantes de 5 meétres, que ce soit pour
les plantes symptomatiques (effect size ~ 1.15; p < 0.001) ou pour les plantes positives en
ELISA-RYMV (effect size ~ 1.15; p < 0.001) ; tandis que ce patron disparait pour une distance
de 10 meétres. Ainsi, tel qu’attendu pour un virus transmis mécaniquement comme le RYMV,
les plantes infectées se trouvent préférentiellement cote a cbte, plutdt qu’a distance au sein
des champs de riz.

Le travail de terrain, pluri-site et pluriannuel, réalisé entre 2015 et 2019 (voir aussi le Tableau
p46), a ainsi permis de collecter un grand nombre d’échantillons de feuilles et de racines de
riz, stockés au programme ‘Riz et riziculture’ de I'INERA et collectés dans le respect du
protocole de Nagoya. Les informations correspondantes sont disponibles dans I’entrep6t de
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données IRD DataSuds (https://doi.org/10.23708/8FDWIE) et alimentent les autres
thématiques de recherche présentées ci apres.

Figure 7 : Dynamique spatiotemporelle du virus de la panachure jaune du riz (RYMV) dans
les six sites étudiés dans I'Ouest du Burkina Faso. Estimation des prévalences dans chaque
champ sur la base de diagnostic sérologique (ELISA) sur 16 plantes par parcelle.
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Sur I'archipel d’Aland, la présence/absence du champignon P. plantaginis est évaluée dans
4000 sous-populations de plantain lancéolé lors d’une campagne annuelle d’observations
(septembre) par une quarantaine d’étudiants depuis 2001 [1, 74].

La compilation et analyse statistique de ces données a permis de montrer des résultats
attendus tels qu’un effet positif de la connectivité des populations de pathogénes et de la
taille des sous-populations de plantain sur I'occurrence du champignon dans une sous-
population donnée. En outre et contrairement a I'attendu de la théorie des metapopulations,
des colonisations plus fréquentes et extinctinctions plus rares avaient lieu dans les populations
de plantes bien connectées entre elles. Ce résultat a conduit a I’hypothése d’une plus grande
résistance des plantes issues des populations bien connectées, par rapport a celles issues de
populations isolées, ce qui a été vérifié expérimentalement. Globalement, ces résultats
montrent I'importance de I'évolution des populations de plante hote sur la dynamique des
maladies.

En outre, I'analyse des échantillons collectés avec un test de diagnostic spécifique de
I’hyperparasite Ampelomyces a permis de montrer que la prévalence de cet hyperparasite
était négativement corrélée avec la survie hivernale du champignon P. plantaginis. Ces
résultats montrent ainsi I'effet régulateur que peut avoir un hyperparasite sur la dynamique
des populations d’agent responsable de I'oidium du plantain.

Publications associées
Barro, M.; Kassankogno, A.l.; Wonni, |.; Sereme, D.; Somda, |.; Kaboré, K.H.; Bena, G.;
Brugidou, C.; Tharreau, D.; Tollenaere, C. Spatiotemporal Survey of Multiple Rice Diseases in

Irrigated Areas Compared to Rainfed Lowlands in the Western Burkina Faso. Plant Disease
2021, doi:10.1094/PDIS-03-21-0579-RE.

Bangratz, M.; Wonni, |.; Kini, K.; Sondo, M.; Brugidou, C.; Béna, G.; Gnacko, F.; Barro, M.;
Koebnik, R.; Silué, D.; Tollenaere C. Design of a new multiplex PCR assay for rice pathogenic
bacteria detection and its application to infer disease incidence and detect co-infection in rice
fields in Burkina Faso. PLOS ONE 2020, 15, e0232115, doi:10.1371/journal.pone.0232115.

Tollenaere, C.; Pernechele, B.; Makinen, H.S.; Parratt, S.R.; Nemeth, M.Z.; Kovacs, G.M.; Kiss,
L.; Tack, A.J.M.; Laine, A.L. A hyperparasite affects the population dynamics of a wild plant
pathogen. Molecular Ecology 2014, 23, 5877-5887, d0i:10.1111/mec.12908.

Jousimo, J.; Tack, A.J.M.; Ovaskainen, O.; Mononen, T.; Susi, H.; Tollenaere, C.; Laine, A.-L.
Disease ecology: Ecological and evolutionary effects of fragmentation on infectious disease
dynamics. Science 2014, 344, 1289-1293, doi:10.1126/science.1253621.
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3. Caractérisation génétique des plantes hotes

En collaboration avec I'INERA et I'UMR DIADE (notamment Philippe Cubry, IRD), nous avons
caractérisé la diversité génétique (analyse de 7 000SNP) des riz collectés dans les rizieres de
I’Ouest du Burkina Faso en 2018, c’est a dire 50 échantillons (une plante par parcelle) répartis
dans les six sites (Figure 5). Nous avons aussi inclus 27 variétés du programme Riz et riziculture
de 'INERA et comparé ces 77 échantillons du Burkina Faso a la diversité mondiale du riz.

Tous les échantillons analysés sont confirmés comme correspondant a I'espece Oryza sativa
(aucun O. glaberrima). En outre, les riz cultivés dans les parcelles paysannes échantillonnés
sont principalement des Oryza sativa indica (Figure 8) et il existe une diversité génétique
significative (global diversité génique : 0.137).

Seul un des échantillons (parcelle TG02) n’appartient pas au groupe indica mais Oryza sativa
Aus (Figure 7). Cette parcelle est située dans le bas-fonds de Tengrela, dont les autres
échantillons se distinguent aussi des autres échantillons de parcelles paysannes (suspicion
d’introgression entre Aus et indica). Ces résultats correspondent aux attendus issus des
enquétes puisqu’aucun nom de variété cité par les producteurs de Tengrela ne correspondait
a une variété homologuée, contrairement aux cing autres sites. Le bas-fonds de Tengrela est
aussi caractérisé par les pratiques culturales les moins intensives (voir p26).

On n’observe pas de structuration claire entre les échantillons collectés dans les périmeétres
irrigués et ceux venant des bas-fonds (Figure 8b).

Les variétés homologuées sont, elles, réparties entre les groupes indica et japonica (Figure
8), ces derniéres correspondant aux riz adaptés a la riziculture pluviale, dans laquelle nous
n’avons pas échantillonné en parcelles paysannes.

Enfin, nous montrons une congruence assez faible entre les noms de variété cités par les
producteur et les données génomiques, ce qui montre I'importance de telles approches
(génétique du riz) pour caractériser les plantes hotes dans nos contextes de travail de
phytopathologiste, ou microbiologiste.

Les perspectives a ce travail, outre une étude plus vaste (en termes de zone géographique
ou de précision, notamment inclure la diversité intra-champ), incluent le développement de
marqueurs génétiques des variétés de riz, qui seraient simples a utiliser a I'INERA afin
d’améliorer la tracabilité des variétés locales.

Publication associée

Barro, M.; Konate, K.A.; Wonni, |.; Kassankogno, A.l.; Sabot, F.; Albar, L.; Somda, |.; Béna, G.;
Ghesquiere, A.; Kam, H.; Sié, M.; Cubry, P.*; Tollenaere, C.* Assessment of Genetic Diversity
of Rice in Registered Cultivars and Farmers’ Fields in Burkina Faso. Crops 2021, 1,
doi:10.3390/crops1030013.
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Figure 8 : Structuration génétique des riz au Burkina Faso (77 échantillons dont 50 issus de

parcelles paysannes et 27 variétés homologuées).

a.

Résultats de I'analyse en composantes principales incluant les 77 échantillons de riz du
Burkina Faso au sein de la diversité mondiale du riz (3 000 genomes de référence).

Arbre phylogénétique non raciné (méthode de Neighbor-Joining) obtenu sur les 77
échantillons du Burkina Faso. Les codes de chaque échantillon indiquent 1) le site d’étude
avec en bleu les sites irrigués (BZ: Banzon, KA: Karfiguela, BM: Bama) et en orange les sites
de bas-fonds (SZ: Senzon, TG: Tengrela, BL: Badala) ou bien 2) le nom de la variété
homologuée (en gris).
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4. Structuration des communautés microbiennes associées aux plantes

Dans le contexte d’'une démarche ‘phytobiome’ sur le riz au Burkina Faso, la diversité des
micro-organismes (Procaryotes et Eucaryotes) hébergés dans les racines de riz a été
caractérisée. En effet, ces micro-organismes associés aux racines jouent un role important
dans la croissance des plantes et le rendement et influence aussi le controle des maladies [23,
24]. lls participent a déterminer l'issue des interactions entre la plante et I'agent pathogéne
(voir Figure 1 et p17). Nous avons ainsi initié la caractérisation des microbiomes associés aux
racines du riz dans nos sites d’étude au Burkina Faso.

