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INTRODUCTION

Dans un contexte de changement climatique global, tant dans les pays du Nord que du Sud,
les questions de recherche sont en constantes évolutions, en particulier s’agissant de
I'alimentation associée a une production durable, de qualité, plus respectueuse de
I’environnement et du consommateur. La protection des cultures contre toutes formes
d’agression biologique reste d’évidence un domaine stratégique ou toutes avancées seront
sans doute décisives pour assurer aux récoltes a la fois des rendements acceptables (sécurité
alimentaire) et des produits de qualité. Controler les bioagresseurs nécessite une approche
pluridisciplinaire allant du fonctionnement des écosystémes associé a |'épidémiologie,
jusqu’aux différents processus physiologiques et moléculaires qui régissent les interactions

entre la plante et I'agent pathogene.

La plante impacte directement sur son environnement, en particulier sur les propriétés
physico-chimiques du sol au niveau de la rhizosphére. La croissance et la physiologie de la
plante induisent des changements sur le plan de la minéralisation, de la teneur en matiere
organique, du pH, de la salinité et de la disponibilité en eau. Ces changements favorisent le
développement de communautés bactériennes en interaction (Atlung & Ingmer, 1997;
Baudoin, Benizri, et al., 2002; Dubey, Tripathi, et al., 2005; Flavier, Clough, et al., 1997). Les
études les plus récentes de phylogéographie assorties a des méthodes de datations
indiquent clairement que dés leur apparition les plantes ont été des hotes naturels des
bactéries (Gehrig, Schussler, et al., 1996), procurant une grande diversité d’habitats aux
caractéristiques avantageuses au bénéfice de la croissance bactérienne: support de

développement, taux d’humidité relativement constant et nutriments.

Les organismes bactériens associés aux plantes sont donc tres diversifiés et hautement
adaptés a leur environnement (Alfano & Collmer, 1996) et forment de véritables
communautés bactériennes complexes (Buckley & Schmidt, 2003; Buyer, Roberts, et al.,
2002). L'importance des taxons bactériens concernés atteste d’une diversité exceptionnelle
et leurs présences dans de trés nombreux taxons chez les procaryotes suggerent de grandes
variations en matiére de diversités génétique et phénotypique, et naturellement écologique.
Alors que certaines de ces bactéries sont commensales strictes, comme Symbiobacterium
thermophilum (Ueda, Yamashita, et al., 2004), ne survivant qu’a la surface de leurs hotes
sans apporter d’avantages ou d’inconvénients; d’autres possédent des propriétés
d’importance agronomique ou environnementale (Curtis & Sloan, 2004), traduites par des
phénoménes de mutualisme avec leurs hoétes. Le plus remarquable est I|’association

symbiotique plante-bactérie développée lors de la formation de nodules fixateurs de I'azote
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moléculaire atmosphérique en azote organique : la plante bénéficie ainsi d’'un apport azoté
nécessaire a sa croissance et la bactérie bénéficie d’un habitat exclusif sur le long terme
(Elliott, Chen, et al., 2007; Nap & Bisseling, 1990; Nelson & Child, 1981; Vandamme, Goris, et
al., 2002; Vasse, de Billy, et al, 1990). A [linverse, on observera des bactéries
phytopathogenes capables de provoquer des déreglements physiologiques chez la plante
hote pouvant aller jusqu’a la mort. Les dégats peuvent étre importants et provoquer des
épidémies sur de vastes territoires aux impacts socio-économiques considérables, comme
pour le feu bactérien d( a Erwinia amylovora (Grimault, Gelie, et al., 1994), ou encore dans
les régions tropicales sur les cultures de manioc attaquées par Xanthomonas axonopodis pv.
manihotis (Lozano, 1986). Notons que le pouvoir pathogéne chez les bactéries reste une
exception si I'on considere le peu de genres concernés face a I'immensité du monde
bactérien. Si I'on excepte les procaryotes fastidieux (difficilement ou non cultivables), les
bactéries phytopathogénes tombent dans moins de 10 genres. Néanmoins, leurs impacts
sociaux économiques sont considérables eu égard au développement de I’agriculture

moderne.

Sur le plan de I'écologie, la plante offre un habitat de choix pour les communautés
microbiennes, en particulier au niveau de la phyllosphere, qui se définit par 'ensemble des
régions externes émergentes, comme les feuilles, la tige et les fruits; au niveau de la
rhizosphere, qui se définit par les régions du sol sous l'influence directe du systeme
racinaire ; mais aussi au niveau des tissus vasculaires et des sites endophytes, qui se
définissent par les tissus internes tels que ceux des bourgeons, des tiges et les espaces
intercellulaires. Alors que la phyllosphere abrite de larges communautés bactériennes
diversifiées (Hentschel, Steinert, et al., 2000), elle est exposée a de nombreux et violents
changements atmosphériques et posséde un caractére instable en relation avec le stade
phénologique de I'h6te. La rhizosphere offre cependant des conditions de croissance plus
stable et supporte des communautés bactériennes plus complexes ol la concurrence
trophique est moins forte (Kiers & Denison, 2008; Kluepfel, 1993). A Iinverse, les tissus
internes des plantes sont plus complexes et ne permettent généralement I'établissement
gue d’'une communauté bactérienne marginale. Les tissus vasculaires sont généralement
distincts des sites endophytes et sont constitués par le xyleme et phloeme, offrant des
opportunités de colonisation a des bactéries spécialisées (Purcell & Hopkins, 1996; Vojnov,
do Amaral, et al., 2010) et des contraintes différentes : les vaisseaux du phloéme, constitués
de cellules vivantes, transportent de facon ascendante et descendante une séve élaborée
contenant des sucres fabriqués dans les feuilles. Ils nécessitent a la bactérie de disposer de
mécanismes ad hoc pour pénétrer dans les vaisseaux du phloéme, allant jusqu’a requérir
I’adaptation a un insecte, piqueur-suceur par exemple (Chatterjee, Almeida, et al., 2008;

Eden-Green, Balfas, et al., 1992). En revanche, les vaisseaux du xyléme sont constitués de
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cellules mortes et transportent de facon ascendante une séve brute, c'est-a-dire une
solution diluée de faible apport nutritif, de minéraux et de composés organiques simples
issue de I'absorption racinaire. Les bactéries phytopathogenes se développent au détriment
de leur héte en y provoquant des symptomes qui peuvent se décliner d’'une part au plan
local par un phénomeéne de mort cellulaire provoquant des dessechements, et d’autre part
sur le plan global par le développement de pourriture, de gales, de chancres, de tumeurs
résultant en la prolifération anarchique de tiges ou racines. Ces symptomes évoluent jusqu’a
se généraliser et provoquer des décolorations, le flétrissement ou encore la liquéfaction des

tissus. Ces symptdmes impactent directement sur les rendements des cultures.

Contrairement au traitement des champignons, les méthodes de lutte contre les bactéries
en général, et a fortiori contre celles qui sont adaptées a la survie dans le sol ou la
rhizosphere, restent tres limitées si 'on écarte de maniere justifiée 'usage de biocides
totaux ou d’antibiotiques. D’ou I'importance de caractériser de maniere approfondie les
interactions entre la plante et la bactérie. En effet, les nombreux déterminants de la
virulence peuvent avoir subi des pressions de sélection telles, que la physiologie de ces
organismes et les mécanismes de pathogénie tendent a refléter une spécialisation a I'héte.
Ces évolutions peuvent se faire par des mutations et des réarrangements génétiques
(évolution verticale), mais aussi par une sélection adaptative du contenu en génes de leurs
génomes par le biais de transferts horizontaux de genes: conjugaison, transduction et
transformation naturelle (Ochman, Lawrence, et al., 2000). Une partie de mes travaux de
recherches visent a déterminer si la relation existe entre spécialisation parasitaire, contenue

en genes, architecture et dynamique du génome.

R. solanacearum est un organisme modele pour I'étude des interactions plante-pathogéne,
et ce, a bien des égards. Les milliers de souches connues couvrent une exceptionnelle
diversité génétique attestée par les données phylogénétiques les plus récentes. En fait, ces
souches constituent un véritable complexe d’espéces dans lequel certaines souches sont
assignées dans différents écotypes, a savoir des souches partageant la méme niche
écologique (Cohan, 2001), et d’autres dont le spectre d’h6tes déja large ne cesse d’évoluer
(Denny, 2006; Hayward, 1991; Wicker, Grassart, et al., 2007; Wicker, Grassart, et al., 2002).
R. solanacearum est représentatif d’organismes vasculaires d’origine tellurique dont Ia
multiplication dans le xyleme induit un flétrissement de la plante. Les dégats sur les cultures
sont conséquents et sont estimés annuellement pour la filiere pomme de terre a plus de 750
millions d’euros. De plus, la présence de certaines souches de R. solanacearum dans le sol
entraine la mise en quarantaine des parcelles cultivées (Elphinstone, 1996). Les
connaissances et la description des souches de R. solanacearum ont largement progressé ces

dernieres années dans de nombreux domaines scientifiques et un récent systeme de
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classification hiérarchique basé sur des analyses phylogénétiques (Fegan & Prior, 2005)
propose de revisiter la diversité génétique chez R. solanacearum et résout les conflits de

classification préexistants.

Afin de comprendre [|'épidémiologie d’une maladie, il est nécessaire d’identifier les
communautés bactériennes concernées, la structuration de ses populations et leur écologie
afin de déterminer les dynamiques évolutives qui ont abouti a la diversité connue. Ainsi, la
these que j'ai entreprise s’inscrit dans la compréhension de la diversité phénotypique et
génotypique de R. solanacearum par une approche d’écologie moléculaire. A ce jour, nous
ne savons toujours pas quels sont les déterminismes biologiques qui font de
R. solanacearum un agent pathogene si bien adapté a la survie dans différents
environnements. Les nombreux efforts de caractérisation, génomique ces derniéres années,
ont permis des avancées dans les domaines de I'expression des genes et de comprendre les
cascades régulatrices des facteurs de virulence (Garbeva, Van Veen, et al., 2004; Hudson,
2008). Cependant, sans la caractérisation des traits phénotypiques, il ne sera pas possible de

faire le lien entre le contenu en gene, leur expression et I'épidémiologie d’'un organisme.

Ainsi, apres une synthese bibliographique (chapitre 1) qui traite des principaux aspects de la
diversité phénotypique, phylogénétique et génétique de R. solanacearum, je présenterai les
objectifs affichés dans mes travaux de thése. Ces travaux s’attachent dans un premier temps
a revisiter la diversité génétique et phénotypique de R. solanacearum en portant une
attention particuliere aux souches adaptées au froid qui provoquent le flétrissement sur
pomme de terre (chapitre 2). Ceci permettra en paralléle de dresser un bilan de la diversité
dans la phylogénie des souches présentes en Europe et dans le bassin méditerranéen et les
risques associés. Dans un second temps, la production de données de séquences de
génomes complets de souches représentatives du complexe d’espéces a permis de dresser
un bilan du pangénome de cet agent pathogene et d’en faire I'analyse en génomique
comparative (chapitre 3). Ces données permettront de mieux comprendre la dynamique du
génome associée au passé évolutif de R. solanacearum (chapitre 4) et surtout d’établir des
bases solides pour développer nos approches postgénomiques chez cet organisme modele,
par une stratégie utilisant les puces a ADN (chapitre5). In fine, les données
épidémiologiques confrontées aux données pangénomiques devront permettre d’orienter
les recherches de marqueurs moléculaires spécifiques des écotypes et de mieux comprendre

le passé évolutif de R. solanacearum.



CHAPITRE 1 : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE RALSTONIA
SOLANACEARUM ET LE FLETRISSEMENT BACTERIEN
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CHAPITRE 1 : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE
RALSTONIA SOLANACEARUM ET LE
FLETRISSEMENT BACTERIEN

R. solanacearum est un organisme modeéle pour I'étude des bactéries phytopathogénes
vasculaires d’origines telluriques. Cette espéce forme en réalité un complexe d’especes dont
les souches présentent une distribution mondiale (tropicale, intertropicale) et provoquent
un flétrissement sur plus de 200 espéces hotes réparties dans plus de 50 familles botaniques
(Hayward, 1994a). La gamme d’hotes inhabituellement étendue, sa constante évolution
(Denny, 2006; Hayward, 1991), ainsi que les risques économiques encourus aux productions
agricoles ont placé certaines souches de cet agent pathogéne dans la liste des organismes de
quarantaine en Europe ("Protective measures against the introduction into the Community
of organisms harmful to plants or plant products and against their spread within the

Community," 2000) et comme agent de bioterrorisme aux Etats-Unis (Lambert, 2002).
Récemment, R. solanacearum a été placé sur la liste des biens a double usage ; le controle
des exportations des biens et technologies a double usage est un outil pour lutter contre la
dissémination des armes conventionnelles et la prolifération des armes de destruction
massive ("Community regime for the control of exports, transfer, brokering and transit of
dual-use items," 2009), ce sont des produits susceptibles d'avoir une utilisation tant civile
gue militaire. La distribution de cet agent pathogéne au niveau mondial et sa capacité a
infecter de multiples hotes suggerent I'existence d’'une spéciation corrélée a son
développement dans les différentes zones géographiques et aux hotes. Le passé évolutif des
différents groupes de souches de R. solanacearum fait I'objet de nombreux travaux, (Coenye
& Vandamme, 2003; Genin & Boucher, 2004; Guidot, Prior, et al., 2007; Remenant, Coupat-
Goutaland, et al., 2010; Salanoubat, Genin, et al., 2002) mais de trés nombreuses questions
restent en suspens. Ainsi, des processus de spéciation naturelle seraient associés a des
phénoménes d’isolement géographique (Cook, Barlow, et al., 1989), ajoutés a des
contraintes environnementales de sélection exercées sur ces populations (Cohan, 2001). Cet
organisme présente une architecture mosaique du génome qui est organisé en deux
réplicons : le chromosome et le mégaplasmide. De plus, R. solanacearum est naturellement
compétente pour la transformation de I’ADN par un processus de transferts horizontaux de
génes, ce qui lui permet de se décharger ou d’accéder rapidement a de nouvelles
informations génétiques exogénes (Bertolla & Simonet, 1999; Bertolla, Van Gijsegem, et al.,
1997; Coupat, Chaumeille-Dole, et al., 2008; Guidot, Coupat, et al., 2009). L'’ensemble de ces

propriétés adaptatives a certainement permis une évolution rapide du génome de
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R. solanacearum, attestée par sa forte diversité et sa capacité remarquable a coloniser
pratiqguement I'ensemble des niches écologiques qui se sont présentées, du sol aux
vaisseaux de la plante (Salanoubat, Genin, et al.,, 2002). Avant méme |'avénement des
technologies d’exploration du vivant basées sur ’ADN, Buddenhagen (1986) avait bien percu
cet aspect original de la diversité chez cette bactérie en évoquant le fait qu’il existait

probablement plusieurs « Pseudomonas solanacearums ».