En considérant la riziculture de bas-fonds comme des systéemes moins intensifs que la
riziculture irrigué (voir p26), nous attendions une diversité plus forte dans ces systemes et des
réseaux plus complexes [75, 76]. De tels microbiomes racinaires riches et complexes
pourraient participer a expliquer la prévalence réduite des maladies dans les bas-fonds par
rapport aux périmeétres irrigués (voir p28).

Cette étude a été réalisée en collaboration avec I'INERA et I’équipe BRIO, IRD, UMR PHIM
(Lionel Moulin, Gilles Bena, Agnieszka Klonowska, et les post-doctorantes Marie Simonin, puis
Caroline Brunel). Ce travail a été mené sur un échantillonnage de racines de riz réalisé sur des
parcelles aussi étudiées en termes de symptomes (Figure 6), entre octobre et novembre 2018,
ce qui correspond au stade de maturation, une étape ou le microbiome racinaire est stabilisé
[77]. Les ADN issus de la rhizospheére et de racines entiéres de 57 plants de riz ont été analysés
en metabarcoding 16S (procaryotes), avec un échantillon par plant de riz, et aussi pour le
marqueur ITS (eucaryotes), mais avec seulement un échantillon par parcelle (les ADN des trois
plantes collectées ont été mélangés pour chaque parcelle).

Les résultats montrent une structuration attendue en fonction des compartiments racinaires
et des zones géographiques [78, 79], mais aussi une structuration tres claire des communautés
microbiennes en fonction du type de riziculture (irriguée ou bas-fonds, Figure 9). Bien que les
parametres physico-chimiques du sol ne soient pas affectés de maniere significative par le
type de riziculture, ce dernier a un impact sur la structuration des communautés microbiennes
associées aux racines. Nos résultats sont en accord avec I'effet du systeme de riziculture (riz
pluvial vs de bas-fonds) mis en évidence dans un essai en Italie [80], mais restent originaux car
obtenus dans un contexte de parcelle paysanne, ou un grand nombre de facteurs (irrigation,
fertilisation, variétés de riz, rotation) varient simultanément (voir p26), ce qui aurait pu
amoindrir I'impact du type de riziculture.

Les séquences ‘core’, qui sont présentes de maniére presque systématique dans tous les
échantillons, ont été identifiées pour chacun des systemes de riziculture. De maniére
intéressante, nous remarquons que trés peu sont communes aux deux systemes (seulement
Bradyrhizobium tropiciagri pour les Procaryotes).
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Figure 9 : Comparaison des microbiomes racinaires du riz entre riziculture irriguée et
riziculture de bas-fonds. Dans les deux cas, les résultats obtenus pour le marqueur 16S
(Prokaryotes, 57 échantillons) est présenté a gauche et le marqueur ITS (champignons, 19
échantillons) est a droite.
Structuration de la diversité microbienne de la rhizosphere (en haut) et des racines (en
bas). Les parametres chimiques du sol ayant un effet significatif sur le microbiome sont
représentés par des fleches. Total P: phosphore total; SBE: somme des bases
échangeables ; CEC : capacité d’échanges cationiques, Total N : azote total.
Comparaison de la richesse spécifique (Observed richness a droite) et de I'indice de
diversité de Shannon (a gauche) dans la rhizosphére (en haut) et les racines (en bas) du
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Nous avons aussi identifié une liste de séquences correspondant a des taxons indicateurs,
dont la distribution est associée a un environnement particulier, ici le type de riziculture.
Globalement, nous remarquons que les taxons ‘core’ et ‘indicateurs’ identifiés correspondent
principalement aux familles Bacillaceae et Burkholderiaceae pour les bas-fonds et aux familles
Burkholderiaceae et Moraxellaceae dans les périmetres irrigués.

En termes de diversité au sein de chaque échantillon, nous mettons en évidence une plus
forte diversité en irrigué par rapport aux bas-fonds, pour les procaryotes de la rhizosphere
(Figure 9). Aussi (et probablement en conséquence), les réseaux de co-occurrence réalisés
pour les procaryotes dans chacun des systemes de culture sont plus complexes en riziculture
irriguée par rapport aux bas-fonds. Ces résultats sont donc contraires aux attendus présentés
ci-dessus (voir p35). Sachant que la structuration génétique du riz est peu affectée par le
systeme de riziculture (mais plutot par un site en particulier, celui de Tengrela, voir p33), la
fertilisation semble étre le facteur le plus susceptible d’avoir un effet, avec une fréquence de
fertilisation minérale plus élevée dans les périmeétres irrigués que dans les bas-fonds (voir
p26). La relation entre diversité microbienne et fertilisation minérale chez le riz a été étudiée
dans plusieurs études, mais avec des résultats parfois contradictoires (par exemple, un effet
positif de la fertilisation sur la diversité [81], tandis que I'opposé était mis en évidence dans
une autre étude [82]). Ces aspects méritent des études complémentaires, et une méta-analyse
prenant en compte le type de sol et détaillant les types de fertilisation et parametres du
microbiome serait trés intéressante pour mieux comprendre la relation entre régime de
fertilisation et diversité microbienne associée aux racines.

En outre, un autre facteur est susceptible de conduire a une diversité plus forte dans les bas-
fonds que dans les périmetres irrigués, c’est la connectivité, non caractérisée formellement
dans notre étude, mais trés probablement plus importante en irrigué avec des surfaces plus
importantes et possibilité de double culture annuelle de riz. Une connectivité plus importante
conduit généralement a une augmentation de la biodiversité [83]. De tels principes de meta-
communautés (incluant la théorie de la niche et celle des métapopulations) restent peu
explorés dans le cas des microbiomes, mais pourraient étre pertinents dans ce contexte [84].

Nous avons aussi montré que les sites de bas-fonds ont des microbiomes plus différenciés
entre eux que les sites irrigués, ce qui correspond probablement a des différences plus forte
en termes de pratiques culturales et de génotypes de riz, mais aussi au fait que les périmetres
irrigués, de par la maitrise totale de I'eau, sont des systemes plus ‘maitrisés’, moins sujets aux
variations climatiques (la pluviométrie étant différente entre les trois zones géographiques
étudiées).

Enfin, nous avons recherché dans les jeux de données metabarcoding des séquences
particulierement intéressantes, parce que correspondant probablement soit a des organismes
phytobénéfiques, soit a des agents pathogénes. En termes de micro-organismes bénéfiques,
les séquences correspondant aux Glomeromycetes, des champignons mycorhiziens a
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arbuscules, sont plus abondantes dans les bas-fond qu’en riziculture irriguée. Ce résultat était
attendu compte tenu que la capacité de mise en place de mycorhization chez le riz est connue
pour étre affectée par le régime de fertilisation [85].

En terme de micro-organismes pathogénes, nous n’avons pas trouvé dans les données de
metabarcoding de séquences correspondant aux agents pathogenes bactériens ou fongiques
dont les symptomes ont été observés et la distribution des maladies caractérisés
(Xanthomonas oryzae, Pyricularia oryzae, Bipolaris oryzae, voir p28). En revanche, les
bactéries pathogenes du riz suivantes sont présentes, mais rares dans le jeu de données :
Burkholderia glumae, causant la maladie des panicules du riz [86], identifiée a Tengrela,
Acidovorax avenae, agent des rayures bactériennes du riz, suspectée dans quatre sites
(Banzon, Senzon, Karfiguela et Tengrela) et Dickeya chrysanthemi, causant la pourriture des
pieds, a Bama. Dix genres correspondant a des agents pathogénes fongiques, dont le plus
abondant est Curvularia [87, 88], ont aussi été trouvés dans notre jeu de données. Bien que
cette recherche d’agents pathogenes dans les microbiomes racinaires doit nuancée en termes
d’absence de certains agents pathogénes attendus (effet du stade phénologique et de I'organe
prélevé), nous notons que deux bactéries qui n’avaient pas été trouvées par PCR multiplex
(voir p30) sur les feuilles dans deux sites (Karfiguela et Banzon) ont été mises en évidence ici.

Cette étude ne permet pas d’aller plus loin dans I’étude du lien entre microbiome racinaire
et maladies du riz, mais elle décrit les grands patrons de structuration des communautés
microbiennes associées aux racines, et peut donc servir de base pour les perspectives de
travail sur le phytobiome dans les riziéres du Burkina Faso.

Ainsi, des travaux en cours, cordonnés par Agnieszka Klonowska, ont montré I'effet de la
variété de riz cultivée (sur un essai réalisé dans le périmeétre irrigué de Bama, incluant un panel
de diversité mondiale du riz, le Global Rice Array) et celui des pratiques culturales (gradient

entre pratiques agro-écologiques et pratiques plus intensives sur les zones de Bama et Badala)
sur le microbiome racinaire du riz au Burkina Faso.

Enfin, une partie du microbiome racinaire bactérien du riz de I'ouest du Burkina Faso a été
cultivé, isolé et mis en collection (~3000 souches bactériennes, thése de Moussa Sondo en
cours). Une sélection de bactéries potentiellement phytobénéfiques a été réalisée sur la bases
de tests biochimiques et des données de la littérature, et des expérimentations ont permis de
révéler des effets intéressants/prometteurs sur la croissance du riz, le rendement et le bio
contréle des bactérioses a Xanthomonas et de la pyriculariose, lors de I'inoculation précoce
de ces bactéries racinaires.