1 Cycle biologique et épidémiologie

R. solanacearum est un organisme phytopathogene qui se développe sous une forme
infectieuse dans une plante héte (Denny, 2006), mais aussi sous une forme latente dans une
plante non-héte (Swanson, Yao, et al., 2005), et dont les populations dans les tissus
vasculaires peuvent atteindre des densités importantes de I'ordre de 10® a 10 cfu/g de
tissu frais (Grimault, Anais, et al., 1994). Cependant, ce n’est pas un parasite obligatoire
puisqu’il est capable de survivre sous une forme saprophyte dans le sol (Messiha, van
Bruggen, et al., 2009; van Elsas, Kastelein, et al., 2000) et sous une forme planctonique dans
les eaux de surface et les rivieres (van Elsas, Kastelein, et al., 2001). Lors de la pénétration
dans les tissus, I’"h6te meurt généralement a I'issue du processus infectieux, mais il peut tout
aussi bien y survivre en continuant de se développer comme porteur sain (réactions dites
compatibles). Apres un cycle infectieux, I'agent pathogene est a nouveau disséminé et peut
ainsi contaminer d’autres hoétes. Si les conditions sont favorables: plante sensible,
conditions de croissance, forte pluviométrie... il est possible que R. solanacearum provoque
des épidémies a grande échelle (Coutinho, 2005; Hayward, 1991; Persley, 1986). La
production d’un exsudat bactérien important est aussi observable lors d’une lésion des
tissus externes de la plante hote infectée (Buddenhagen & Kelman, 1964). Ces
caractéristiques permettent a R. solanacearum une grande flexibilité d’adaptation et ainsi de
contaminer le sol, I'eau, le matériel agricole... Jusqu’a présenter pour certaines souches une

adaptation aux insectes (Buddenhagen, 2009).

La survie de R. solanacearum dans le sol est favorisée principalement par I'"humidité et la
température ; les ressources nutritives ne sont pas des facteurs limitant sa survie a court
terme, car la bactérie dispose de réserves lipidiques (inclusions de poly-B-hydroxybutyrate
ou PHB) (Alvarez, Lopez, et al, 2008). Cependant, d’autres facteurs limitent
significativement sa survie, comme un taux de matiére organique élevé (Gorissen, van
Overbeek, et al., 2004; Hayward, 1991; Schonfeld, Gelsomino, et al., 2003), la profondeur, la
nature des débris de plantes, la microfaune et la microflore environnante (Coutinho, 2005;
Hayward, 1991; Persley, 1986), ainsi que le type de sol. En effet, sa survie dans un sol dénué

de tout systéme racinaire est hypothétique sur le long terme et dépend de la nature et de la
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teneur en argile de la fraction du sol (Béreau & Messiaen, 1975; Hayward, 1991; Messiaen,
Béramis, et al., 1972; Shiomi, Nishiyama, et al., 1999) ; ces travaux ont montré un véritable
effet mécanique, réduisant a des niveaux indétectables les populations de R. solanacearum
présentes dans des sols lourds a haute teneur en montmorillonite et ont alors été qualifiés
de « suppressifs ». Inversement, certains sols tropicaux trés riches en argile de type
halloysite ou kaolinite (sols ferrallitiques) permettent a la bactérie une circulation trés rapide
et ont été alors qualifiés de « réceptifs ». D’une maniere générale, la communauté
scientifique considére plutot cet organisme du sol comme une bactérie rhizosphérique, que
réellement tellurique, ce qui explique en Afrique les attaques massives de flétrissement
bactérien observées a la premiere culture maraichére de solanées sur des parcelles
obtenues par déforestation de forét secondaire (Mahbou Somo Toukam, Cellier, et al.,
2009). En I'absence de I’hote pour s’établir, la survie bactérienne sur le long terme (> 2 ans)
est assurée par un sol riche en nutriments ou par la proximité d’une plante dont I'infection
latente lui permet d’avoir une ressource nutritive (Coutinho, 2005; Elphinstone, 1996; Janse,
van den Beld, et al., 2004; Pradhanang, Elphinstone, et al., 2000a). Ces infections latentes ne
donneront pas lieu a un flétrissement symptomatique malgré la forte densité de population
dans les tissus vasculaires (Elphinstone, 1996; Swanson, Yao, et al., 2005). Ainsi, la plante
conservera un aspect sain et deviendra un porteur sain pouvant disséminer R. solanacearum

dans le milieu extérieur (Grimault, Anais, et al., 1994).

La capacité a la survie dans I'eau est généralement excellente chez R. solanacearum, et c’est
ainsi qu’il est toujours conservé pendant plusieurs années dans certains laboratoires ne
disposant pas des équipements modernes, tels que des lyophilisateurs ou congélateurs a —
80°C. En revanche, certaines souches (rares) ne survivent que quelques semaines, mais en
général 'agent pathogéne peut survivre plus de 40 ans dans une eau pure comprise entre 20
et 25°C (Alvarez, Lopez, et al., 2008; Denny, 2006; Hayward, 1991; Schaad, Jones, et al.,
2001) ; d’ailleurs, le stockage dans I'eau pure est toujours considéré comme une bonne
solution. Il est aussi important de noter que I'eau joue toujours un role privilégié dans la
dissémination de R. solanacearum a travers le monde (Elphinstone, 1996; Swanson, Yao, et
al., 2005) notamment dans la dissémination massive des souches de Brown rot phylotype IIB
sequevar 1 introduites en Europe (Janse, 1996; Janse, van den Beld, et al., 2004). Par contre,
les conditions extrémes lui sont défavorables : températures (précisément pour un stockage
a 4°C), pH, concentration en sel ou autres contaminants (Caruso, Palomo, et al., 2005; van

Elsas, Kastelein, et al., 2001).
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Figure 1. Quorum sensing chez Ralstonia solanacearum

Figure issue du travail de Whitehead et coll. (2001). Régulation de pathogénie et de la

production d’acyl homosérine lactone (HSL) par une nouvelle molécule. Pour une densité

faible de cellule, la concentration de 3-Hydroxypalmitic acid methyl ester (30H PAME) est

faible, et la protéine PhcS phosphoryle PhcR ; cette derniere régule négativement le facteur

de régulation de transcription PhcA. Lors d’'une augmentation de la densité cellulaire, 30H

PAME dépasse la concentration critique et réduit I'activité « kinase » de PhcS. Ceci induit la

déphosphorylation de PhcR qui stoppe la régulation négative sur PhcA. La conséquence est

I'augmentation des produits des génes régulés par PhcA, comme les enzymes extracellulaire

et I'exopolysaccharide (EPS). PhcA régule aussi un systeme de quorum sensing (soll/solR) qui

régule I'expression de aidA, de fonction inconnue.

Figure 2. Culture de Ralstonia solanacearum sur milieu gélosé Kelman
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2 Quorum-sensing et conversion
phénotypique

Dans un environnement aussi complexe que celui dans lequel une bactérie évolue, de
nombreux stimuli peuvent affecter son développement: pH, osmolarité, température,
présence de nutriments... Les bactéries ont su développer des systéemes en réponse a ces
stimuli, allant jusqu’a changer leurs profils d’expression de leur génome (Clough, Lee, et al.,
1997; Huang, Denny, et al., 1993; Huang & Schell, 1992; Van der Zwet & Keil, 1979; Vojnov,
do Amaral, et al., 2010; Wosten, 1998; Yang, Crowley, et al., 2001). Cette sensibilité a
recevoir et a répondre aux signaux externes dans leur environnement, s’étend a la capacité
de communiquer avec les communautés microbiennes avoisinantes, par le biais de
molécules signales. La plupart de ces molécules ont été décrites comme faisant partie d’un
systéme de régulation communément appelé « quorum-sensing » (Zhou, Xia, et al., 2002).
L'effectivité de la signalisation réside dans la concentration extracellulaire de ces molécules
de faibles masses, précisément liée a une densité de population bactérienne. En atteignant
une concentration critique, ces molécules induiront une nouvelle phase physiologique pour
les cellules concernées. Chez R. solanacearum, il existe de nombreux exemples de régulation
par quorum-sensing, comme pour l'expression du régulateur transcriptionnel PhcA
(Brumbley, Carney, et al., 1993) (Figure 1) qui coordonne de nombreux facteurs de virulence
(Huang, Carney, et al., 1995). Le niveau de PhcA actif est directement corrélé avec la densité
de population bactérienne (Flavier, Clough, et al.,, 1997). Par ailleurs, plus de 50 ans
auparavant, avant méme que les systémes de quorum-sensing ne soient décrits chez
R. solanacearum, il a été rapporté que des variants spontanés de R.solanacearum
présentaient un changement de morphotype au niveau des colonies (Kelman, 1954); le
morphotype de ces variants passant sur un milieu de culture solide d’'un aspect fluide et
mugqueux (smooth) (Figure 2), a un aspect sec et rugueux (rough). Cette conversion
phénotypique est corrélée avec la perte du pouvoir pathogene, c'est-a-dire la capacité du
variant a causer tout symptome de flétrissement chez un hote sensible (Denny, Brumbley, et
al., 1994). L'apparition de ces variants phénotypiques est spontanée dés que la densité de
cellules atteint une forte densité critique, en relation avec un systéme de régulation de
guorum-sensing précédemment décrit. Des études montrent que la spontanéité de la
transformation d’une souche sauvage en variant phénotypique serait due a des insertions
aléatoires de matériel génétique dans le locus phcA, inhibant ainsi son expression
(Brumbley, Carney, et al., 1993; Jeong & Timmis, 2000). Pour les alléles de ce locus, phcAl a
été désactivé par l'insertion d’un fragment de 2 pb, induisant un décalage dans le cadre de
lecture et ainsi une troncature de la protéine exprimée. L'analyse de séquence révele qu’un

géne situé sur le locus phcA produit un composé qui est clairement identifié comme faisant
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partie de la famille des activateurs de transcription LysR (Henikoff, Haughn, et al., 1988). La
famille LysR est I'une des plus larges dans la régulation des procaryotes et ses membres sont
responsables de nombreux phénomeénes cellulaires, apparemment non liés entre eux. PhcA
a été associée a cette famille de par son homologie en N-terminal et son activation par une
molécule externe. La restauration de la virulence se fait par la levée d’inhibition ou
I'insertion de la séquence contenant phcA dans la bactérie affectée, suggérant la nécessité
pour la bactérie de I'expression de phcA pour le maintien de la virulence (i.e. production
d’endopolygalacturonase et d’endoglucanase...). En complément, des travaux sur tomate
ont révélé que la restauration se fait aussi en contact d’exsudats de racines de la plante hote
(Poussier, Thoquet, et al., 2003), impliquant I’'h6te dans I'expression des systémes de

virulence de R. solanacearum.

Récemment, des études ont montré que R. solanacearum était également capable de
transiter vers un état physiologique dit viable, mais non cultivable (VNC). Ceci peut étre
induit apres exposition a des ions cuivres, lors de chocs thermiques a des températures de
4°C ou en présence d’un sol autoclavé (Caruso, Palomo, et al., 2005; Grey & Steck, 2001; van
Elsas, van Overbeek, & Trigalet, 2005). La suppression de ces stress induisant I’état VNC ne
suffit cependant pas a la restauration de I'état viable et cultivable des cellules (Grey & Steck,
2001). Une fois entrées en stade VNC, les cellules sont métaboliqguement actives et
produisent de I’ATP et de I’ARN, mais ne sont pas visibles a la surface des milieux artificiels
de laboratoire. Elles sont néanmoins capables de croissance du fait de la présence intacte de
la membrane cytoplasmique et de I'élargissement du diameétre cellulaire en réponse a une
source de nutriments (van Elsas, van Overbeek, & Trigalet, 2005). La fraction de cellules en
état VNC se discerne des cellules mortes par comptage direct apres coloration au 5-cyano-
2,3-ditolyl chlorure de tétrazolium (van Elsas, Kastelein, et al., 2001). L’état VNC, qui peut
étre considéré comme un mécanisme de survie a long terme pour les bactéries non
sporulantes (Grey & Steck, 2001), n’est pas synonyme d’avirulence puisqu’elles sont
capables d’infecter et de se multiplier dans les tissus de plante. Ceci pourrait expliquer la

persistance de R. solanacearum dans la nature.



2. Prolifération bacterienne
dans les tissus du xyléeme !
restriction hydrique ) 3 %, Flétrissement, épinastie,

(ou infection latente) { A brunissement du collet

(détournement de la plante)

1. Adhésion et pénétration
par les racines
chimiotactisme, flagelle,

Vie saprophyte
pilus de type IV

Rhisosphére et sol

3. Apparition de symptémes

Figure 3. Cycle infectieux de Ralstonia solanacearum

Exemple du cycle infectieux de R. solanacearum sur pomme de terre (Solanum tuberosum) ;

le cycle est similaire pour les autres plantes, sauf pour les bananiers (Musa spp) pour

lesquels la contamination peut se faire aussi par la fleur male. a. observation de microscopie

de R. solanacearum; b. microscopie confocale de I'adhésion d’une souche de R.

solanacearum marqué a l'aide d’un reporter gfp fusion; c. test de I'eau montrant la

production massive d’exopolysaccharide par R. solanacearum dans les tissus infectés d’une

plante.; d. exsudation d’exopolysaccharides par I'anneau vasculaire d’'un tubercule de

pomme de terre (haut), et plant de pomme de terre flétri dans un champ (bas). Crédits

photos : D. Aldon ; C. Allen; C. Boucher; G. Cellier ; P. Champoiseau ; D.B. Langston ; CIP;

Université de Géorgie.