Publication en cours de relecture

Barro, M., Wonni, |l., Kassankogno, A. I., Klonowska, A., Somda, I., Simonin, M., Moulin, L.,
Béna, G., Brunel, C.*, Tollenaere, C.* (soumis a FEMS Microbiology Ecology). The impact of the
rice production system (irrigated vs lowland) on root-associated microbiome from farmer's
fields in western Burkina Faso. Article en ligne: doi.org/10.1101/2022.03.29.486073

*equal contribution
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5. Evolution de la diversité génétique et pathogénique des agents pathogénes de plantes

La diversité génétique et pathogénique des agents pathogénes est souvent importante, et
documenter sa dynamique et ses conséquences sur les maladies est un enjeu majeur en
biologie évolutive des interactions hoétes-pathogenes, avec des conséquences en santé
publiqgue, comme l’illustre récemment la succession rapide de vague épidémiques liées a
différents variants du SRAS-Cov2.

Sachant que le site irrigué de Banzon a été identifié comme hotspot de la panachure jaune
du riz (voir p31), nous avons entrepris de caractériser la diversité génétique du virus RYMV
dans ce site en particulier. Des échantillons issus de cing parcelles de Banzon, suivies sur cing
années (2015 a 2019), ont été sélectionnés et leurs séquences codant pour la protéine de
capside (CP ‘Coat Protein’) révéle une diversité génétique tres élevée (= 00383 0 0043 subst
/nt). Quatre groupes génétiques (‘souches’) sont présents (Figure 10a): ‘S2’, ‘S1 Afrique
centrale’, ‘S1 Afrique de I'ouest’, et un groupe issu d’'une recombinaison entre les souches ‘S1
Afrique centrale’ et ‘S1 Afrique de I'ouest’ (Figure 10b). La présence de ces souches a I'échelle
de la région est en accord avec les connaissances préalables sur la diversité du RYMV en
Afrique de I’Ouest [89]. Mais ces résultats sont originaux car ils traduisent d’'une remarquable
diversité génétique a une échelle géographique de I'ordre de quelques kilometres carrés
seulement, voire méme des parcelles de 25metres de c6té (Figure 5).

La dynamique temporelle sur les cing ans suggere des changements dans la composition
génétique de la population virale dans le périmetre (Figure 10c), avec une diminution de la
fréquence du groupe ‘S1 Afrique centrale’ (prédominant entre 2015 et 2017, mais rare en
2018 et 2019) et une augmentation de la fréquence du groupe génétique recombinant
(particulierement en 2019). Ces résultats sont basés sur un échantillonnage de taille moyenne,
entre 15 et 41 (moyenne de 26.4) échantillons par an, et donc potentiellement sujets a un
biais au niveau des fréquences génétiques. Ces fréquences peuvent aussi étre regardées sur
I‘ensemble de la période (2015-2019) montrant la rareté du groupe ‘S2’ et trois autres groupes
génétiques en fréquence relativement comparables (Figure 10d). Au sein d’une méme
parcelle dans une année d’étude donnée, on trouve parfois jusqu’a trois groupes génétiques
distincts.

Deux hypotheses peuvent étre émises quant a I’évolution des fréquences relatives de ces
groupes : 1) évolution neutre, avec une dynamique gouvernée par la démographie et le hasard
(prépondérance des mécanismes de dérive génétique, migration et mutation) ou 2) impact de
la sélection naturelle.

Ainsi, pour évaluer la seconde hypothése, nous avons initié I'’étude expérimentale d’isolats
de RYMV issus de ces quatre groupes génétiques. Dans une premiere expérience, un isolat
viral de chacun des quatre groupes a été évalué sur des variétés de riz différentes dont les
trois variétés les plus fréquemment cultivées au Burkina Faso (FKR64=TS2, FKR62N et FKR19,
voir p33).
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Figure 10 : Diversité génétique du virus de la panachure jaune du riz dans un hotspot de la
maladie au Burkina Faso.

a. Arbre phylogénétique (méthode de Maximum de vraisemblance) réalisé sur 132
séquences de la Coat Protein (CP) du RYMV.

b. Structure du génome du RYMV, montrant la partie recombinée pour le groupe génétique
‘S1Rec’

c. Evolution des fréquences des quatre groupes génétiques sur les cing années de I'étude

d. Fréquences des quatre groupes génétiques sur I'ensemble de la période 2015-2019.
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La variété de riz, 'isolat viral, ainsi que leur interaction, ont tous trois un effet sur les
symptémes de panachure jaune (AUDPC estimé a partir de cinq dates d’observations entre 9
et 24 jours post-infection), ainsi que sur la quantité de virus (estimé par PCR quantitative [90],
dans le méristéme, 7 jours post-infection). Par rapport a la variété témoin trés sensible IR64
et a la variété tolérante Azucena, les trois variétés burkinabé ont des comportements
similaires et intermédiaires. L'isolat recombinant (BF56) induit des symptomes plus faibles et
se multiplie moins, par rapport aux deux autres isolats de Banzon (groupe génétique S1wa et
Slca) et a l'isolat de référence, BF1 (groupe S2), connu pour étre trés virulent.

Une seconde expérience est en cours, avec une seule variété, mais quatre isolats pour
chacun des trois groupes génétiques majoritaires, afin d’évaluer la variabilité pathogénique
au sein de chaque groupe génétique, et de vérifier si les différences entre groupes génétiques
se confirment sur un échantillonnage d’isolat plus large.

En supposant que la charge virale peut étre considérée comme un estimateur de la valeur
sélective des isolats étudiés, nous pourrons utiliser ces données pour faire des hypothéses
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guant a leur évolution dans le site de Banzon ou ils co-existent. L'ensemble de ces résultats
apportent des informations indispensables pour la mise en ceuvre de stratégie de lutte
efficace contre ce virus dévastateur pour la production rizicole en Afrique.

Le méme type d’approche décrivant la diversité génétique d’un agent pathogene majeur du
riz a été initié pour Xanthomonas oryzae pv oryzicola (Xoc), responsable des stries
bactériennes (BLS), en collaboration avec Mathilde Hutin (IRD, UMR PHIM). Le génotypage par
Analyse VNTR (Variable Number of Tandem Repeats) Multi Locus (MLVA) a été mis au point
pour les souches de bactéries Xanthomonas oryzae [91]. Nous avons utilisé cette méthode de
génotypage, directement sur broyat de feuilles symptomatiques BLS, pour environ 150
échantillons collectés entre 2015 et 2019 dans les six sites d’études (Figure 5). Les résultats,
actuellement en cours d’analyse, indiqueraient une forte diversité génétique de Xoc dans la
zone étudiée, ce qui est en accord avec des résultats préalablement obtenus a partir des
souches de Xoc (Sicard, Hutin, et al, in prep). Ils suggérent en outre la présence de feuilles co-
infectées par plusieurs souches de Xoc.

Sur I'archipel d’Aland, a I’échelle de I'ensemble de la métapopulation, ou bien au sein de
chacune des sous-populations locales, une diversité génétique et pathogénique importante
est observée chez le champignon P. plantaginis, responsable de I'oidium du plantain.

Nous avons tout d’abord étudié en particulier un trait de I'agent pathogéne : sa capacité a
produire des structures sexuées permettant la survie hivernale du champignon : les
chasmotheces. Contrairement a I'attendu ces structures peuvent étre produites méme par
des cultures issues de spores uniques. La variabilité dans la production de ces structures
dépend a la fois du génotype du pathogene et de I'environnement (ici la température), mais
aussi de l'interaction entre ces deux facteurs. Son déterminisme est donc complexe, ce qu’il
faudra mieux comprendre du fait de I'importance de ses structures pour le passage de I'hiver
et donc la capacité de maintien d’une sous-population d’une année sur I'autre.

En outre, aI’échelle locale (une seule sous-population de plantain), un suivi de la dynamique
de la maladie a été couplé au génotypage détaillé des lésions en fin de phase épidémique.
L’analyse statistique de I’ensemble de ces données a permis de montrer que les différentes
souches (= génotypes) de pathogénes ne contribuent pas de maniére équivalentes a
I’épidémie localement (variabilité dans la performance des génotypes). La diversité génétique
de I'agent pathogéne joue ainsi un réle majeur dans la dynamique de la maladie.

Publications associées

Tollenaere, C.; Laine, A.L. Investigating the production of sexual resting structures in a plant
pathogen reveals unexpected self-fertility and genotype-by-environment effects. Journal of
Evolutionary Biology 2013, 26, 1716-1726, d0i:10.1111/jeb.12169.