/DA S TRy T I & MR8 F W PERDI] TIE(IT LT OT 1778 B@fQ]r 17 IFr Ly 1

3 Meécanismes d’invasion de I’hote

R. solanacearum est un organisme parfaitement compétitif et adapté a la survie. Dans
I’environnement racinaire de certaines espéces, la bactérie peut alors pénétrer dans les
tissus de I’hote (Schmit, 1978), étapes universellement conservées chez toutes ces souches
et siege de la mise en place des mécanismes du pouvoir pathogene. La colonisation de I’h6te
se déroule en trois phases (Figure 3). Dans un premier temps, les racines sont les premieres
portes d’entrée de I'agent pathogéne dont les tissus internes sont mis a jour par des facteurs
naturels, comme la croissance des racines secondaire, des blessures occasionnées par des
nématodes, des éléments tranchants dans le sol... ou par des facteurs entropiques, comme
le travail mécanique du sol. Cette pénétration est permise par trois systémes en amont : le
chimiotactisme pour les exsudats racinaires (Yao & Allen, 2006), la mobilité, permise par les
flagelles (Tans-Kersten, Brown, et al., 2004; Tans-Kersten, Huang, et al., 2001) et I'adhérence
aux cellules hote (Kang, Liu, et al., 2002). Par la suite, la pénétration dans I'endoderme
demande, chez la tomate, de 2 a 6 jours (Schmit, 1978; Vasse, Danoun, et al., 2005; Vasse,
Frey, et al., 1995). La colonisation prend lieu d’abord dans |'espace intercellulaire du cylindre
central et du parenchyme vasculaire, pour finalement atteindre les vaisseaux du xyleme
(Vasse, Frey, et al., 1995). Les premiers symptomes de flétrissement apparaissent lorsque la
population dénombrée en milieu de tige est supérieure a 10’ cfu/g de tissu frais (McGarvey,
Denny, et al., 1999), alors que la concentration en exopolysaccharides, composé principal du
mucus chez R. solanacearum et facteur secondaire du pouvoir pathogéne, équivaut a
10 pg/g de tissus (Denny & Baek, 1991; McGarvey, Denny, et al., 1999). Ces comportements
physiologiques de R. solanacearum provoquent une occlusion du xyleme et donc une
restriction hydrique de la plante (Buddenhagen & Kelman, 1964; Denny, Carney, et al.,
1990). Une autre théorie présente ce mécanisme sous un autre angle : celui de la production
de toxines par R. solanacearum dans la plante qui conduit a une transpiration accrue en
agissant sur le fonctionnement des stomates. Mais des études ont montré que la premiére
hypothése semblait étre la plus plausible tant 'augmentation de la consommation en eau
n’était pas corrélée avec I'apparition des symptémes du flétrissement (Buddenhagen &
Kelman, 1964; Denny, Carney, et al., 1990; Van Alfen, 1989).

La capacité de R. solanacearum a s’adapter aux pressions environnementales permet de
comprendre son maintien au niveau mondial a I'état endémique dans de nombreux types de
sols, climat, couverts végétaux.. Connues pour étre adaptées a des environnements
tropicaux chauds, certaines souches de R. solanacearum sont aussi capables d’exprimer de la
virulence a des températures froides ; températures que I'on retrouve en altitude ou encore
dans les régions tempérées d’Europe. Les mécanismes de pathogénie dans ces conditions de

températures froides sont encore mal documentés et ne sont probablement pas retrouvés
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Figure 4. Survie de Ralstonia solanacearum dans des

tubercules de pomme de terre a température froide

Figure issue des recherches de Milling et coll. (2009)
montrant la cinétique de survie des souches UW551 (lI1B-1),
GMI1000 (I-18), et K60 (lIA-7), inoculées dans des
tubercules de pomme de terre (A) cv Russet Norkotah et
(B) cv Shepody. Les tubercules ont été infectés par R.
solanacearum a une concentration de 1 a 2 10°

cfu/tubercule a une température de 4°C.
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dans toutes les divisions de la phylogénie du complexe d’especes. Seules les souches de
phylotype Il africaines décrites sur les hauts plateaux au Cameroun (Mahbou Somo Toukam,
Cellier, et al., 2009) et les souches Brown rot de phylotype IIB sequevar 1 sont renseignées
comme tolérantes au froid (Figure 4) (Cellier & Prior, 2010; Elphinstone, 1996; Milling, Meng,
etal., 2009).

4 Diagnostic

La détection et [lidentification d’organismes bactériens sont des problématiques
complémentaires et interdépendantes. Si I'industrie pharmaceutique soutient largement la
mise au point de méthodes et autres kits de diagnostic pour les germes cliniques relatifs a la
santé publique, I'intérét pour les risques associés a l'introduction ou au développement
épidémique de phytobactérioses a mis plus de temps a émerger dans le domaine de

I'agriculture.

Une liste d’organismes placés sous quarantaine est dressée sous le contréle de I'Union
européenne ("Protective measures against the introduction into the Community of
organisms harmful to plants or plant products and against their spread within the
Community," 2000) en collaboration avec I'Organisation Européenne et méditerranéenne de
Protection des Plantes (OEPP). La méme politique est adoptée aux Etats-Unis (Lambert,
2002) ol R. solanacearum est désigné comme organisme de quarantaine et agent de
bioterrorisme (Bioterrorism Select Agent, BSA et organisme a double usage). De larges
efforts ont donc été consentis dans la recherche de lots contaminés par ces bactéries de
quarantaines. Toute méthode de détection ou d’identification est régie par cing points bien
précis : (i) ces méthodes doivent donner lieu a une description suffisamment exhaustive
pour caractériser I'agent pathogene détecté dans un échantillon donné ; (ii) Aucune de ces
méthodes ne peut prétendre a une identification, une sensibilité, une rapidité et une
spécificité équivalente pour tous les types d’échantillon : il faut qu’elle stipule ces propres
limites ; (iii) Les protocoles utilisés en amont ont une influence sur la qualité des protocoles
envisagés; (iv) les quantités minimales d’échantillons nécessaires sont sensiblement
différentes en fonction du protocole ; et (v) le colt de la méthode est important. La prise en
compte de nombreux facteurs comme la disponibilité des produits, la maintenance des
appareils scientifiques, les qualifications du personnel, ou encore le temps passé sur un

protocole conditionne en grande partie le choix de la méthode.

R. solanacearum est un habitant du sol qui se maintient dans des especes réservoirs : Douce-
ameére et autres mauvaises herbes (Alvarez, Vasse, et al., 2008; Berg, 1971; Elphinstone,
1996; Pradhanang, Elphinstone, et al., 2000a; Wenneker, Verdel, et al., 1999). Dans le cas
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Figure 5. Symptomes causés par Ralstonia solanacearum

sur tubercules de pomme de terre

Coloration caractéristique brune de I'anneau vasculaire sur tubercule de pomme de
terre (S. tuberosum) (gauche) et exsudation d’exopolysaccharides par le méme

anneau vasculaire. Crédits photo : P. Champoiseau.

Figure 6. « Test de I'eau »

Exsudation d’exopolysaccharides dans une solution
d’eau ou de Tris provoquée par Ralstonia
solanacearum lors de la colonisation des tissus d’un

hote végétal. Crédits photos : Université de Géorgie.
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d’une espece a multiplication végétative comme la pomme de terre, les tubercules fils sont
généralement infectés sans symptomes externes. Ces tubercules porteurs sains sont a
I'origine de la dissémination mondiale des souches Brown rot qui se sont établies dans la
plupart des régions du globe qui produisent de la pomme de terre (Hayward, 1991). On
comprend que dans ces conditions, contrbler efficacement [|’état phytosanitaire des
tubercules-semences permet de lever une majorité des questions relatives au contrdle du
flétrissement bactérien provoqué par ces souches. D’'ou la nécessité de disposer ou de
contribuer a la mise au point de tests de diagnostics, car : (i) les méthodes actuelles reposent
toujours sur des tests visuels des symptomes internes (anneau vasculaire brun et présentant
des exsudats bactériens (Figure 5), mais I'absence de symptomes ne garantit pas que le
matériel soit effectivement sain ; (ii) la sélection des cultivars résistants a la pourriture brune
a plus été basée sur la capacité de la plante a ne pas développer de symptomes, qu’a
endiguer la prolifération de bactéries au sein de I’'h6te (Grimault, Anais, et al., 1994;
Grimault & Prior, 1994; Nap & Bisseling, 1990; Perez-Martin & de Lorenzo, 1997; Swanson,
Yao, et al., 2005) ; et (iii) les techniques de lutte intégrée, impliquant I'utilisation de plantes
résistantes/tolérantes, des rotations culturales et autres techniques culturales permettent
de réduire l'incidence des populations bactériennes sur les cultures, mais ne prennent pas

directement en compte la réduction durable de ces populations.

Dans bien des cas, il est nécessaire de savoir discerner le flétrissement causé par
R. solanacearum de flétrissements causés par d’autres agents pathogénes. Les plantes
montrant des symptomes de flétrissement causé par R. solanacearum hébergent dans les
vaisseaux du xyleme des populations supérieures a 10° cfu/g de tissu et il est possible
d’observer un exsudat blanchatre caractéristique a la surface des tissus lors d’'une coupe
transverse plane au niveau de la base de la tige. Cet exsudat bactérien est a 'origine d’un
test qui consiste a déposer un fragment de tige dans une solution limpide d’eau ou de Tris
afin de voir se développer un filet blanchatre bactérien dans la solution (Figure 6). Ce test est
connu sous le nom de test de I'eau, ou « Streaming test » selon les Anglo-Saxons (Allen,
Kelman, et al., 2001). Les tests de détection dans le sol sont plus difficiles a mettre en place
du fait des communautés microbiennes présentent et d'une population de |'agent
pathogéne plus réduite que dans le matériel végétal contamingé, de 'ordre de 10* cfu/g sol
ou ml d’eau maximums. La nécessité d’utiliser des milieux sélectifs pour isoler I'organisme
est d’autant plus nécessaire que R. solanacearum peut étre sous-représenté dans la phase
extraite, comme le sol, par rapport aux autres organismes telluriques. Le milieu semi-sélectif
SMSA (Elphinstone, 1996; Englebrecht, 1994) permet de sélectionner les souches de
R. solanacearum méme pour une population de l'ordre de 100 a 500 cfu/g de sol
(Elphinstone, 1996; Poussier, Cheron, et al., 2002).
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Les milieux spécifiques sont nécessaires pour un isolement semi-sélectif des souches de
R. solanacearum. Un des composés utilisés par Kelman est le chlorure de tétrazolium
(Kelman, 1954). Les sels de tétrazolium sont connus depuis plus la fin du XIXe, mais ce n’est
qu’en 1939 que leur utilité biologique a été mise a jour pour tester la viabilité des graines.
Facilement réduit en composés solubles incolores ou en pigments insolubles de formazan, le
tétrazolium est utile pour déterminer I'activité des déshydrogénases. Premieérement pour
ces raisons, ces composés ont trouvé des applications dans I'étude des domaines de la
microbiologie, des tissus animaux et végétaux. En employant le tétrazolium dans un milieu
de culture bactérienne, on peut apprécier quantitativement I'activité oxydoréductrice des
composés sécrétés par la souche concernée. Les composés azotés de structure générale
RNH-N==CR'-N==NR permettent de détecter les souches muqueuses de R. solanacearum par
la formation d’un pigment diffus rouge péale a rose au centre de la colonie. Le milieu contient
0,25 — 1,00% de dextrose, 1%o de peptone, 1% de casamino acides et 1,5% d’agar suspendus
dans de l'eau distillée, a laquelle une solution de 2,3,5 triphényl chloro-tétrazolium est

ajoutée

Les méthodes actuelles de détection de R. solanacearum sont basées sur des techniques de
biologie moléculaire ou sérologique. Néanmoins, I'utilisation des plantes est une technique
toujours appliquée dans l'identification de I'agent pathogéne, que ce soit par indexage par la
plante (Macho, Guidot, et al., 2010), ou par le biais de plantes indicatrices (Graham & Lloyd,
1978; Hayward, 1991; Vaughan, 1944). Ces plantes indicatrices sont plantées directement
dans la surface cultivée, aux abords ou en pot contenant le sol de la parcelle, elles sont
susceptibles de donner des informations quant a I’état sanitaire d’'une grande surface de sol
et de prévenir une infestation de R.solanacearum. Mais il y a cependant quelques
désavantages a cette technique : (i) trés laborieuse a mettre en place, elle nécessite de
nombreux sites sur la parcelle ou une surface de serre importante avec des conditions
climatiques précises ; (ii) les agents pathogenes dont la virulence est faible, voire inexistante,
sur les plantes indicatrices passent alors inapercus. Cela implique des vérifications
supplémentaires sur d’autres plantes indicatrices et multiplie ainsi les traitements
d’échantillonnage ; (iii) ces mémes plantes indicatrices peuvent étre sensibles a d’autres
agents pathogénes et représenter des « faux positifs » ; et (iv) les résultats peuvent ne pas

étre disponibles avant plusieurs semaines aprées I'inoculation.
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4.1 Lasérologie

Généralement rapides, les tests sérologiques sont habituellement utilisés dans une premiere
phase de tests pour la détection des agents pathogenes. Leurs seuils de détection varient en
fonction de la méthode utilisée, mais se situent entre 10°-10* bactéries/ml, (Black, Seal, et
al., 1996; Dittapongpitch & Surat, 2003; Seal & Elphinstone, 1994) et présentent des
inconvénients au niveau de leur spécificité et de leur sensibilité. Ainsi, il est obtenu une
meilleure sensibilité pour la détection de R. solanacearum avec un antisérum polyclonal que
par anticorps monoclonaux, aux prix d’'une réduction de la spécificité (Griep, van Twisk, et
al., 1998). Les tests sérologiques sont incapables de différencier les cellules vivantes des
cellules mortes. Ce critére peut s’avérer important dans le cadre de bactéries de quarantaine
pour lesquelles les lots contaminés seront soit écartés, soit détruits. Actuellement, plusieurs
kits sérologiques sont disponibles sur le marché et proposent une identification rapide en
quelques minutes. Les tests ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) sont toujours tres
utilisés dans les laboratoires (Elphinstone & Stanford, 1998; Elphinstone, Stead, et al., 2000;
Janse, 1988) du fait de leurs flexibilités et de leurs rapidités pour traiter un grand nombre
d’échantillons au meilleur co(it. Ces tests tolérent la présence de matieres exogénes a
I’organisme en cours d’identification, comme des extraits de sol ou de plantes. Ils possedent
néanmoins un seuil de détection assez haut puisque les méthodes utilisant I'antisérum
polyclonal détectent des populations de I'ordre d’environ 10 bactéries/ml et les méthodes
utilisant les anticorps monoclonaux d’environ 10° bactéries/ml (Llop, Caruso, et al., 1999;
Pradhanang, Elphinstone, et al., 2000b). Ces seuils de sensibilité peuvent étre améliorés en
enrichissant au préalable I’échantillon dans un bouillon de culture classique ou semi-sélectif
(Elphinstone, 1996; Pradhanang, Elphinstone, et al., 2000b). Des alternatives comparables
aux tests ELISA sont I'lIFAS (immunofluorescence-antibody staining) (Elphinstone & Stanford,
1998; Elphinstone, Stead, et al., 2000; Janse, 1988) et I'lFCS (immunofluorescence-colony
staining) (Elphinstone, 1996; Janse, 1988; van der Wolf, Vriend, et al., 2000) dont les seuils
de détections sont environ de 10 & 10" bactéries/g de sol ou /ml d’extrait de tissu ; elles
requiérent néanmoins un matériel basé sur des microscopes spécialisés qui peuvent s’avérer

onhéreux.