Soubeyrand, S.; Tollenaere, C.; Haon-Lasportes, E.; Laine, A.-L. Regression-Based Ranking of
Pathogen Strains with Respect to Their Contribution to Natural Epidemics. Plos One 2014, 9,
doi:10.1371/journal.pone.0086591.
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6. Découverte de nouveaux virus de plantes grace a une approche sans a priori ‘virome’

Les nouvelles approches de séquencage, avec une détection moléculaire sans a priori de
I’ensemble des virus d’un échantillon (approche ‘virome’), permettent de mettre en évidence
la part immergée de l'iceberg de la diversité virale [16]. Ces techniques ont été relativement
peu appliquées aux virus de plantes en Afrique, a I'exception de quelques études telle que
Palanga et al [92] décrivant le virome du niébé au Burkina Faso. Mais elles sont en plein essor
en conséquence de leur applications importantes gérer les risques phytosanitaires (voir [93]
pour une revue). Bien que tous les virus ne soient pas des agents pathogénes chez les plantes
(ils peuvent étre bénéfiques [94]), ces nouvelles techniques de métagénomique sont un outil
puissant pour documenter la biodiversité virale, générant des informations précieuses
préalable a la description de leurs interactions avec leurs hotes et aux recherches de méthodes
de lutte.

Afin de caractériser la diversité microbienne associée aux rizieres étudiées dans I'Ouest du
Burkina Faso, nous avons appliqué I'approche VANA (Virion-Associated Nucleic Acids, voir par
exemple [92]) avec Nils Poulicard et Martine Bangratz, et en collaboration avec I'équipe de
Philippe Roumagnac (Cirad, UMR PHIM). Les séquences obtenues se sont révélées
correspondre comme attendu au virus de panachure jaune du riz (RYMV) pour un certain
nombre d’échantillons, mais nous avons de plus découvert des séquences virales inattendues
pour le riz au Burkina Faso.

En particulier, nous avons découvert un virus de la famille des Bymovirus, proche du RNMV
(Rice necrosis mosaic virus), un virus du riz transmis par un protiste du sol (Polymyxa graminis),
décrit en 1967, n’ayant été jusqu’alors identifié qu’en Asie (Corée et Japon). Les séquences
VANA-Illumina initiales ne permettant pas la reconstruction du génome complet, nous avons
poursuivi les investigations en combinant des approches de séquencages Sanger et ONT
Minlon, avec des difficultés dues a la conservation des échantillons, a la distance génétique
entre ce virus et la référence la plus proche dans les bases de données, ainsi qu’aux co-
infections avec le RYMV. Les résultats récemment acquis montrent que le génome de ce virus
(Figure 11a) est trés distant de son plus proche parent (génome du RNMV du Japon) avec pour
'ARN1: 68.2% d'homologie seulement au niveau nucléotidique (nt); 86.0% au niveau
protéique (aa) et pour 'ARN2: 52.6% nt; 45.4% aa. Il s’agirait donc d’une nouvelle espéce
virale.

Des amorces spécifiques de ce virus, utiles pour le diagnostic (deux fragments : 178bp et
450bp) ont été dessinées. Il a ainsi été mis en évidence sur plusieurs années (notamment a
Badala en 2017 et en 2021). Au sein des parcelles étudiées, le niveau de prévalence peut
atteindre 25% (quatre plantes positives sur 16 plantes échantillonnées a BLO7, site de Badala,
en 2017). Ce virus est présent dans les trois zones d’études (Figure 5), avec une diversité
génétique régionale assez importante au niveau des séquences de Coat Protein CP (0.162
substitutions/site entre les échantillons de Badala et Tengrela, Figure 11b).
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Des tentatives d’infection expérimentale afin de décrire les symptomes induits par ce
nouveau virus sont en cours au Burkina Faso mais restent infructueuses jusqu’alors.

D’autres virus ont aussi été découverts dans les échantillons de riz collectés au Burkina Faso
et analysés par VANA-Illumina, notamment des geminivirus (MSV, Maize Streak Virus, le virus
de la striure du mais, et le MSRV, Maize Streak Reunion Virus, un virus inconnu en Afrique de
I’Ouest) [95], ainsi que plusieurs virus non encore décrits dans la littérature (familles des
Bromovirus et Tymovirus notamment).

Figure 11 : Résultats obtenus sur le Bymovirus identifié chez le riz au Burkina Faso.

a. Représentation schématique de la structure du génome, obtenu par homologie de
séquences en acides aminés avec les plus proches virus connus.

b. Arbre phylogénétique (méthode de Neighbor-Joining) incluant des échantillons issus de
deux parcelles de sites (Badala et Tengrela) distants d’une centaine de kilométres.

RNAT1 (7.6kb)

Polyprotein

i: 7 v v b
VPg | Nla-pro l NIb RdRp | (48|
= 45— pool17BL0O7_CP Site de

s | 17BLO7_MP1784_CP Badala, BL
17BLO7_MP1776_CP

oL 17BL07_MP1785_CP
17BLO7_MP1775_CP
16TG02_MP1178_CP Site de

}

5’ (Pg:

219 Sneind

T€ZE
S9vE +

LLT
LLOT
LSTT
SO0Y =—<
vy
9.9
0S0L =
STzL

RNA2 (3.6kb) 10l 161G02_MP1180_cP I Tengrela, TG
= 7 Cleavage by Nla-pro Référence RNMV
5'{Pg— Polyprotein ‘l—w 3
: 0.05
| P2

(1)89

€6
py9ge ==
T9S€E

Les perspectives de ces travaux sont coordonnées par Nils Poulicard (projet ANR JCIC
SPADYVA). Il a notamment déja montré que le MSV est présent sur le riz au Burkina Faso avec
deux souches : MSV-A, connue pour infecter le mais partout dans le monde et causer des
pertes économiques tres importantes [95, 96] et MSV-G, absent du mais mais majoritaire sur
riz. Des manipulations réalisées avec un clone infectieux montrent que les deux souches
infectent le riz, produisant des symptémes ressemblant a ceux du MSV sur mais et réduisant
la taille des plants. La capacité du riz a étre infecté par le MSV avait été montrée
expérimentalement par le passé [97], mais ces résultats constituent la premiere étude
incluant des données moléculaires et montrant le riz ‘naturellement’ infecté au champ.

Ces données ne sont pas encore publiées mais trois publications sont en cours de
préparation.

Ce travail élargit notre connaissance du cortege parasitaire du riz au Burkina Faso par la mise
en évidence d’agents pathogénes inconnus. La poursuite de ce travail inclurait la détection
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systématique de ces nouveaux virus dans les échantillons collectés entre 2015 et 2019. De
nouvelles co-infections ‘virus-virus’ seraient ainsi détectées. Par exemple, nous avons déja
montré que parmi les quatre plantes infectées par le Bymovirus, sur 16 plantes
échantillonnées a BLO7, site de Badala, en 2017, deux sont aussi infectées par le RYMV.

Plus largement, I’étude des infections multiples inclurait la diversité de ces virus mais aussi
des autres agents pathogénes, vers une meilleure appréhension de la complexité de la
diversité microbienne associée au riz dans les sites étudiés.

Quelques éléments de discussion pour conclure sur les travaux de recherche

Le vaste travail de terrain que j’ai mené au Burkina Faso en collaboration avec I'INERA (voir
Figure 5 et Tableau p46) a été mis en place dans le cadre du projet ‘e-Space’ (voir la liste des
projets p06) pour comparer la riziculture irriguée et la riziculture de bas-fond. Il s’inscrit dans
un contexte plus large de I'étude de |'effet de I'intensification agricole sur les maladies et les
communautés microbiennes associées aux cultures. L'intensification agricole est ici vue au
sens large, comme un changement de pratiques (notamment la fertilisation) et une diminution
de la biodiversité végétale.

Dans une reflexion conjointe au sein du projet ‘e-Space’, une étude a aussi été menée dans
I'agrosysteme rizicole des terrasses du Yuanyang, vieux de plus de 1300 ans, ou la extréme
diversité génétique des variétés de riz cultivées est probablement a I'origine de la rareté des
épidémies [98]. Récemment des variétés modernes ont été introduites, dont le microbiome
est différent de celui des variétés traditionnelles (mais leurs niveaux de diversités ne sont pas
significativement différents). Le microbiome racinaire est globalement trés riche dans ce
systeme, tel un miroir de la diversité des variétés cultivées [99]. En outre, une étude du virome
a montré la présence du Rice Black-Streaked Dwarf Virus (RBSDV) avec des prévalences
importantes et des différences entre variétés [100]. La question se pose ainsi des
conséquences des changements récents dans cet agrosystéme sur le risque d’émergence des
maladies du riz.

L'intensification agricole agit a plusieurs niveaux. En particulier, I'effet de la fertilisation sur
les maladies des cultures est bien documenté, et cela joue probablement un réle important
dans les résultats que nous avons obtenus au niveau des symptomes plus fréquents dans les
périmetres irrigués et des communautés microbiennes associées aux racines plus riches.

Cependant d’autres facteurs sont aussi importants, et notamment celui de la biodiversité
végétale au sens large, incluant la diversité d’espéces et de variétés cultivées (simultanément
ou en rotation), mais aussi les plantes voisines (sauvages ou cultivées). Ainsi les rotations entre
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céréales et légumineuses réduisent les dégats liés au maladie, et ce indépendamment de
I'apport de fertilisation [101].

Au sein de I'espece cultivée, la diversité génétique des hotes peut procurer une sorte de
protection contre les agents pathogenes [102], avec quelques études ayant montré I'effet de
la biodiversité sur I'intensité de I'infection par des virus de plantes [103, 104]. De méme, en
populations naturelles, dans la metapopulation de plantain lancéolé de 'archipel d’Aland, les
patrons de liens entre biodiversité végétale et infection dans les sous-populations en paysage
naturel ont été comparés a des sous-populations situées en bordure de champs cultivées. Les
résultats montrent que la biodiversité virale était négativement corrélée a la biodiversité des
plantes dans les populations naturelles, tandis que ce n’était pas le cas dans les populations
situées en bordure de champs cultivées [105]. En outre, comme montré précédement pour
les champignons (Publication 14), une forte connectivité entre populations de plantes hotes
est corrélée a une diminution des prévalences d’infection virale [105], probablement en
conséquence d’une résistance plus forte dans les populations bien connectées, résultant de la
sélection naturelle exercée par les agents pathogénes dans les populations naturelles.

Ainsi, pour les especes cultivées, le maintien de la diversité des plantes (intra- et inter-
spécifique) joue un réle fondamental pour la protection des cultures [106]. Au contraire, les
monocultures a grande échellle et I'intensification constituent un risque face aux agents
pathogénes, et pas seulement en termes d’épidémies végétales, mais aussi au niveau de la
santé animale ou humaine [107]. Ce lien entre santé des plantes, des animaux et des hommes
(concept de ‘One Health’ = ‘Une seule santé’) est aussi illustré pour notre modéle biologique :
les périmeétres irrigués rizicoles sont ainsi des lieux de plus forte transmission du paludisme en
Afrique [108].
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Tableau: Bilan partiel des résultats obtenus dans les six sites d’étude lors des campagnes d’observations et d’échantillonnages réalisées entre
2015 et 2019 dans I'Ouest du Burkina Faso, en termes de maladies majeures du riz (symptomes observés entre 2016 et 2019), de diversité
génétique du riz (marqueurs SNP, échantillonnage 2018) et de diversité microbienne associée aux racines du riz (approche metabarcoding,

échantillonnage 2018). IR : riziculture irriguée ; BF : bas-fonds

Maladies (période 2016-19)
Fréquence de parcelles avec

Diversité

Richesse spécifique du
microbiome racinaire

Nombre parcelles (2018)
Zone géo- Site Type de Latitude étudiées , symptomes . génétique Rhizosphére
graphique riziculture Longitude Fréquence de plantes symptomatiques du riz Racines
2015/16/17/18/19 RYMV | BLS | Pyricu- | Helmintho- (2018) Bactéries Champignons
lariose sporiose (16S) (ITS)
Badala 11.368 48.1% 37.0% 29.6% 51.9% 238.1 75.0
BF 0/6/8/7/6 0.117
B BL -4.373 6.0% 3.9% 3.5% 15.7% 300.3 39.7
ama
Bama 11.390 59% 50.0% 52.9% 82.4% 279.8 58.8
BM R -4.410 0/10/8/9/7 0.6% 14.7% 8.6% 35.1% 0-131 273.6 42.5
Senzon 11.288 23.1% 15.4% 23.1% 88.5% 108.0 76.7
B SZ oF -4.829 075171717 1.9% 1.9% 4.1% 45.4% 0-124 263.1 40.7
anzon
Banzon 11.335 75.8% 48.5% 48.5% 81.8% 201.3 57.3
BZ R -4.796 12/8/8/11/6 23.3% 8.5% 9.1% 31.6% 0.108 248.9 39.0
Tengrela BE 10.648 0/5/7/7/6 24.0% 12.0% 48.0% 92.0% 0.132 84.9 75.7
Karfieuel TG -4.838 6.0% 1.0% 14.3% 39.0% ’ 163.4 69.3
arfiguela
& Karfiguela R 10.678 12/9/8/9/8 59% 29.4% 61.8% 82.4% 0.130 344.3 77.0
KA -4.813 02% 7.2% 18.4% 27.8% ’ 342.9 42.3
30.5% 32.1% 44.0% 79.8% 209.4 70.1
Moyenne - - 0/7.2/7.7/8.3/6.7 0.124
6.3% 6.2% 9.7% 32.4% 265.4 45.6
30.2% 33.5% 45.3% 79.9%
Global - - 24/43/46/50/40 0.137
6.5% 6.7% 9.9% 32.2%
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Projet de recherche

Mes perspectives de recherche se placent dans la continuité des activités en cours. Je
poursuis mes activités en partenariat avec mes collegues de la sous-région ouest-africaine, en
particulier 'INERA au Burkina Faso.

Au cours des années a venir, mes activités de recherche se focaliseront plus particulierement
sur les aspects de la biologie évolutive des populations d’agents pathogénes en contexte de
co-infection.

En particulier, je prévois de me focaliser sur les conséquences évolutives de la co-infection
au travers de trois questions spécifiques :

1) l'impact de la co-infection sur la structuration des agents pathogenes ;
2) la caractérisation de la diversité génétique intra-hote chez les virus ;
3) l'effet de la co-infection sur I’évolution expérimentale d’un virus de plante.

Ces questions de recherche sont inclues dans le projet EVCOPAR, et donc le travail prévu
pendant les deux prochaines années (2022-2023) est déja financé par I’ANR.

Obijectif global : Focus sur les conséquences évolutives de la co-infection

La co-infection peut avoir des effets sur I'expression des symptomes et la multiplication intra-
plante, ces aspects ont été bien documentés pour certains modeles biologiques [26, 28] (voir
p20). En outre, tel que nous I'avions mis en avant dans notre revue parue dans Trends in Plant
Science en 2016 (Publication 15), de tels effets a I'échelle de la plante ont le potentiel pour
induire des effets a I’échelle populationnelle, avec donc des conséquences épidémiologiques
et évolutives de la co-infection, appelant la prise en compte d’une réalité biologique plus large
que le couple a deux espéces : un hote/un agent pathogene [109]. Les infections multiples ont
ainsi des effets significatifs, mais souvent imprévisibles sur la virulence globale (dégats causés
a I’hote) et la transmission des agents pathogénes.

Malgré leurs conséquences importantes pour la gestion des maladies dans les cultures, les
conséquences populationnelles en termes d’évolution des agents pathogenes et
d’épidémiologie restent peu explorées pour les maladies des plantes.

La dynamique des agents pathogénes pouvant étre influencée par la présence d’autres
micro-organismes, notamment d’autres agents pathogenes en co-infection, la prédire peut
nécessiter la prise en compte de la communauté d’agents pathogéenes susceptible d’infecter
simultanément un méme hote [110]. Plusieurs études ont montré que I'effet de la co-infection
sur les pressions de sélection appliquées a chacune des populations de pathogénes peut
conduire a des modifications drastiques de I’évolution de la virulence [111, 112]. Chez la souris
par exemple, des compétitions expérimentales ont montré que la présence d’une autre
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bactérie en co-infection conduit a la sélection de souches plus virulentes de Streptococcus
pneumonia [113]. Le changement de la valeur sélective effective de chacun des génotypes
d’agent pathogene peut avoir des conséquences importante sur I’évolution des populations,
contribuant au maintien de la variabilité au sein des populations de parasites, tel qu’illustré
par une étude sur des parasites de poisson [62]. Un travail de modélisation a aussi montré que
la présence d’une souche mutante était capable de ‘sauver’ une souche maladaptée de
I'extinction [114]. Ainsi, la facilitation en contexte de coinfection peut contribuer ainsi au
maintien sur le long terme de la diversité de deux souches d’agents pathogénes méme si l'un
est peu performant en infection simple. Cela a été montré pour Pseudomonas syringae chez
Arabidopsis thaliana : maintien dans la population d’une souche ayant systéeme de sécrétion
de type 3 défaillant [115]. Aussi, pour un virus de la tomate, deux souches de Tomato yellow
leaf curl virus (TYLCV) coexistent sur le long terme, ce qui ne peut pas s’expliquer par la mesure
de leur valeur sélective en infection simple mais seulement en co-infection [32].

La co-infection a aussi un impact sur I'épidémiologie. Par exemple, les plantes co-infectées
sont responsables de la transmission de plus de propagules chez un agent pathogéne fongique
[116] et les interactions intra-hotes déterminent la sévérité des épidémies chez des parasites
de daphnies [117]. Les conséquences de la co-infection peuvent aussi étre complexes, agissant
différentielle ment sur différents aspects du cycle de I'agent pathogene. Ainsi, chez le plantain
lancéolé de I'archipel d’Aland, la co-infection ou non avec un virus (Plantago lanceolata latent
virus, PILV) modifie le compromis entre niveau d’infection intra-hote et transmission pour le
champignon Phomopsis subordinaria [119].