4.2 Les technologies de I’'ADN

Les méthodes basées sur des protocoles utilisant directement I’ADN exploitent le principe de
I’hybridation complémentaire de sonde ou d’amorces PCR sur la (les) séquence(s) cible(s)
spécifique(s) de I'organisme pathogéne a diagnostiquer. La méthode FISH (Fuorescent in situ
hybridization) est I'une des rares a encore utiliser des amorces marquées (Wullings, Van

Beuningen, et al., 1998), mais posséde une plus forte sensibilité. Les méthodes plus
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Figure 7. Gel d’électrophorese de la PCR multiplexe sur

Ralstonia solanacearum

Gel d’électrophoréese montrant la révélation de la PCR
multiplexe développée par Fegan et Prior (2005) basée sur la
classification en phylotypes. La bande de 280 pb indiquent
I'appartenance de I'organisme au genre Ralstonia et a I'espéce
solanacearum. Les bandes a 144 pb, 372 pb, 91 pb et 213 pb
indiquent respectivement I'appartenance aux phylotypes |, II, 11l
et IV. La localisation des zones d’amplification pour chaque
couple d’amorce est indiquée sur le schéma en dessous du gel

d’électrophorese.
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classiques par PCR se résument a la PCR directe (Hartung, Werner, et al., 1998), multiplexe
(Fegan & Prior, 2005; Weller, Elphinstone, Smith, Boonham, et al., 2000), nested-PCR
(Poussier & Luisetti, 2000), cooperational-PCR (Caruso, Bertolini, et al., 2003) et real-time
PCR (Kutin, Alvarez, et al., 2009; Ozakman & Schaad, 2003; Ozakman & Schaad, 2002). Afin
de minimiser les faux positifs, ces techniques nécessitent une préparation sans aucune
source de contamination, que I'on peut trouver dans des extraits de sol ou de plantes. Le
dessin des amorces ou des sondes est essentiel pour assurer la spécificité, la robustesse et la
portabilité des résultats. Tout comme les méthodes sérologiques, les méthodes basées sur
I’ADN détectent aussi bien I’ADN des cellules vivantes que mortes, du fait de la conservation
de I’ADN aprés la mort cellulaire. Néanmoins, les débris cellulaires de I’'hGte ou la présence
d’autres composés dans le milieu réactionnel peuvent inhiber les réactions de PCR et donner
lieu a des faux négatifs. Ainsi, il est avéré que les extraits de pomme de terre induisent un
des blocages dans les réactions de PCR (Elphinstone, 1996; Llop, Caruso, et al., 1999; Weller,
Elphinstone, Smith, & Stead, 2000). Ces inhibiteurs de PCR, pour la plupart non identifiés,
peuvent se retrouver dans les différentes parties de la plante, y compris la graine, le sol, ou
encore I'eau. De fait, cette méthode donnera les meilleurs résultats en extrayant I’ADN de
I’échantillon ou, dans le cas échéant, en ajoutant un adjuvant au milieu réactionnel ; en
particulier le PVP (polyvinyl pyrrolidone) ou le PVPP (polyvinyl polypirrolidone) (Ozakman &
Schaad, 2003; Poussier, Cheron, et al., 2002). L’addition de sérum d’albumine bovin (BSA), le
diméthylsulfoxyde (DMSO), ou de tréhalose peut aider a augmenter les chances de réussite
de la PCR (Poussier, Cheron, et al., 2002; Seal, 1998) ; la culture de I’échantillon sur milieu
SMSA (Elphinstone, 1996; Pradhanang, Elphinstone, et al.,, 2000b; Seal, 1998; Weller,
Elphinstone, Smith, & Stead, 2000), liquide ou solide, permet d’enrichir la population de
R. solanacearum avant d’entreprendre une PCR. Un protocole de PCR Multiplexe développé
par Fegan et Prior (2005) permet de diagnostiquer les différents phylotypes (Figure 7) et
d’autres PCR permettent la détection de R. solanacearum (Glick, Coffey, et al., 2002; Kubota,
Vine, et al., 2008; Lee & Wang, 2000; Opina, Tavner, et al., 1997; Schonfeld, Heuer, et al.,
2003; Seal, Jackson, et al., 1993; Seal, Taghavi, et al., 1999; Wullings, Van Beuningen, et al.,
1998).

La technologie basée sur les puces a ADN permet aussi de diagnostiquer des agents
pathogenes. Elles peuvent étre utilisées en routine pour détecter un ou plusieurs agents
pathogenes (Aittamaa, Somervuo, et al., 2008) ou couplées avec des techniques de PCR
(Call, Borucki, et al., 2003). Les puces a ADN sont composées de multiples sondes, allant
jusqu’a 2 millions, sur un support solide; le plus courant étant le verre. Chague sonde
possede une séquence complémentaire d’'un fragment d’ADN cible d’intérét, dont la

présence dans I'organisme sera révélée par une fluorescence. Il a par ailleurs été montré que
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Tableau 1. Comparaison de la sensibilité des méthodes de détection de Ralstonia

solanacearum

Méthode de Détection

Concentration
bactérienne minimale

détectée (cfu/mL)

Références

Tests sur plantes
Plantes indicatrices
Test ELISA

Anticorps
Immunofluorescence
Sonde ADN

PCR et puces a ADN

10° - 10*
10% - 10*

(Janse, 1988)

(Janse, 1988)

(Robinson, 1993)
(Wullings, Van Beuningen,
etal., 1998)

(Cook & Sequeira, 1991)
(Kane, Jatkoe, et al., 2000;
Seal, Jackson, et al., 1992)
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la sensibilité des sondes des puces a ADN était équivalente a celles utilisées dans les

méthodologies basées sur les PCR (Kane, Jatkoe, et al., 2000).

4.3 Comparaison des méthodes

Le tableaul indique les différents seuils de sensibilités des techniques évoquées
précédemment pour détecter R. solanacearum. Les techniques utilisant des sondes ADN,
ainsi que les techniques de sérologie ont de faibles sensibilités qui peuvent amener a
déclarer des faux négatifs. Ces faux négatifs peuvent aussi étre déclarés du fait d’'un
inhibiteur de réaction dans les PCR par exemple ou encore par des méthodes d’extraction a
faibles rendements. C’est en ce sens que les techniques culturales sont toujours utilisées, car
elles permettent d’apprécier non seulement la présence de I'agent pathogene, mais aussi de
renseigner sur son potentiel de pathogénie. Les techniques ciblant directement I’ADN
semblent étre de trés bonnes candidates pour cette détection, au vu de son seuil de
détection tres faible, de sa haute spécificité et de sa rapidité, mais sont néanmoins

ohéreuses.

Ainsi, de nombreuses techniques sont disponibles pour diagnostiquer et détecter
R. solanacearum. En théorie, la détection de seulement cing cellules est possible avec la
technologie d’amplification de I’ADN. En Pratique, ce seuil doit étre relevé, car ces méthodes
nécessitent d’utiliser un protocole de purification pour extraire de I’ADN. Cette étape peut
s’avérer lourde a mettre en place dans le cadre de petites structures. En contrepartie, la
résolution du diagnostic peut étre extrémement précise et prédire par exemple, la présence
d’un geéne lié a la virulence ou de renseigner sur la position phylogénétique de la souche
détectée. Aussi sensible que des techniques PCR, une approche basée sur les puces a ADN
représenterait donc un moyen de produire une quantité d’information tres prometteuse

pour le diagnostic.

5 Le flétrissement bactérien

Depuis la description de Kelman (1953), la liste des hotes de R. solanacearum n’a de cesse de
s’élargir (Denny, 2006; Hayward, 1991) et s’étend aujourd’hui a plus de 50 familles
botaniques sur une majorité de dicotylédones, mais aussi de nombreuses monocotylédones.
Il s’agit de plantes ornementales : Anthurium, Solanées ornementales... ou maraichéres :
pomme de terre (Solanum tuberosum), tomate (S. lycopersicom), aubergine (S. melongena)...
Il existe aussi des plantes hétes asymptomatiques qui hébergent la bactérie au sein de leurs
tissus sans pour autant développer de symptomes (Swanson, Yao, et al., 2005). Elles sont
souvent des adventices, comme la douce-amére (S. dulcarama), la morelle noire (S. nigrum),

le faux poivrier (Schinus molle)... (Berg, 1971; Dittapongpitch & Surat, 2003; Elphinstone,
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Figure 8. Symptbmes caractéristiques provoqués par

Ralstonia solanacearum sur Solanaceae

a. Brunissement du tubercule pour la pomme de terre; b.
brunissement de la tige; c. épinastie et flétrissement
général de la plante. Crédits photos : Clemson University ;

K. Tsuchiya.
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1996; Janse, 1996; Pradhanang, Elphinstone, et al., 2000a). L’eau contaminée donnera lieu a
une contamination au champ si elle est utilisée en irrigation (Elphinstone, 1996; Janse,
1996). Les symptOmes associés aux flétrissements bactériens causés par R. solanacearum
sont dus a une déficience hydrique de la plante. Ainsi, il est typiquement observable un
brunissement du xyleme, une épinastie, une nécrose de tout ou partie de la feuille et enfin,
un flétrissement généralisé de la plante (Figure 8). Au cours de l'infection, un arrét de la
croissance peut intervenir et une coloration brune est visible a l'intérieur de la tige. Le
flétrissement est généralement observé a température tropicale chaude. Cependant, la
diversité du complexe d’espéces R. solanacearum est telle, que de nombreuses souches se
sont adaptées a des hotes précis, réduisant ainsi leurs gammes d’hotes. Cette spécialisation

ameéne donc a des comportements différents en fonction de I’hote infecté.

5.1 Les plantes hotes

5.1.1 Pomme de terre (Brown rot)

Lorsqu’il se développe sur la pomme de terre (S. tuberosum), le flétrissement bactérien est
appelé pourriture brune ou « potato Brown rot» et il est causé par les souches de
phylotype IIB sequevar 1 (1IB-1) et sequevar 2 (lIB-2). Cependant d’autres souches assignées
dans d’autres phylotypes sont également capables d’infecter la pomme de terre. Les
symptomes sont visibles dans le tubercule lors du développement de la plante (Allen,
Kelman, et al., 2001) et une section longitudinale révele une décoloration grise a brune du
tissu vasculaire. Dans les cas avancés, cette décoloration se développe aussi au cceur du
tubercule et un exsudat blanchatre caractéristique apparait, composé de bactéries et
d’exopolysaccharides (voir Figures 5 et 8). La tige aérienne peut devenir tachetée de brun du
fait de la décoloration des tissus vasculaires et de leurs nécroses. Les symptomes de
jaunissement et I’arrét de la croissance peuvent étre observés avant tout flétrissement et les
plants d’apparences sains peuvent étre infectés a |’état latent. Les souches présentes dans le
matériel infecté de facon latente peuvent donner lieu a la dispersion de R. solanacearum
dans le milieu et infecter a leur tour de fagon latente des hétes alternatifs comme S.
dulcarama (Elphinstone, 1998; Elphinstone, 2005).

La particularité des souches Brown rot de phylotype IIB-1 réside dans le fait qu’elles sont
capables de produire un flétrissement a températures froides (< 24°C) (Allen, Kelman, et al.,
2001; Cellier & Prior, 2010; French, 1986, 1994; Lemaga, Kakuhenzire, et al., 2005; Milling,
Meng, et al., 2009; Swanson, Yao, et al., 2005). Il a néanmoins été montré que ces souches
ne présentaient pas d’adaptation particuliere au froid dans I'eau ou sa survie n’est pas
meilleure que les souches de sequevar différent et sa croissance n’est pas meilleure non plus

sur milieu de culture dans ces conditions (Milling, Meng, et al., 2009). Cette tolérance au
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Figure 9. Flétrissement causé par Ralstonia solanacearum sur tomate

Flétrissements observé sur tomate (Solanum lycopersicum) (a droite) par rapport aux

témoins sains (a gauche).

Figure 10. Flétrissement causé par Ralstonia solanacearum sur géranium
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froid ne serait observée chez les souches Brown rot 1IB-1 que in planta. Les tissus de la
plante déclencheraient des mécanismes lui conférant des possibilités de survie et de
virulence a ses basses températures (voir Figure 4); les souches d’autres sequevars
présentant un taux de survie réduit et une dépression de virulence (Cellier & Prior, 2010;
Milling, Meng, et al., 2009). Ces conditions peuvent étre rencontrées en milieu tropical sur
les hauts plateaux andins ou africains (Mahbou Somo Toukam, Cellier, et al., 2009), mais

aussi en climat tempéré, comme en Europe ou aux Etats-Unis.

5.1.2 Tomate et tabac

Les especes de tomates (S. lycopersicom L.) sont souvent affectées par R. solanacearum du
fait de leurs zones géographiques de culture trés étendue. Les plus jeunes feuilles sont les
premieres a présenter un symptome de flétrissement, les folioles s’enroulent et cela est
parfois unilatéral, puis la feuille présente une épinastie. Les symptomes apparaissent
généralement apres le début de la floraison (McCarter, 1991), mais dans le cas de la
présence d’un fort inoculum, les flétrissements interviennent massivement dans les deux
semaines suivant la plantation. Ces symptomes (Figure 9) sont identiques quelle que soit la
souche infectant les tissus de la tomate. Le flétrissement s’accélere en journée pour des
températures de I'ordre de 28°C, et diminue la nuit quand les températures décroissent. Le
flétrissement bactérien sur tabac (Nicotiana tabacum) est aussi connu sous le nom de
maladie de Granville (Granville Wilt) aux Etats-Unis. Sous un climat humide et chaud, les
symptomes sont similaires a ceux observés sur tomate, mais ici, une tendance unilatérale du
flétrissement est observable (Echandi, 1991), accompagnée d’un éclaircissement de la

couleur de la plante pour finalement présenter une teinte jaunatre et un aspect nécrotique.

5.1.3 Ornementales

Sur géranium, ce flétrissement est appelé « Southern wilt » et débute par une chlorose des
feuilles les plus anciennes et se précise par un aspect typique de nécrose sur la bordure des
feuilles (Figure 10). Lors de I’évolution de la maladie, les feuilles plus jeunes sont touchées et
la nécrose générale prend lieu. Dans les stades avancés, la tige se gélifie, se décolore pour
devenir noire et finalement se nécroser. Il a été noté que les souches Brown rot étaient
capables d’infecter cet hoéte, ainsi que de trés nombreuses ornementales: pothos,
anthurium... en plus des souches de phylotype Ill (Janse, 1996; Williamson, Nakaho, et al.,
2002). Alors que les plants maintenus a température froide pendant plusieurs mois sont
d’apparence saine (Swanson, Yao, et al., 2005), la maladie s’exprimera dés le retour a une

température comprise entre 29°C et 35°C.
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Tableau 2. Description des différentes souches de Ralstonia solanacearum provoquant la

maladie de Moko®

Type de souches Distribution Caractéristiques Ecologie MLG®
SFR (Small Fluidal Amérique Petite colonie Hautement 25,
and Round) Centrale, fluide et ronde, pathogene, 28
Venezuela, petits pigments de transmission par
Colombie, formazan insecte privilégiée
Caraibes
B (Banana rapid wilt) Amérique Colonie en ellipse  Hautement 24
Centrale et du large, petits pathogene,
Sud, Philippines pigments de transmission par le
formazan sol privilégiée
D (Distorsion) Costa Rica, Colonie en ellipse  Faible pathogénie 24,
Surinam, large, petits pour banane, 25
Guyane pigments de plantain, Heliconia
formazan
H Costa Rica Colonie en ellipse  Pathogene des 24

large, petits
pigments de

formazan

plantains, mais pas

des bananes

®. Les souches sont décrites sur la base de leurs aspects phénotypique sur culture de

laboratoire en milieu solide.

b MLG (MultiLocus Genotype) (Cook & Sequeira, 1994).
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5.1.4 Bananier et plantes associées

Paradoxalement, les grandes exploitations ne considérent pas les flétrissements bactériens
causés par R. solanacearum sur Musaceae comme un frein pour la production bananiére. A
ce jour, trois maladies causées par le complexe d’espéces R. solanacearum ont été décrites :
Moko, Bugtok, et Blood disease. La maladie de la Moko fut la premiere décrite dans les
années 1890 a Trinidad (Rorer, 1911) et est endémique des régions d’Amérique du Sud et
d’Amérique Centrale, ainsi que dans le Sud des Philippines. La maladie de Bugtok a été
décrite au milieu des années 1960 (Roperos, 1965) et ne se trouve que dans les Philippines.
Des études ont montré que des occurrences de cette maladie pouvaient cependant se
retrouver des les années 1950 (Soguilon, Magnaye, et al., 1994). La maladie du sang du
bananier (Blood Disease Bacterium) décrite par Gauman dans les années 1920 (Gaumann,
1921, 1923) est restreinte a I'Indonésie et ne fait pas partie de I'espéce solanacearum. |l sera
nommé Pseudomonas celebensis, mais ce nom systématique n’est plus valide, car les
souches types originales ont été perdues. Redécouvertes par Eden-Green (1987), ces
souches sont phylogénétiquement proches de certaines souches indonésiennes de
R. solanacearum. Les différents facies de cette bactériose vasculaire vont du nanisme et la

distorsion d’organes jusqu’au flétrissement rapide et la destruction du plant.

5.1.4.1 La maladie de Moko

Historiquement, comme les souches froides reconnues pour étre spécialisées sur la pomme
de terre, certaines souches tropicales de R. solanacearum flétrissent préférentiellement le
bananier en provoquant la maladie de Moko. Ces souches ont été classées en fonction du
morphotype de la colonie sur milieux solides, du type de dégats occasionné et des hotes

d’isolement préférentiels (Tableau 2).

La contamination de la plante peut se faire de maniéere discréte ascendante par le sol, la
machette ou de fagon explosive descendante lorsqu’elle est transmise par les insectes qui
visitent les zones d’abscision des fleurs males. La colonisation bactérienne ascendante se
traduit d’abord par la chlorose et le flétrissement de la premiére, seconde ou troisieme plus
jeune feuille. Par la suite, les feuilles les plus anciennes finissent par flétrir et le bananier
meurt. Les tissus vasculaires du pseudotronc montrent un brunissement des gaines foliaires
correspondant aux feuilles atteintes et un exsudat bactérien caractéristique est aussi
observable. Le rachis est atteint et présente de nombreuses ponctuations marron-rouge qui
correspondent aux cordons infectieux. Bien que l'infection se poursuive dans les tissus des
fruits via le rachis, le régime peut parfaitement ne pas présenter de symptomes externes,
méme dans le cas d’une colonisation bactérienne massive, ce qui a fortement contribué a sa

dissémination. Lors d’une transmission par la machette, les rejets (ou baionnettes)

19



Figure 11. Flétrissement causé par I’écotype Moko de Ralstonia solanacearum sur banane

Le flétrissement est visible sur la plante entiere (gauche) par rapport a une plante saine.

La tige suintante prend une coloration brune (droite) par rapport a une plante saine.

Figure 12. Maladie du sang du bananier causée par le Blood Disease
Bacterium (BDB)

Le flétrissement prend sur la plante entiére (a), puis une coloration
caractéristique rouge est visible a I'intérieur des régimes de bananes

(b) et s’étend dans les tissus vasculaires de la plantes (c).
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contaminés noircissent et se rabougrissent au bout de deux a quatre semaines et on observe
un flétrissement du cigare. Dans le cadre d’une transmission par un insecte vecteur, comme
pour les souches Moko ou encore le Blood Disease Bacterium, l'infection se signale de
maniére caractéristique par I'apparition des premiers symptomes sur les fleurs et les fruits,
bien avant que les feuilles ne commencent a flétrir. Un abondant exsudat bactérien suinte a
partir des bourgeons de la fleur male qui noircit, mais les inflorescences restent attachées.
Les fruits jaunissent de facon anormale, éclatent ou se crevassent et une coupe transversale
laisse apparaitre un intense brunissement vasculaire. Une pourriture seéche et grisatre se

développe dans la pulpe du fruit (Figure 11).

5.1.4.2 La maladie de Bugtok

Les symptomes de la maladie de Bugtok sont restreints aux fruits et a I'inflorescence males
des bananiers, et le brunissement vasculaire des tissus ne s’étend que trés rarement dans les
parties inférieures du pseudotronc (Thwaites, Eden-Green, et al., 2000) ; la littérature ne
rapporte d’ailleurs pas de contamination des rejets. Les symptémes caractéristiques de la
maladie de Bugtok (ou maladie de « Tapurok ») se déclinent en un durcissement des fruits
immatures, dont la section transversale montre une abondante pourriture séche et gris-noir
de la pulpe et une colonisation vasculaire intense du rachis, accompagnée d’un
brunissement brun-rouge. Au stade avancé I'ensemble des fruits portés par le régime finit

par jaunir prématurément.

5.1.4.3 La maladie du sang (Blood Disease Bacterium)

Les souches de Blood Disease Bacterium (BDB) sont inféodées aux Musaceae. Les
symptdmes sont trés similaires a la maladie de la Moko par le jaunissement des feuilles,
leurs flétrissements, suivi d’'une nécrose et d’une déhiscence. Les tissus brunissent et un
exsudat rougeatre abondant apparait dans les tissus vasculaires, d’ou le nom de cette
maladie (Figure 12). Les infections peuvent étre d’origines telluriques et affectent également
les rejets, ou d’origines aériennes et sont véhiculées par des insectes potentiellement
vecteurs appartenant principalement aux familles: Chloropidae (diptere), Drosophilidae
(diptere), Platypezidae (diptere), Culicidae (diptére), Muscidae (diptere), Anthomyiidae
(diptére), Sarcopangidae (diptere), Coleophoridae (lépidoptere), Blattidae (blattoptere), et
Apidae (hyménoptere) (Supriadi, 2005). Cependant, cette liste n’est pas exhaustive, car tout

contact sur un plant infecté peut représenter un potentiel vecteur de cette maladie.
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Figure 13. La maladie de Sumatra du giroflier (Syzygium aromaticum (L.)) causée par

Ralstonia syzygii et son insecte vecteur (Hindola spp)

Les arbres touchés perdent leurs feuilles et sembles sécher sur place (a gauche). Le vecteur
de cette maladie (a droite) appartient au genre Hindola (Homoptere : Machaerotidae).
Crédits photos : C. H. Dietric, C. Hayward.
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5.1.5 Giroflier (maladie de Sumatra)

Le giroflier, Syzygium aromaticum (L.) Merr. & Perr. (Eugenia caryophyllus (Sprengel) Bullock
& Harrison), famille des Myrtaceae, est un arbre cultivé pour son clou de girofle. Originaire
de I'archipel des Moluques a l'est de I'Indonésie, il est cultivé a Zanzibar (Tanzanie), mais
aussi a Madagascar et en Indonésie. Sa culture représente une manne financiére importante
pour les petites et grandes entreprises, notamment pour la fabrication des cigarettes
indonésiennes « Kretek » contenant jusqu’a 40% de clou de girofle (Bennett, Hunt, et al.,
1985; Eden-Green, 1994; Roberts, Eden-Green, et al., 1990). Certaines souches de
R. solanacearum sont capables de coloniser les racines et la base du tronc, mais seul
R. syzygii, souche bactérienne faisant partie du complexe d’espéces R. solanacearum, est a
méme de produire un dépérissement et la mort de I'arbre (Figure 13). Premiérement décrite
par Waller & Sitepu (1975), une infection importante causée par R. syzygii sur des surfaces
cultivées de giroflier entraine une mortalité de tous les arbres agés d’au moins 3 ans
(Bennett, Hunt, et al., 1985). Les premiers symptomes se manifestent plus de 200 jours
apres l'infection (Eden-Green & Adhi, 1986) et apparaissent sur les feuilles qui prennent une
couleur jaunatre et tombent en commencant par la haute couronne de I'arbre. Les feuilles
peuvent aussi donner I'impression d’étre séchées sur place et ont un aspect nécrotique, sans
pour autant tomber de la tige. Les pouces de I'année prennent une coloration rouge-brun et
meurent en devenant noires. Les tissus internes du bois de I'année deviennent grisatres et
les branches infectées produisent un exsudat blanchatre a brun, visible lors d’une incision
des tissus. La transmission de la maladie se fait par un insecte, Hindola spp., se nourrissant
dans le xyleme. Combiné a une sensibilité plus grande des arbres matures agés de plus de 10
ans, la destruction peut étre totale (Bennett, Hunt, et al., 1985; Denny, 2006). Le cycle se
répete ainsi quand les arbres jeunes, plus résistants, grandissent et se sensibilisent avec
I’age. La gamme d’hotes exacte de R. syzygii n’a pas été déterminée, mais le modele de cet
agent pathogene rejoint celui des organismes inféodés aux xylemes, comme Xyllela
fastidiosa, dont la gamme d’hotes couvre plusieurs especes, notamment sous forme
d’infections latentes (Purcell & Hopkins, 1996). X. fastidiosa est en effet un agent pathogene
majeur des citrus au Brésil et colonise les tissus de son insecte vecteur (famille des
Cicadellidae) a I'aide de protéines adhérentes appelées adhésines (Killiny & Almeida, 2009).
Bactérie Gram-négative, non flagellée et limitée au xyleme (Alves, Marucci, et al., 2004;
Hopkins, 1989), X. fastidiosa forme un biofilm pour finalement limiter I'apport hydrique de la
plante. Du fait des nombreux points communs entre ces deux modeéles bactériens, il serait
possible d’approfondir la connaissance de la biologie de R.syzygii en bénéficiant des

retombées des recherches sur le modele X. fastidiosa.
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R. solanacearum attaque donc des especes hotes d’importance agronomique, horticole et
vivriere dans de nombreux pays émergeants. L'impact ici est double, avec des aspects a la
fois sociaux et économiques. Les plantes touchées sont détruites en seulement quelques
semaines. La gamme d’ho6tes étendue de certaines souches de R. solanacearum est le reflet
d’une large base génétique, alors que les souches ayant une gamme d’hoétes restreinte sont
le reflet d’une spécialisation d’adaptation a I’hGte. Les répertoires de génes contrdlant ces
caractéristiques de pathogénie sont encore mal décrits et de nombreuses interrogations

subsistent quant aux mécanismes de spécificité d’hote et de virulence.