La dynamique des maladies peut enfin étre directement affectée par I’évolution des
populations de pathogenes, elle-méme affectée par la co-infection. Prendre en compte
I’épidémiologie dans [I’évolution des populations de pathogénes peut changer
guantitativement les dynamiques, tel que représenté par la notion de rétroaction eco-évolutif
(‘eco-evolutionary feedbacks’) [118]. Des interactions complexes entre évolution et
épidémiologie peuvent émerger et cela reste a explorer en prenant en compte I'effet des
infections multiples.

Nous visons a tester I’hypothése suivante : la co-infection (entre plusieurs espéces ou bien
plusieurs génotypes) affecte les trajectoires évolutives des agents pathogénes et la dynamique
épidémique des maladies. Pour ce faire, une combinaison de travail de terrain mené au
Burkina Faso, d’infections expérimentales et de génomique virale et bactérienne est prévue
(Figure 12).

Tout d’abord, nous décrirons les structures génétiques des populations du RYMV et de la
bactérie Xo dans des sites ou ces maladies sont fréquentes et ont des incidences fortes
(‘hotspots’). L’hypothese testée est que la co-infection affecte la structuration des agents
pathogénes impliqués.

Des approches innovantes de séquencage seront réalisées en particulier pour le cas du virus
RYMV, afin de mettre en évidence la diversité intra-plante des populations virales, en termes
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de quasi-espéce virale (mutations récentes au sein de la plante infectée) et du cas de plusieurs
infections indépendantes entre plusieurs groupes génétiques distincts.

Enfin, des approches d’évolution expérimentale seront initiées : les populations virales
(RYMV) ayant évolué en contexte d’infection simple seront comparées a celles ayant évolué
en co-infection (présence de la bactérie Xo ou d’un autre génotype de RYMV), a la fois en
termes de génomique et de phénotype (charge virale et virulence sur riz sensible et capacité
a contourner la résistance du riz).

Bien que les maladies du riz soient I'objet de nombreuses études, de par I'importance de
cette culture dans l'alimentation humaine, les projets de recherche incluant I'étude
simultanée de plusieurs maladies restent rares. C'est aussi le cas plus généralement en
phytopathologie, voire dans la littérature sur les interactions hétes/pathogénes en général (y
compris animaux), avec peu d’études combinant travail de terrain avec des travaux
expérimentaux et génétiques visant a décrypter I'impact des interactions intra-hote entre
plusieurs espéces ou génotypes d’agents pathogenes sur I’évolution des populations et la
dynamique des maladies.

Globalement, mon objectif est de développer une approche populationnelle principalement
axée sur |'évolution et I'épidémiologie des agents pathogenes, appliquée a un pathosysteme
d’'importance agronomique majeure, avec des enseignements cruciaux pour une gestion
intégrée des maladies des cultures, et donc la santé des plantes qui est un enjeu de sécurité
alimentaire en Afrique subsaharienne.

Ce projet sera mené au sein de 'UMR PHIM, qui comprend des spécialistes de différentes
maladies du riz, plus particuliéerement dans I’équipe VICITA (compétences pluridisciplinaires
notamment en génomique virale, mécanismes des interactions plante-virus, diversité
génétique des virus) et en partenariat avec des collégues phytopathologistes au Burkina Faso,
apportant des compétences complémentaires et un accés au terrain rizicole.
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Un nouvel échantillonnage de feuilles de riz au Burkina Faso pour répondre a ces objectifs

Un nouveau protocole d’observations et échantillonnage dans les rizieres a été établi afin
de répondre spécifiquement aux problématiques des infections multiples impliquant le virus
RYMV et les bactérioses a Xanthomonas oryzae. Ce protocole a été réalisé en 2021 (données
en cours d’analyse) et sera renouvelé en 2022.

Notre objectif était de se placer dans des sites ol les maladies sont fortement présentes
(sites ‘hotspot’). Pour ce faire, nos données collectées entre 2015 et 2019 (voir Figure 6 et
Figure 7), ainsi que les connaissances des partenaires de I'INERA et la littérature, ont permis
de sélectionner trois sites d’étude.

Au sein de chacun de ces sites, des visites seront effectuées pendant la saison humide
(septembre a novembre). Une dizaine de champs sont sélectionnés dans chaque site, sur la
base de leur infection par au moins I'une des deux maladies (et idéalement les deux).

Dans chacun des champs étudiés (30 au total par an), un échantillonnage de type ‘aléatoire
stratifié’ (‘stratified random’) est réalisé au stade ‘maximum tallage’. La parcelle (25 metres
de c6té) sera divisée selon une grille comprenant 16 quadrats.

Dans chacun de ces quadrats, entre un et cinq échantillons seront collectés, de préférence
des échantillons symptomatiques pour la virose, la bactériose ou bien les deux maladies (mais
si un quadrat ne comprend pas d’échantillon symptomatique, un échantillon sera malgré tout
prélevé). Ainsi, jusqu’a 2 400 (30 champs*16 quadrats*5 échantillons) plantes pourront étre
étudiées chaque année.

Chaque échantillon consiste en un lot de trois feuilles de riz, placé dans une enveloppe, dans
un sachet contenant du silicagel. Les échantillons ensuite divisés en deux partie pour chacun
des partenaires du projet (INERA Burkina Faso et IRD Montpellier) et congelés a -20°C.

En plus de répondre aux objectifs spécifiques du projet de recherche, ce travail permettra
de mettre a jour la collection d’isolats de virus RYMV et de bactéries Xo circulant dans les
rizieres du Burkina Faso (avec des échantillons pouvant étre utilisés non seulement pour
étudier la diversité génétique, mais aussi leur pathogénicité).

En outre, des enquétes aupres des producteurs permettront de collecter les informations
majeures sur chaque champ étudié : variété de riz, itinéraire de fertilisation, rotation, type de
semis, etc

Des photos de six maladies majeures du riz (panachure jaune, bactériose vasculaire,
bactériose a stries foliaires, pyriculariose, helminthosporiose et curvulariose) sont présentées
aux producteurs afin de leur demander leur perception, en termes de fréquence d’une part,
et de dégats associés d’autre part, de chacune des maladies.

Ces informations, de méme que les données d’observations de symptomes sont saisies sur
smartphone en utilisant I'application KoboCollect.
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Figure 12 : Représentation schématique de I'ensemble du projet de recherche présenté

Echantillonnage aléatoire stratifié de feuilles de riz au Burkina Faso

/

v" Trois sites
v 10 parcelles/site
v Deux années: 2021-2022

N

20-25meters

Rice infected samples l

agents pathogénes

( Obijectif 1: Impact de la co-infection sur la structuration des\

1 Virus samples (potential RYMV-RYMV co-infection)

lViraI and bacterial isolates

( Objectif 2: Caractérisation de la diversité génétique intra- \
héte chez les virus

RYMV
samples

RT-PCR / CP seq
(bl

\ Population genetics /

RYMV-Xo Xo samples
co-infected
samples

PCR / MLVA
Targeted genetic
characterization "

/

and phylogenetics

RYMV field
samples
Targeted genetic
characterization
ONT L~ Whole-genome

s

experimental
samples

\

Minlon =y sequencing

N

Bioinformatic pipelines I_:\
to decipher intra-plant ’(3‘““}?

diversity

AN

évolution expérimentale

r Objectif 3: Conséquences évolutives de la co-infection par \

ﬁrial passage experimental infections
f f

3 isolates remstance breakdown ab|I|ty

Whole- genome sequencing

Mlnlon ".'ﬂv

- - -

|l - I - oo “as
-l o e = = =

Initial RYMV

population: Evaluation of virulence and

vam

treatment
RYMV-RYMV
treatment

RYMV-Xo
treatment

Evolved RYMV
population

\S

)

[51]



Objectif 1 : Impact de la co-infection sur la structuration des agents pathogénes

Nous visons a décrire la structuration génétique des populations d’agents pathogenes du
riz dans des sites fortement touchés par ces maladies.

Des résultats ont déja été obtenus pour le virus de la panachure jaune du riz dans le site de
Banzon (voir Figure 10). Pour cette virose, il s’agira de poursuivre la dynamique temporelle du
RYMV a Banzon, et d’étudier en outre un a deux sites supplémentaires, pour les années 2021
et 2022. Pour la bactériose du riz, des échantillons collectés entre 2015 et 2019 sont
disponibles et leur caractérisation de la diversité génétique est en cours de finalisation (voir
p41l).