6 Méthodes de lutte

Pour s’inscrire dans une logique de durabilité, une approche basée sur plusieurs méthodes
de lutte semble étre la meilleure stratégie pour réduire l'incidence ou la sévérité des
attaques de R. solanacearum a |'échelle de la parcelle, de I'exploitation ou du territoire
(Hartman & Elphinstone, 1994; Saddler, 2005). Les principales méthodes de lutte consistent
a combiner de préférence I'utilisation de matériel végétal indemne de tout agent pathogene,
si possible sélectionné pour développer un niveau acceptable de résistance, et de pratiquer
des rotations culturales en alternant avec des especes non hotes de R. solanacearum
(French, 1994; Lemaga, Kakuhenzire, et al., 2005; Saddler, 2005). A une échelle globale, la
propagation de R. solanacearum s’est majoritairement faite par diffusion de plants ou
parties de plants asymptomatiques (infections latentes), mais la continuité des territoires est
cependant limitée par les frontiéres politigues de pays et les différentes mesures de

controdles sanitaires tendent a limiter la propagation de ce type d’agent pathogéne.

L'utilisation de variétés résistantes adaptées reste la meilleure alternative pour lutter contre
un agent pathogene (Boshou, 2005), en particulier s’agissant des bactéries qui résistent a la
plupart des produits chimiques autorisés sur le marché (la législation européenne interdit
I"'usage des antibiotiques depuis des décennies). Cela est particulierement vrai lorsqu’il s’agit
de contréler un organisme cumulant ces propriétés : bactérie, tellurique ou rhizosphérique
et vasculaire. A ce jour, toutes les résistances opposables au flétrissement bactérien sont
rarement d’héritabilité simple, et méme dans le cas de résistance monogénique dominante
au sens mendélien du terme, la génétique quantitative prouve que le caractére est gouverné
par de nombreux QTLs a effets partiels ou majeurs (Thoquet, Oliver, et al., 1996). Cette
nature polygénique des sources de résistance complique les schémas de sélection et la
complication est encore accentuée par la forte interaction plante-pathogéne-environnement
qui fait que la propriété de résistance s’exprime ou non. Concernant les cultures de
solanées, la littérature converge vers la sélection de résistance adaptée localement (French,

1994; Hayward, 1991), mais aucune résistance de type universelle n’est encore mise a la
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disposition par les généticiens et les sélectioneurs. Il existe néanmoins des variétés
tolérantes produisant un rendement acceptable, mais possédant potentiellement au sein de
leurs tissus la présence de I'organisme pathogene. Les résistances aux infections latentes
sont une voie de recherche prometteuse et limiteraient la dispersion de R. solanacearum au
plan du territoire. Hawaii7996, lignée utilisée dans nos expérimentations, est un bon
exemple de lignée résistante (Wang, Olivier, et al., 2000), mais n’offre pas satisfaction dans
la qualité du fruit (Prior, Grimault, et al., 1994; Wang, Hanson, et al., 1998). Quel que soit le
niveau de résistance variétale disponible a opposer a R. solanacearum, la résistance doit
donc étre épaulée par des séries de mesures appropriées. Parmi celles-ci, les pratiques
culturales, qui sont définies comme un ensemble de techniques agronomiques servant un
objectif particulier de production conduisant a I'élaboration d’un itinéraire technique. La
premiere de ses pratiques et de choisir des plants sains de I'organisme pathogene et de
porter une préférence sur celles possédant une tolérance ou une résistance. Il est nécessaire
de porter une attention particuliére sur les autres sources de contamination, telles que:
I’eau d’irrigation, le matériel agricole, les entrep6ts de stockage et de transformation, les
plantes de bordure de champ... (Janse, Araluppan, et al., 1998). Si I’organisme pathogéne est
déja présent sur le territoire, la stratégie s’oriente sur des rotations culturales dont la
présence limite l'incidence du flétrissement bactérien (Akiew & Trevorrow, 1994; French,
1994; Hartman & Elphinstone, 1994; Saddler, 2005), ainsi que sur I’élimination systématique
des tous les hotes de R. solanacearum a proximité. D’autres solutions consistent dans le
décalage de l'itinéraire cultural dans le temps afin d’éviter les périodes sensibles, souvent
liées a une forte chaleur et une forte humidité, ou encore de modifier la structure ou la
composition du sol pour mettre en place un milieu défavorable a R. solanacearum (Lemaga,
Kakuhenzire, et al., 2005; Saddler, 2005; Schonfeld, Gelsomino, et al., 2003; van Elsas, van
Overbeek, van Bailey, et al., 2005).

La lutte chimigue a rapidement été jugée inefficace pour contréler le flétrissement
bactérien, que ce soit par l'utilisation d’antibiotiques ou d’autres produits chimiques
(Hartman & Elphinstone, 1994; Saddler, 2005). L’éradication compléete de la faune et de la
flore tellurique a été pratiquée, (Enfinger, McCarter, et al., 1979) mais ne satisfait pas a
I’équilibre écologique, induisant généralement plus de problémes que ces solutions n’en
reglent. En Europe, |'utilisation de fumigants pour la désinfection des sols, fait face a une
législation stricte visant a préserver la diversité faunistique et floristique du sol : le protocole
de Montréal a conclu en 1987 a une restriction sur le bromure de méthyle et sa disparition
en 2005.

La compétition bactérienne au sein méme du sol peut servir les ambitieux projets de lutte

biologique. Cette stratégie a suscité un grand intérét ces dernieres années (Akiew &
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Trevorrow, 1994; Hartman & Elphinstone, 1994; Saddler, 2005; Trigalet, Frey, et al., 1994).
Cette compétition peut s’exercer au niveau de la disponibilité des ressources alimentaires
dans le sol, de la rhizosphére ou de la plante, ainsi que par la production de toxines,
antibiotiques... La stimulation naturelle de la défense des plantes est aussi une voie
biologique qui est explorée. Les résultats ont dégu sur le terrain en comparaison avec les
études menées en laboratoire, mais ouvrent néanmoins de nouvelles opportunités pour le

futur.

Peu de techniques sont utilisables pour lutter contre R. solanacearum une fois qu'il est
présent a I'échelle de la parcelle ou du territoire. La prévention de son installation reste la
meilleure alternative de lutte, mais demande un niveau poussé de surveillance. La détection
de I'agent pathogene est donc nécessaire a tous les niveaux en éliminant tous les lots de
plants contaminés et en émettant des avis défavorables pour I'utilisation de terres agricoles

ou de sources d’irrigation pour un contexte de culture donné.

7 Taxonomie du complexe d’especes

La description de divisions dans la phylogénie d’organisme est issue d’études menées sur le
phénotype ou le génotype de ces organismes, ainsi que sur leurs « rapports » avec le taxon.
Cet ordre naturel tend a étre représenté par la taxonomie, mais les avancées dans le savoir
et les techniques remettent souvent en question des schémas pourtant bien établis. Ces
nouvelles relations impliquent des évolutions des différents taxons, comme pour le cas de
R. solanacearum pour qui plusieurs réorganisations ont eu lieu, tout comme pour la famille

des Burkholderiaceae auxquels appartiennent le genre Ralstonia et |'espéce solanacearum.

7.1 Le genre Burkholderia

Le genre Burkholderia (Yabuuchi, Kosako, et al., 1992), famille des Burkholderiaceae, ordre
des Burkholderiales, classe des Betaprotéobactéries, selon les analyses phylogénétiques sur
I’ARNr 16S, est un représentant de la classe des protéobactéries, un des plus importants
phyla chez les bactéries. Ce phylum inclut une trés grande variété d’agents pathogénes, tels
qu’Escherichia spp., Salmonella spp., Vibrio spp., Helicobacter spp., ainsi que de nombreux
autres genres. Les autres espéces sont saprophytes et certaines peuvent méme fixer I'azote
moléculaire. Toutes les Betaprotéobactéries sont Gram-négatives et possédent une
membrane externe principalement composée de lipopolysaccharides ; les Burkholderiaceae
sont toutes considérées comme mobiles (sauf Burkholderia mallei) grace a un, ou plus
généralement, plusieurs flagelles polaires (Garrity, Bell, et al., 2005). Ce phylum est placé
dans le clade des Gracilicutes caractérisé par une position évolutive avant la perte de la

membrane externe, ou capsule, et juste apres I'évolution du flagelle. La classe des
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Betaprotéobactéries héberge aussi divers groupes de bactéries aérobies facultatives,
souvent tres différentes eu égard aux substrats métabolisés. Cette classe contient des
organismes chimiolithotrophes, comme le genre Nitrosomonas (Suzuki, Dular, et al., 1974),
ou encore des organismes phototrophes, comme les genres Rhodocyclus et Rubrivivax
(Hiraishi, 1994). Certaines de ces bactéries jouent un réle important dans la fixation de
I’azote moléculaire dans le sol et entretiennent une symbiose avec les végétaux, comme
Burkholderia cepacia (Bevivino, Tabacchioni, et al., 1994; Tabacchioni, Visca, et al., 1995).
Les espéces pathogenes de cette classe sont les Neisseriaceae et les especes du genre
Burkholderia (Garrity, Bell, et al., 2005).

C'est au début des années 1970 que les études taxonomiques du genre Burkholderia
débutent en se basant sur des hybridations d’acides nucléiques qui révelent 5 groupes
d’homologie et que l'espece fluorescente Pseudomonas, comprise dans le groupe |
d’homologie d’ARN, était non liée au groupe des Pseudomonads du groupe Il (Hayward,
2000; Palleroni, 1984). Cependant, la distinction entre les organismes du groupe | et du
groupe Il n‘est officielle qu’apres la création du genre Burkholderia par Yabuuchi et coll.
(1992), incluant B. cepacia, B. pickettii, et B. solanacearum parmi les sept espéces ; cette
classification s’est basée sur les variations de séquence des ARNr 16S, sur les homologies
ADN - ADN, sur la composition des lipides et des acides gras, et sur les caracteres
phénotypiques. Le genre Burkholderia a été publié le 9 avril 1993 par inscription sur la liste
de validation n°45. Quelques années plus tard, les espéces pickettii (Ralston, Palleroni, et al.,
1973) et solanacearum furent reclassées dans le genre Ralstonia (publié le 3 avril 1996 par
citation dans la liste de validation 57) avec Alcaligenes eutrophus, ainsi renommée en R.
eutropha (Yabuuchi, Kosako, et al., 1995). Assez récemment, I'analyse de séquences basées
sur I’ARN ribosomal 16S, ainsi que les caractéristiques phénotypiques différentes, a permis
de diviser le genre Ralstonia en deux lignées : R. pickettii et R. eutropha (Vaneechoutte,
Kéampfer, et al., 2004). Le genre Ralstonia, en plus de contenir 3 especes retrouvées dans les
tissus humains, contient désormais I'organisme phytopathogéne R. solanacearum ainsi que
le tres récemment renommé R. syzygii. Les especes de la lignée R. eutropha ont été
assignées au genre Wautersia, avec comme espece type W. eutropha, néanmoins remis en
questions quelques mois plus tard par Vandamme et Coeyne (2004) qui montrérent que W.
eutropha était un organisme identique a Cupriavidus necator, et pointant l'urgence de

renommer le genre et d’éliminer le terme « eutropha » comme descriptif de I'espéce.

R. solanacearum appartient a la famille des Pseudomonaceae (Ralstoniaceae), bacilles a
métabolisme oxydatif. Cette famille regroupe des bactéries capables d’infecter a la fois
I'Homme, comme P. mallei, P. pseudomallei, P. aeruginosa, mais aussi les plantes, comme P.

synringae pv., P. fluorescens. Mais elles peuvent aussi révéler un intérét industriel, comme
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Xanthomonas campestris qui synthétise en grande quantité du xanthane, un polysaccharide
anionique soluble utilisé dans I'alimentation et l'industrie, ou encore Zoogloea spp., utilisés

dans bassins d'épuration pour son mucus capable de fixer des déchets organiques.

7.2 Le genre Ralstonia

Le genre Ralstonia a été nommé d’apres Ericka Ralston, une bactériologiste américaine qui
décrivit et nomma en premier Pseudomonas pickettii et qui suggéra un rapprochement

taxonomique avec Pseudomonas solanacearum (Ralston, Palleroni, et al., 1973).

Les souches du genre Ralstonia sont des batonnets Gram-négatifs non sporulant. Ces
souches peuvent étre mobiles par le biais d’une flagellation monotriche ou péritriche, ou
sont non mobiles. Aérobic stricte, ces souches sont capables de croissance sur milieu
peptone ordinaire et seule I'espece eutropha est de type chimiolithotrophe facultative
(Garrity, Bell, et al., 2005). Le genre Ralstonia comprend officiellement cing espéces dont
trois sont isolées d’échantillons cliniques humains : R. insidiosa, R. mannitolilytica, et R.
pickettii ; seules les deux dernieres espéces sont pathogenes de I'Homme (Coenye, Goris, et
al., 2003; De Baere, Steyaert, et al., 2001; Ralston, Palleroni, et al., 1973). R. pickettii est
souvent utilisé comme « outgroup » pour les études de comparaison génétique de
R. solanacearum, bien que R. mannitolilytica soit plus proche phylogénétiquement de
R. solanacearum (De Baere, Steyaert, et al., 2001; Vandamme & Coenye, 2004;

Vaneechoutte, Kampfer, et al., 2004).

De nombreux hotes de R. solanacearum font partie de |la famille des Solanaceae justifiant sa
dénomination d’espéece. Brievement appelé Bacillus solanacearum (Smith, 1886), puis
Pseudomonas solanacearum (Smith 1914), R. solanacearum est capable d’accumuler de
facon intracellulaire des granules lipidiques de poly-B-hydroxybutyrate (PHB) (Delafield,
Doudoroff, et al., 1965), considérées chez les bactéries Gram-négatives et Gram-positives
comme des réserves énergétiques (Doudoroff & Stanier, 1959). Ces granules sont
métabolisées pour la survie et la croissance quand une source de carbone externe n’est pas
disponible (Handrick, Reinhardt, et al., 2000; Uchino, Saito, et al., 2008). La plupart des
souches sont capables de dénitrifier et certaines produisent un pigment hydrosoluble
diffusible brun foncé. Sa croissance est fortement ralentie dans un milieu contenant plus de
2% de NaCl ou a une température inférieure a 4°C ou supérieure a 40°C. Son contenu en G+C
est compris entre 66 et 67%. R. solanacearum est un complexe d’espéces comprenant le
genre solanacearum, mais des études de sérologie et de phylogénie ont révélé que BDB
I'agent de la maladie du sang du bananier est proche de R. solanacearum. Néanmoins, sa
reconnaissance taxonomique n’est toujours pas établie (Baharuddin, Rudolph, et al., 1994;
Coenye, Goris, et al., 2003; Eden-Green, 1994; Taghavi, Hayward, et al., 1996; Villa, Tsuchiya,
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et al., 2005). Nous avons évoqué le cas de R.syzygii, précédemment connu sous
Pseudomonas syzygii (Roberts, Eden-Green, et al., 1990), qui est un agent pathogéne du
giroflier en Indonésie. Appelée en anglais « Sumatra disease of clove », cette maladie est
rapportée pour la premiére fois au début du XIXe siécle. La taxonomie (Eden-Green, 1994;
Roberts, Eden-Green, et al., 1990) et I'analyse de séquences sur les ADN ribosomaux et sur
d’autres genes (De Baere, Steyaert, et al., 2001; Poussier, Prior, et al.,, 2000; Poussier,
Trigalet-Demery, et al., 2000; Taghavi, Hayward, et al., 1996; Vaneechoutte, Kampfer, et al.,
2004; Villa, Tsuchiya, et al., 2005) ont montré que R. syzygii était proche de R. solanacearum,
mais plus éloigné que ne I’est BDB. Les exigences nutritionnelles et le morphotype different
de R. solanacearum de par la croissance tres réduite sur milieux standard et a 37°C, la
sensibilité accrue au NaCl, et la cellule n’est ni mobile ni flagellée (Roberts, Eden-Green, et
al., 1990).

De nombreux changements relatifs a la classification taxonomique de R. solanacearum ont
permis de mieux cerner phylogénie du groupe Burkholderia. L’avenement des technologies
basées sur I'analyse de I’ADN a ouvert de nouvelles voies dans la caractérisation du vivant, et
des connaissances académiques restent encore a établir. Ainsi, les souches appartenant au
genre Ralstonia apparaissent extrémement diversifiées sur le plan de I'écologie. Concernant
le pouvoir pathogéne, le genre Ralstonia héberge des especes cliniques d’intérét en santé
humaine, et le complexe d’espéeces R. solanacearum dont la clarification de la systématique
est toujours d’actualité : les relations phylogénétiques avec R. syzygii et I'agent du BDB sont
en effet peu documentées. Il parait nécessaire de poursuivre la caractérisation dans ce

groupe pour développer les outils moléculaires de demain.

7.3 Le complexe d’espéces

7.3.1 La classification en races

Les pionniers que sont Yvan Buddenhagen et Luis Sequeira (1962) ont établi le systeme de
classification en différentes races des souches de R. solanacearum. Ce systeme historique est
encore utilisé dans la littérature récente et se base sur la caractérisation du pouvoir
pathogene sur une gamme d’hotes, mais n’a pas valeur de taxon tel que cela est accepté de
maniere académique. Trois races sont d’abord proposées (Buddenhagen & Kelman, 1964;
Buddenhagen, 1986), puis deux autres ont été ajoutées afin de compléter la classification
due a la découverte de souches pathogénes du gingembre (Zingiber officinale) et du mdrier
blanc (Morus alba). Jusqu’a présent, la communauté scientifique a utilisé ce systéeme de

classification pour rendre compte de la diversité chez R. solanacearum.
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Figure 14. Réponse hypersensible sur feuille de tabac (Nicotiana tabacum)

Infiltration de souches de Ralstonia solanacearum sur feuille de tabac, donnant lieu a une

nécrose localisée des tissus, connue sous le nom de réponse d’hypersensibilité (HR).
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7.3.1.1 Racel

Les souches de race 1 sont historiquement décrites comme étant les plus ubiquistes. Elles
sont pathogenes du tabac (Nicotiana tabacum), de la tomate (Solanum lycopersicom L.), de
nombreuses herbes sauvages de la famille des Solanaceae, ainsi que des bananiers a
génotypes diploides (Buddenhagen, Sequeira, et al., 1962). Plus tard, des tests de
pathogénie et des observations sur le terrain ont rapporté que ces souches étaient
extrémement polyphages et que leurs spécificités d’hote s’étendaient, mais ne se limitaient
pas, a la pomme de terre (S. tuberosum), 'aubergine (S. melongena), |'arachide (Arachis
hypogaea), le piment (Capsicum annuum), 'olivier (Olea europa), le gingembre, les genres
Geranium et Pelargonium, la fraise (Fragaria spp.) et le genre Eucalyptus. Cette définition de
race 1 pose néanmoins un probléme puisque certaines souches sont hautement virulentes
sur tomate et aubergine, mais trés peu virulentes sur tabac (Granada & Sequeira, 1975;
Kelman & Person, 1961) : la plupart d’entre elles produisent une réaction localisée durant
laguelle les cellules végétales se nécrosent, connue sous le nom de réponses hypersensibles
(HR) (Klement, 1982; Puhler, Arlat, et al., 2004) a l'issue d’infiltration sur feuille de tabac
(Figure 14) (Granada & Sequeira, 1975; Robertson, Wechter, et al., 2004), alors que les
souches pathogenes du tabac provoquent des flétrissements nécrotiques 48-72h apres
infiltration. Un autre probléeme dans la classification de la race 1 est qu’elle regroupe des
souches phylogénétiquement distantes. Par conséquent, les souches tombant dans la race 1

n’ont pas pu étre unifiées au rang de véritable taxon (Hayward, 1964, 1994b).

7.3.1.2 Race 2 (Musacées et ornementales)

Les souches de la race 2 sont toutes pathogenes des bananiers triploides et/ou des espéeces
Heliconia (Buddenhagen, Sequeira, et al., 1962; Thwaites, Eden-Green, et al., 2000).
L’apparition de larges plantations commerciales de bananes triploides a largement favorisé
la sélection de ces souches capables de flétrir cet d’hote. Le flétrissement bactérien causé
par la race 2 est désigné sous le nom de « Maladie de la Moko » (Buddenhagen, 1986;
Sequeira, 1993, 1998). Des sous-groupes d’Amérique Centrale et du Sud ont été décrits sur
la base de certaines variations du pouvoir pathogenes, des aspects morphologiques en
culture, et de leur propension a étre transmises par insecte ou non (Fegan & Prior, 2005;
French, 1986). Inoculées artificiellement, les souches de race 2 isolées de bananiers
triploides flétris sont particulierement virulentes sur bananiers diploides Musa acuminata et
M. balbisiana et sont aussi virulentes sur tomate, aubergine, pomme de terre, ou piment
(Cellier & Prior, 2010; French & Sequeira, 1970; Janse, 1991; Raymundo, Orlina, et al., 2005).
Infiltrées dans les feuilles de plants de tabac, les souches de race 2 donnent généralement
une HR (Janse, 1991; Lozano & Sequeira, 1970), mais certaines souches peuvent étre

pathogenes du tabac (French & Sequeira, 1970).
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7.3.1.3 Race 3 (Pomme de terre)

Les souches de races 3 sont historiquement connues pour étre pathogénes de la pomme de
terre et de la tomate, mais elles sont épidémiologiquement peu actives sur d’autres
Solanaceae dans des conditions environnementales froides (Buddenhagen, Sequeira, et al.,
1962). Alors que les souches de race 1 sont considérées comme étant « large spectre » en
termes de spécificité d’hote, les souches de race 3 présentent un spectre d’hote réduit
(Persley, 1986) et sont depuis longtemps (toujours) considérées comme les souches dites
« Pomme de terre » (Buddenhagen & Kelman, 1964; French, 1994; Hayward, 1991). Les
souches de race 3 sont décrites comme originaires des hauts plateaux andins et elles sont
donc particulierement bien adaptées aux températures froides, que I'on retrouve aussi bien
sur les hauts plateaux tropicaux, qu’en climat tempéré européen (Elphinstone, 1996; French,
1986; Hayward, 1991; Milling, Meng, et al., 2009). La majorité de ces souches ne sont pas
pathogenes du tabac et induisent une faible HR sur feuille de tabac, donnant lieu a une
coloration jaunatre de la zone infectée (Lozano & Sequeira, 1970). En dehors de leur zone
d’endémie, les infections dues aux souches de race 3 ont été pour la premiere fois reportées
en Afrique du Sud (Doidge, 1914). Depuis prés de 15 ans maintenant, une proportion
considérable de terres agricoles de I'Europe de I'Ouest est infestée par cet agent pathogene,
avec des conséquences économiques considérables (van Elsas, Kastelein, et al., 2000;
Wenneker, Verdel, et al., 1999). En paralléle, pratiquement I'ensemble des réseaux
d’irrigation néerlandais a été contaminé de fagon permanente. Ces souches ont été
détectées pour la premiére fois en Angleterre en décembre 1999, d’un lot importé de
Pelargonium zonale en provenance du Kenya. Ces boutures a l'origine de I'épidémie
provoquée par la race3 en Europe ont vraisemblablement été contaminées par I'eau
d’irrigation des serres de production qui se situées en aval de champs infectés de pomme de
terre (Cellier & Prior, 2010; Janse, van den Beld, et al.,, 2004). Les années suivantes, des
symptomes de flétrissement bactérien ont été observés dans des serres de Pelargonium en
Belgique et en Allemagne, mais aussi aux Etats-Unis (Janse, van den Beld, et al., 2004;
Swanson, Yao, et al., 2005; Williamson, Nakaho, et al., 2002). Aux Etats-Unis, la diffusion des
souches a travers le territoire a été largement facilité par la mécanisation des terres
agricoles, notamment dans le Sud-est (Fortnum & Kluepfel, 2005); R. solanacearum est
considéré aux Etats-Unis comme le deuxiéme plus important agent pathogéne du tabac et le
cinquiéme pour la tomate, mais il n’est pas présent au Canada. En Europe, un nombre de
plants non négligeable sont des hotes asymptomatiques des souches de race 3, notamment
une plante semi-aquatique de la famille des Solanaceae, la « Douce-amére » (Solanum
dulcarama), ainsi que ne nombreuses herbacées de la famille des Solanaceae et d’autres
familles (Elphinstone, 1996). Néanmoins, les espéces de graminées semblent ne pas étre

infectées par ces souches (Janse, van den Beld, et al., 2004; Pradhanang, Elphinstone, et al.,
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Tableau 3. Tests physiologiques révélant la classification de

Ralstonia solanacearum en Biovars®

Biovars
1 2 2T 3 4 5

Tests physiologiques

Hexose-alcools

Mannitol - - -+ o+ o+
Dulcitol (Galactitol) - - -+ o+ -
Sorbitol (Glucitol) - - -+ o+ -
Disaccharides
Maltose -+ o+ o+ -
Lactose -+ o+ o+ -
D-(+)-Cellobiose -+ o+ o+ -
Autres substrats
myo-Inositol + o+
D-Ribose® d - + +
Trehalose + -+ o+
A partir du Nitrate
Nitrite + + o+ O+ o+ o+
Gaz - - -+ 4+ 4+
® + = 80% ou plus de souches positives ; - = 80% ou plus de

souches négatives; d = entre 21 et 79% de souches

positives.

® Pour les Biovars 1 a 4, ces résultats n’ont été obtenus que

sur une faible proportion de souches.
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2000a). Ainsi, le spectre d’hote des souches de race 3 semble étre bien plus large que la
description originelle a son sujet (Buddenhagen, Sequeira, et al., 1962), comme cela est

discuté dans le cadre de la these.

7.3.1.4 Race4

Les souches de race 4 sont pathogenes du gingembre (Persley, Batugal, et al., 1986) et sont
signalées en Chine, Australie, Hawai, le Japon, Malaisie, Inde, Philippines, Thailande, et l'ile
Maurice (Alvarez, 2005; Hayward, 1994a; Kumar, Sarma, et al., 2004; Xu, Pan, et al., 2009).
Des inoculations artificielles ont aussi révélé la pathogénie de ces souches de race 4 sur
tomate, aubergine, piment, et sur des herbacées telles que S. nigrum (Solanaceae) ou
Crassocephalum crepidiodes (Asteraceae), mais sont peu agressives sur le Tabac (Pegg &
Moffett, 1971) ; les infiltrations sur tabac mettent en évidence une lente coloration jaunatre,
comparable a celle développée par les souches de race 1 (Janse, 1991). Par contre, les
souches de race 4 originaires d’Inde sont tres méconnues. Certaines souches de race 1 ont
été décrites comme faiblement agressives sur le gingembre, mais les autres races n’ont pas

été décrites comme virulentes (Hayward, 1994a; Janse, 1991).

7.3.1.5 Raceb5

Les souches de race 5 sont originaires de Chine et provoquent des flétrissements sur murier
blanc (He, Sequeira, et al., 1983). Les inoculations artificielles ont montré que les souches de
race 5 sont faiblement virulentes sur pomme de terre et aubergine, et sont avirulentes sur

tomate, piment, tabac, et arachide.