Un travail de diagnostic sera tout d’abord réalisé sur I'ensemble des échantillons avec une
extraction d’acides nucléiques (ADN / ARN), suivie d’une RT et une PCR multiplex avec des
amorces RYMV et Xo. Cette étape permettra probablement de détecter d’autres échantillons
porteurs des agents pathogenes étudiés (en plus des échantillons symptomatiques), et ainsi
de mettre a jour la fréquence des co-infections RYMV-Xo sur la base de données moléculaires.

Ensuite, la diversité génétique de chacun des deux agents pathogénes sera étudiée selon
des méthodologies éprouvées. Le séquencage (Sanger) de la région CP (voir aussi p39) sera
ainsi réalisée pour tous les échantillons présentant du virus RYMV. En outre, pour chaque
échantillon présentant la bactérie Xo, nous suivrons le protocole de génotypage MLVA des Xo
[91] (voir p41).

Si possible ces données génétiques seront complétées par des données expérimentales
permettant d’évaluer la pathogénie des groupes génétiques obtenus (voir p40 pour le RYMV).

L'analyse des données obtenues permettra tout d’abord de mettre a jour nos
connaissances sur la diversité génétique de chacun des agents pathogénes étudiés
indépendamment. En effet, ces données compléteront I'étude réalisée entre 2015 et 2019.
Méme si le protocole d’échantillonnage est différent pour cette nouvelle campagne 2021-
2022 ; les résultats pourront étre discutés sur I'ensemble de la période (8 ans). Cela pourrait
apporter une nouvelle vision de la dynamique de la diversité génétique des populations de
ces deux agents pathogenes majeurs du riz.

En outre, afin de tester notre hypothése d’un effet de la co-infection sur la structuration
génétique des populations, nous analyserons la structure de chaque agent pathogéne a une
échelle fine (intra-champ), au regard de la présence de |'autre agent pathogéne, voire au
regard de la présence de chacun des génotypes de cet autre agent pathogéne en interaction.
Nous analyserons ainsi, par exemple, si certains génotypes viraux se retrouvent plus rarement
associés a la présence de la bactérie en co-infection. Un tel patron peut étre attendu sachant
gu’une interaction réciproque existe entre les deux agents pathogénes considérés, avec un
effet négatif sur le virus, et que les génotypes viraux ne sont pas tous affectés de la méme
maniére par la co-infection (voir Figure 4).
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Objectif 2: Caractérisation de la diversité génétique intra-hote chez les virus

L’analyse génétique des échantillons de riz infectés par RYMV, X. oryzae ou les deux révelera
probablement des suspicions d’échantillons co-infectés par plusieurs génotypes au sein de
chaque espéce (au travers de double pics dans les séquencages Sanger de la CP RYMV, et dans
les génotypages de Multi Locus VNTR chez Xo). Je me focaliserai sur le travail portant sur le
virus RYMV, tandis que celui sur les bactéries Xo est porté par Sebastien Cunnac et Mathilde
Hutin (projet financé par le Labex Agropolis).

Ces échantillons suspectés de présenter plusieurs isolats de RYMV seront analysés par
séquencage de troisieme génération : Oxford Nanopore Technology (ONT), permettant
I'obtention de longues séquences. Au préalable, une validation de la méthodologie est en
cours, avec le séquencage d’échantillons co-infectés artificiellement (mélange de deux plantes
infectées chacune par un isolat de RYMV différent) par différentes méthodes moléculaires
préalables au séquencage : reverse transcription avec des amorces spécifiques au RYMV,
oligo-dT (comme [120]), ou bien aléatoires (voir [121]). En effet, bien que le virus RYMV n’ait
pas de terminaison poly-A, nos résultats préliminaires ont montré que le RYMV est bien
séquencé en utilisant des amorces oligo dT (résultat non attendu, obtenu dans 'objectif de
séquencer le Bymovirus, voir p42-43). Les niveaux de multiplexage seront aussi testés afin
d’obtenir des données de qualité optimale tout en contrélant le cout des manipulations.

Les objectifs sont : 1/ de détecter la présence ou non d’une co infection de plusieurs souches
du RYMV, et 2/ de caractériser les génomes des différentes souches. Ainsi, nous pourrons
reconstruire les génotypes viraux co-infectant simultanément une méme plante. En outre, et
bien que cet objectif soit probablement difficile a réaliser, nous tenterons aussi de quantifier
les proportions de chacune des souches en mélange au sein de la plante.

Pour ce faire, les outils bio-informatiques disponibles seront testés, tels que par exemple le
programme NANO Q, mis au point pour le virus de I'hépatite C [122], ou encore Variabel, qui
a été mis au point pour analyser des données de séquencage de SARS-CoV-2 [123]. De
nouveaux outils adaptés a nos besoins pourraient étre mis au point si besoin.

Ces techniques de séquencage de troisieme génération offrent de belles promesses pour
I’avenir dans différentes disciplines, dont la virologie végétale [120]. En outre, cette technique
est plus facilement susceptible d’étre appliquée dans les pays du Sud tel que le Burkina Faso,
grace a la portabilité des séquenceurs [124, 125]. Ici, elles nous permettent de répondre a des
guestions qui pouvaient difficilement étre abordées par les méthodes classiques. La diversité
virale pourra ainsi étre abordée, non plus seulement a I’échelle de la population de plantes,
mais plut6t a I’échelle intra-plante, offrant de belles perspectives, pour les céréales comme le
riz, mais aussi notamment pour les plantes pérennes. Inclure la diversité intra-h6te dans notre
appréhension de la biodiversité virale permet une meilleure compréhension des mécanismes
d’évolution virale, y compris ceux agissant lors des émergences de nouvelles épidémies.
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Objectif 3 : Conséguences évolutives de la co-infection par une approche d’évolution

expérimentale

Des expériences d’évolution expérimentale (passages en série) vont étre lancés afin de tester
I'effet de la présence/absence d’un autre agent pathogéne en co-infection (soit une autre
espeéce, ici Xanthomonas oryzae Xo, soit un autre isolat de la méme espeéce, ici un autre isolat
de RYMV) sur la trajectoire évolutive de la population de virus de la panachure jaune du riz
(RYMV).

En effet, sachant que la présence de Xoc réduit la charge virale de RYMV en co-infection
expérimentale, par rapport au témoin mono-inoculé (Figure 4), nous pouvons attendre un
effet de goulot d’étranglement de la population de RYMV, réduisant la diversité virale intra-
plante, en co-infection avec la bactérie, par rapport au contexte d’infection simple par RYMV.
En outre, nous savons que les isolats viraux de RYMV ont des capacités contrastées de
contournement de la résistance du riz [126], mais les conséquences des co-infections par
plusieurs isolats de RYMV (RYMV-RYMV) sur la résistance génétique du riz (possible
complémentation, i.e. le ‘sauvetage’ d’isolats incapable de se développer dans des plantes
résistantes, par la présence d’un isolat capable de contournement) n’ont jamais été étudiées.
Enfin, et plus généralement, les pressions de sélection sont affectées par les interactions intra-
plante entre agents pathogénes en co-infection, si bien que l'issue de I’évolution des
populations de pathogenes, en termes de virulence, seront probablement affectées par la
présence/absence d’une autre espéce ou un autre génotype d’agent pathogene [111].

Les traitements réalisés incluront 1/ des contextes de co-infection, avec Xo, ou avec un autre
isolat de RYMV et 2/ des témoins en mono-infection. Ces traitements seront réalisés sur trois
isolats de RYMV représentant un échantillon de la diversité de RYMV présent dans les sites
d’étude (Figure 10 et résultats a venir, voir p52).

Les interactions entre RYMV et Xo dépendant du génotype de RYMV considéré (Figure 4), les
trois isolats utilisés en évolution expérimentale seront choisis sur la base d’une expérience
préliminaire évaluant |'effet de Xo (isolat issus du méme site que RYMV) sur un lot de 12 isolats
de RYMV (quatre isolats pour chacun des trois groupes génétiques majoritaires, les mémes
gu’étudiés en infection simple, voir p40) représentant la diversité génétique des sites d’étude.
A partir de cette expérience préliminaire, nous sélectionnerons les patrons les plus contrastés
en termes d’impact de la co-infection, pour la suite des expérimentations.

Les expériences d’évolution expérimentale comprendront 10 conditions (chacun des trois
isolats de RYMV en co-infection avec les autres isolats de RYMV ou avec Xo, et les témoins
mono-infectés, plus le témoin non infecté), sur une variété de riz trés sensible, IR64 et une
variété résistante, Gigante, ce qui conduit a un total de 20 traitements.

Chacun de ces traitements sera répété 3 fois, ce qui constitue 60 comparaisons de populations
‘initiales’ vs ‘évoluées’. Les passages en série seront réalisés tous les 14 jours, avec un total de
6 passages, la durée totale de I'expérience étant estimée a 3.5 mois.
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Les phénotypes des populations virales ‘initiales’ et ‘évoluées’ seront caractérisés grace a des
expériences d’infections expérimentales sur un lot de six variétés de riz (les deux variétés
utilisées pour les passages en série et quatre autres, sélectionnées pour représenter les
différents alléles/génes de résistance au RYMV chez le riz, voir [127] et les références inclues).
L'issue de ces infections sera évaluée en terme de symptomes et de charge virale intra-plante
(selon des méthodologies similaires a celles utilisées actuellement, voir p40).

Puis, sur la base de ces résultats phénotypiques (symptémes et multiplication intra-plante),
nous sélectionnerons un sous-échantillon de paires d’isolats de RYMV et variétés de riz (par
exemple, montrant des phénotypes de contournement de la résistance ou bien de virulence
accrue sur riz sensible) pour des comparaisons de la génétique des populations virales initiales
vs évoluées. Pour ce faire, des séquencages génomiques seront réalisés par technique ONT
(voir p53) afin d’identifier les régions génomiques affectées, voire les mutations ponctuelles
impliquées

L'ensemble de ces expérimentations, a venir dans les serres tropicales de I'IRD a Montpellier,
permettra d’obtenir 1/ des résultats plus détaillés sur les effets « génotypes-spécifiques » des
interactions RYMV-Xoc (voir p25), incluant potentiellement des différences entre isolats
partageant les mémes sites, et donc potentiellement des conséquences évolutives, 2/ des
résultats sur la composition génétique et la virulence de populations virales ayant évolué
expérimentalement dans un contexte de co-infection, soit avec d’autres génotypes, soit avec
d’autres espéces, avec potentiellement la mise en évidence d’isolats contournant la résistance
ou avec des niveaux de virulence modifiés.

Ces résultats seront analysés a la lumiére de ceux obtenus pour répondre aux objectifs 1 et 2.
Ainsi, par exemple, nous tenterons alors d’identifier des régions génomiques impliquées dans
la réponse ou non, a I'effet de la co-infection. Les génomes et fonctions des génes sont bien
connues pour ces agents pathogénes du riz [126, 128, 129], si bien que des régions
génomiques divergentes qui pourraient étre identifiées au cours de ce projet, pourraient
ensuite étre assigner a des fonctions spécifiques chez les agents pathogenes considérés.
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Conclusion

Implications pour la compréhension de la dynamique des interactions hdtes / agents
pathogénes

La compréhension de la dynamique de la biodiversité est un enjeu majeur des recherches sur
le monde vivant. Les interactions entre les hotes et leurs agents pathogéenes sont des moteurs
d’évolution de la diversité importants dans ce contexte, car ils peuvent avoir lieu sur des
échelles de temps écologiques (vie des organismes et période des épidémies).

D’une part, les populations d’hétes s’adaptent face aux pressions de sélection imposées par
les agents pathogeénes, et variables géographiquement, tel qu’illustré par nos résultats sur les
rongeurs (Publication 1, 2, 3, 6, 7, 9) et les plantes sauvages (Publication 14).

En retour, les agents pathogenes s’adaptent face a leurs hotes et aux facteurs abiotiques de
I’environnement (Publication 10). La diversité génétique des agents pathogenes peut étre
localement forte, structurée géographiquement, et contribue a déterminer l'intensité des
épidémies, tel qu’illustré par nos résultats sur un champignon pathogéne du plantain
(Publications 8 et 13) et un virus du riz (résultats non publiés sur le virus de la panachure
jaune, p39-40). Dans le premier systeme cité (plantain-oidium), des résultats récents
montrent que les épidémies les plus fortes ont lieu dans les parcelles ou les populations
d’agents pathogenes sont les plus diversifiées génétiquement, avec des souches ayant des
valeurs sélectives homogénes [130]. Les perspectives de nos travaux évalueront si des
résultats similaires peuvent étre obtenus dans notre pathosysteme, avec une plante cultivée
comme le riz.

Outre I’'hote et I’'environnement abiotique, I'environnement biotique des agents pathogenes
a un effet sur la dynamique des épidémies (comme par exemple I'effet d’un hyperparasite sur
la survie hivernale d’'un champignon pathogene du plantain, Publication 11; et I'exploration
de ces questions sur le microbiome du riz, résultats en preprint, p35-38). Cet environnement
biotique comprend les autres agents pathogenes pouvant infecter simultanément un méme
hote : contexte de co-infection. Ces co-infections sont fréquentes (Publication 15), que ce soit
entre plusieurs génotypes de la méme espéce (Publication 8) ou entre différentes espéces
d’agents pathogénes intra-réegne (chez les bactéries pathogénes du riz Publication 17,
résultats non publiés sur le virome du riz, p42-43) ou entre regnes (co-infections virus-
bactéries, Publication 16). La co-infection a un effet sur les symptomes induits et la
multiplication des agents pathogénes (revue dans Publication 15, exemple de la co-infection
virus-bactérie chez le riz, Publication 16). En santé animale et humaine, les interaction virus-
bactéries ont aussi des conséquences. Par exemple, les bactéries du genre Wolbachia
diminuent la charge virale et augmentent la résistance des drosophiles a certains virus [131]
ou encore, des bactéries du fumier inactivent le virus de I'hépatite A [132].
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De facon générale, les communautés de micro-organismes évoluent (en termes de
composition, d’abondance spécifique et de diversité génétique) rapidement [110]. L’évolution
de la population peut conduire a I'acquisition de nouvelles capacités écologiques (nouvelle
niche), comme en témoigne I'exemple de I'évolution de la résistance aux antibiotiques, un
enjeu majeur de santé publique. La modification des hiérarchies de compétition au sein des
communautés microbiennes conduit a des processus éco-évolutifs complexes [84, 110],
rendant indispensable le développement d’une approche holistique des interactions et de la
dynamique de la biodiversité chez les hotes et les agents pathogenes.

Applications pour le controle des maladies des cultures

La population mondiale est estimée pour atteindre 9.6 milliards de personnes en 2050,
conduisant a une forte augmentation des besoins alimentaires [133, 134]. L'Afrique sub-
saharienne est la région du monde ou la différence entre la consommation de céréale et sa
production est la plus forte, et on attend une multiplication par trois de la demande entre
2010 et 2050 [135]. Les pertes dues aux bio-agresseurs sont estimées entre 17 et 30% a
I’échelle mondiale, les dégats les plus importants étant observés dans les régions déficitaires
en production, avec une forte croissance de la population [56]. Ces pertes drastiques
montrent I'importance de développer de fortes stratégies de surveillance des maladies des
cultures [136] avec des solutions de contréle basées sur la science, et respectueuses de la
santé des hommes et de I’environnement.

Tandis que les médias restent focalisés sur la situation actuelle de pandémie, le monde reste
vulnérable aux maladies des cultures, qui, comme la Covid, peuvent se propager rapidement
dans le monde. La recherche scientifique se doit de développer de nouvelles approches pour
faire face a ce risque.

La résistance génétique des plantes est la stratégie majeure pour contréler les maladies des
plantes sans recours aux pesticides [137]. Un déploiement efficace des résistances nécessite
des connaissances détaillées sur les patrons spatio-temporels de 1) I'incidence des maladies
considérées, et 2) la diversité génétique des agents pathogénes responsables. Ainsi un bio-
monitoring des agents pathogenes des cultures, avec des technologies modernes et associé
aux informations sur l'agrosysteme (‘Next-generation biomonitoring’ [138]) sont ainsi
extrémement utiles pour les meilleures décisions de déploiement des résistances.

Cependant, 'une des limites majeures de la résistance génétique est I’évolution de variants
d’agents pathogénes contournant la résistance [139, 140]. La rapidité de I’évolution du
contournement de résistance dépend des caractéristiques de l'interaction (mécanisme de
résistance/contournement, mutations nécessaires et couts associés) mais aussi de I'intensité
de la pression de sélection. Ainsi, le contournement risque d’étre d’autant plus rapide que les
variétés résistantes sont largement cultivées. L'étude des mécanismes gouvernant I’évolution
du contournement de résistance est un aspect extrémement important et notre projet
propose d’y inclure un aspect largement ignoré : la présence d’autres agents pathogénes ne
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co-infection. En effet, les cultures ne sont pas soumises a un seul agent pathogéne mais a
I'attaque de nombreux bio-agresseurs. Par l'inclusion dans I’étude des interactions hotes-
pathogenes de la composante biotique de I'environnement et des interactions intra-hotes
(concept de pathobiome [11, 12], voir par exemple [141, 142]), ce projet contribue a apporter
un nouveau regard sur la maladie, avec des conséquences importantes pour la santé des
plantes. Il propose de considérer plusieurs maladies simultanément, ce qui pourrait permettre
de découvrir des interactions entre méthodes de contréle d’'une ou l'autre des maladies
étudiées et apporter des informations originales pour I'amélioration des méthodes de lutte.

L'étude des maladies des cultures et les solutions apportées par les recherches en
phytopathologie sont indispensables pour atteindre |'objectif de sécurité alimentaire
mondiale, énoncé sous le terme ‘Faim Zero’ dans les objectifs de développement durable des
Nations Unies [143, 144].
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