7.3.2 La classification en Biovars

Contrairement a la classification en races, basée sur la gamme d’hoétes, les 4 Biovars (Bv)
historiques (codés 1 a 4) sont définis sur la base de I'oxydation de I'un des 3 disaccharides ou
des 3 hexose-alcools (Hayward, 1964; Hayward, El-Nashaar, et al., 1990). Ce systeme a été
élargi plus tard avec d’autres substrats, la production de nitrite ou de gaz a partir du nitrate
(Tableau 3) (Hayward, 1994b). Cette classification rapide, reproductible, et peu couteuse
n’est utile que si 'organisme étudié est en culture pure et auparavant identifié comme
appartenant au complexe d’espéces R. solanacearum. Les souches isolées de pomme de
terre dans le bassin amazonien on put étre différenciées de I'archétype Bv2 par des tests
portant sur une gamme étendue de substrats par rapport a ceux premiérement utilisés dans
cette classification en Bv (French, Aley, et al., 1993; Hayward, 1994b) ; ces souches ont été
classées dans le Bv2T, en rapport avec leur lieu d’origine tropical, ou encore N2 pour « New

Biovar 2 ». En opposition a I'appellation du Bv2T, le Bv2 est souvent répertorié comme 2A du
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Tableau 4. Classification de Ralstonia solanacearum en Races et Biovars

Race Hotes Distribution géographique Biovar

1 Divers Asie, Australie 3,4
Amérique 1

2 Banane, autres Musa spp.  Caraibe, Brésil, monde 1

3 Pomme de terre, autres Monde, sauf USA et Canada 2

Solanaceae, Géranium,
autres espéces

4 Gingembre Asie 3,4
Mdrier Chine 5
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fait de I'origine andine des souches. Le Bv5 a été décrit pour les organiser les souches isolées

de murier en Chine (He, Sequeira, et al., 1983).

Il n'existe pas de correspondance absolue entre la race et le Bv d’appartenance d’une
souche (Tableau 4) (Hayward, 1964, 1991; He, Sequeira, et al., 1983), néanmoins, les
souches de race 3 sont toujours des Bv2 (Hayward, 1991; Smith, Offord, et al., 1995), mais
I'inverse n’est pas forcément vrai. Les souches de Bv5 qui sont des souches de race 5, mais
peu de crédit sont données a ce groupe tant il est proche du Bv3. La correspondance entre
races et Bv est également mise en défaut concernant la race 4 pour laquelle le Bv4 n’est pas
unique, puisque des souches isolées de gingembre en Inde appartiennent aussi au Bv3
(Kumar, Sarma, et al., 2004). La classification des souches de Bv2T pose aussi des
interrogations, car ces souches possédent une gamme d’hotes beaucoup plus étendue que
les souches de Bv2. La capacité de prédiction trouve aussi ces limites quand on vient a
décrire les souches de Bvl et 3, qui possedent une gamme d’hotes étendue dans des

localités géographiques différentes.

Les genes impliqués dans les voies métaboliques de ces disaccharides ou de ces hexose-
alcools son encore mal caractérisés, mais un début de réponse a été apporté par Denny et
coll. (2006) et le séquencage complet de souches: GMI1000, souche de Bv3 capable de
métaboliser a la fois les trois disaccharides et les trois hexose-alcools, possede une région de
22 kb dont les CDS prédits sont impliqués dans les voies métaboliques des hexose-alcools
(Gabriel, Allen, et al., 2006). Par contre, les souches de Bv2 ne possédent pas cette région.
L'inactivation de trois de ces génes conduit par ailleurs a l'incapacité du mutant a
métaboliser le mannitol et le sorbitol, mais pas le dulcitol, suggérant une autre voie
métabolique impliqguée pour le métabolisme de ce dernier hexose-alcool. Concernant les
disaccharides permettant de différencier les Bvl des Bv3, il a été montré qu’ils étaient
utilisés comme donneur d’électron pour le cytochrome oxydase. Il est donc probable qu’une
mutation sur ces genes puisse faire passer une souche de Bv3 a un Bv5. Ces caractéristiques
ont aussi pu étre acquises par transferts horizontaux de génes, mais les souches sont jugées
stables dans les conditions de culture en laboratoire. Selon des études phylogénétiques, il a
été montré que les souches de Bv3, 4, et 5 font partie de lignées génétiques différentes,
distinctes des souches de Bvl et 2, et qu’elles utilisaient des ressources carbonées plus
diverses (Hayward, 1994b; Palleroni & Doudoroff, 1971). Les travaux de Poussier et Luisetti
(2000) ont aussi mis I'accent sur la relation entre le génome et les bases métaboliques des
Bv en mettant au point une méthode de détection Nested-PCR-RFLP sur une amplification

spécifique d’un fragment sur la région hrp.

Le principal défaut de la classification race/Biovar est quelle est rendue obsoléte par les

dernieres connaissances établies sur la diversité génétique dans ce groupe et I'assignation
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des souches couvrant cette diversité dans des groupes phylogénétiques : cette classification
ne refléte pas la taxonomie établie et Cook et coll. (1989) la qualifierent d’ambigué et de non
fiable. D’'un point de vue purement pratique, les inoculations artificielles ne sont pas si
simples a mettre en place et les résultats qui en découlent sont sujets a de nombreuses
variations : choix des variétés considérées comme sensibles, conditions expérimentales,
concentration et état physiologique des souches, méthode d’inoculation... Autant de
parametres qui ont tendance a surestimer le spectre d’héte naturel des souches testées
(Denny, 2006). Les travaux sur les voies métaboliques confirment la classification en races
pour les souches de appartenant aux races 1, 2, et 3 (Janse, 1991); néanmoins, aucune
étude de diversité a grande échelle n’a été reportée jusqu’a présent. Les conclusions tirées
sur cette classification montrent plus qu’elle reflete en réalité les pathovars de I'organisme
(Alvarez, 2005; Prior & Fegan, 2005). Le probleme posé par les races ou Biovars est sa non-
adéquation avec les méthodes de typages moléculaires : la race 1, tout comme le Bvl, se
retrouve dans tous les groupes génétiques reconnus et si la race 3 Bv2 se retrouve aussi bien

dans le phylotype Brown rot 1IB-1, que le phylotype IV (Jeong, Kim, et al., 2007).

7.3.3 Phylogénie du complexe d’espéces

De nombreuses études assez récentes portant sur la diversité génétique des souches de
R. solanacearum sont disponibles. Elles valident I’existence de certains écotypes, comme les
Brown rot et les Moko, et surtout elles consolident et prolongent notre perception des
différents niveaux d’organisation et donc de la classification chez cet organisme. L'ouverture
de I’ere des « omics » apporte véritablement une nouvelle dimension a la caractérisation de
R. solanacearum et des organismes vivants au sens plus large. Etudes de diversité,
d’évolution, de relations entre les organismes... ont permis au cours des derniéres années
d’affiner la résolution et de mieux résoudre les degrés d’organisation de groupes

d’organismes auparavant liés.

7.3.3.1 Laclassification et les technologies de I’ADN

Cook et coll. (1989) ont été pionniers concernant I'approche phylogénétique qu’ils ont basé
sur l'analyse du polymorphisme de longueur de fragments de restriction (RFLP) pour
examiner 62 souches de R. solanacearum distribuées dans les quatre races et les cinq
Biovars. Les Southern blots de restriction d’ADN génomique digéré aux endonucléases ont
été sondés avec neuf régions génétiques relatives a la biosynthese du tryptophane, a
I’exopolysaccharide EPS1, au core lipopolysaccharide, a trois clusters de génes a la fois
impliqués dans la virulence (hrp) et dans les HR, ainsi qu’a trois régions de fonction
inconnue. Un total de 28 groupes RFLP a été décrit et a été appelé MLG, pour MultiLocus

Genotypes, formant deux clusters distincts. La Division | unifiée par les souches tombant
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dans larace 1 Bv3, 4, et 5, et la Division Il hébergeant les souches de race 1 Bvl (r1Bv1) et les
r2Bv3. Ces divisions apparaissent aussi dans I'analyse séparée des 9 sondes, suggérant une
coévolution des loci analysés. Des analyses utilisant 8 des 9 sondes RFLP (Cook & Sequeira,
1994) sur un lot additionnel de 102 souches représentant, entre autres le Bv2T, ont permis
de décrire un total de 46 MLG, confirmant la division précédente en deux groupes. La
Division | « Asiaticum » est décrite comme étant liée aux régions d’Asie et de I'Océanie,
quant a la Division Il « Americanum », elle est décrite comme étant liée a la région des
Amériques. Les souches de Bv2T sont alors classées dans la Division |l, ouvrant avec le Bv2
un sous-groupe aux cOtés du second, représenté par les souches de Bvl. Les souches de
race 2 pathogenes de la banane sont distribuées dans les deux sous-clusters de la Division I.
Malgré leurs différentes origines géographiques, les souches isolées de pomme de terre sont
localisées dans le cluster MLG26, indiquant le caractere clonal de ces souches et une
distribution géographique large probablement associée aux activités humaines, a la
circulation des biens et des personnes. Malheureusement, ce typage n’est plus possible car

les sondes on été perdues.

La voie était ouverte et I'approche déclinée avec de nombreuses autres techniques basées
sur I'analyse de I’ADN, toutes contribuant régulierement a compléter la caractérisation de la
phylogénie chez R. solanacearum : des empreintes génétiques RFLP (Gillings & Fahy, 1993;
van der Wolf, Bonants, et al., 1998) ; a la réaction en chaine de polymérisation appliquée aux
RFLP (Gillings, Fahy, et al., 1993; Poussier, Trigalet-Demery, et al., 2000; Poussier,
Vandewalle, et al., 1999); au polymorphisme de longueur de fragments amplifiés (AFLP)
(Poussier, Trigalet-Demery, et al., 2000; van der Wolf, Bonants, et al., 1998) ; les PCR a ARNt
consensus (Seal, Jackson, et al., 1992) ; et les marqueurs basés sur PCR d’éléments répétés
(rep-PCR) (Horita & Tsuchiya, 2001; Thwaites, Mansfield, et al., 1999; van der Wolf, Bonants,
et al., 1998).

Les techniques les plus actuelles sont basées sur le séquencage complet ou partiel de loci
dont I’évolution est lente au sein de I'espece rendant ainsi compte du passé évolutif lointain,
comme I’ADN ribosomal 16S. Les arbres phylogénétiques sont obtenus grace a (i) I'analyse
du polymorphisme de séquences; (ii) 'analyse des distances génétiques ; et (iii) I'analyse
des clusters (Fegan & Prior, 2005; Li, Dorsch, et al., 1993; Poussier, Prior, et al., 2000; Villa,
Tsuchiya, et al., 2005). La résolution de I'arbre dépend du nombre de souches, de leurs choix
basés sur leur potentiel de représentativité, mais aussi sur le locus considéré ; I’étude de la
relation entre des especes trés proches demandera de choisir un locus a vitesse évolutive
plus grande que pour I'étude d’espéces éloignées. Les loci considérés a ce jour sont au
nombre de six : (i) egl, une endoglucanase ; (ii) mutS, un systeme de réparation des impairs

sur ’ADN ; (iii) hrpB, une protéine régulatrice de type AraC dans le cluster de géne hrp ; (iv)
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Tableau 5. Correspondance des systemes de classification de Ralstonia solanacearum basés
sur le phénotype (Races et Biovars) et sur les technologies de ’ADN (Phylotypes, sequevars,
RFLP, 16S et MLG)?

Phylotype Origine Sequevar RFLP 16S Races Biovar MLG Hote d'origine
| Asie et 12-18 11 3 814 Nombreux
Océanie
4 411;’ 15-18, Nombreux
4 4 22-23 Gingembre
5 5 19-20 Murier
2-T Piment, Tomate
A Amériques 5,7 1 1 1-7, 38 Nombreux
6 1 1 28, 46 Musaceae
1B Amériques 3-4 I 2A 2 1 24-25 Musaceae

Pomme de terre
(principalement)
29-31,33, Pomme de terre

1-2 3 2 26-27, 34

2T 36-37,39 et aubergine
1] Afrique 19-23 ND ND 1 ND Nombreux
2-T ND Pomme de terre
IV Indonésie et ND 2B 1 ND Giroflier
Asie
11 ) ND Giroflier, pomme
de terre
8 2-T  ND Pomme de terre
IV BDB 10 2-T ND Musaceae
IV R. syzygii 9 1 ND Giroflier

® Phylotypes et sequevars (Fegan & Prior, 2005; Villa, Tsuchiya, et al., 2005); RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism) (Cook & Sequeira, 1994) ; 16S ADNr (Poussier,
Trigalet-Demery, et al., 2000; Taghavi, Hayward, et al., 1996): MLG (MultiLocus Genotype) ;

Biovars et Hote d’origine sont de multiples sources ; NA = Non Disponible.
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pehA, une endopolygalacturonase ; (v) la région intergénique adjacente du géne IpxC ; et (vi)

la région ITS, région de I'espace intergénique 16S-23S.

7.3.3.2 Le schéma de classification en phylotypes et sequevars

La nouvelle classification hiérarchique proposée par Fegan et Prior (2005) propose une
structuration en quatre groupes majeurs, les phylotypes, pour qui correspondent des
clusters de souches révélés par le séquencage partiel des genes egl, hrpB et mutS (Fegan &
Prior, 2005; Prior & Fegan, 2005). Les séquences publiées dans le schéma proposé sur un
locus donné peuvent étre réutilisées pour structurer et compléter d’autres arbres
phylogénétiques basés sur le méme locus. Par ailleurs, les deux grandes divisions observées
par Cook et coll. (1994) sont conservées et la diversité découverte dans les souches
originaires d’Afrique et d’Indonésie a permis d’étendre ces deux divisions a quatre. Ces
qguatre phylotypes tendent a refléter I'origine géographique des souches (Villa, Tsuchiya, et
al., 2005) : Asie (phylotype 1), Amérique (phylotype Il), Afrique (phylotype lll), et Indonésie,
Japon et Australie (phylotype IV), regroupant aussi R.syzygii et BDB. Les travaux de
références montrent aussi que le phylotype Il américain posséde deux sous-clusters notés
IIA et IIB (Prior & Fegan, 2005; Villa, Tsuchiya, et al., 2005). Les mémes relations de groupes
ont été observées pour les loci analysés, suggérant une coévolution des régions concernées
par ces loci. Ce n’est néanmoins pas le cas de tous les loci, puisque le séquencage de
GMI1000 dans un premier temps, puis plus tard de Molk2, IPO1609 et CFBP2957, CMR15, et
PSI07, montre que le génome de R. solanacearum est composé d’'une mosaique de génes

vraisemblablement acquis par transferts horizontaux (Salanoubat, Genin, et al., 2002).

Chacun de ces phylotypes est subdivisé en sequevars uniques reflétant une définition de
travail pour laquelle les souches possedent, a I'intérieur d’'un méme sequevar, une variation
de séquence trés faible sur un locus cible ; pour I'egl/, ce seuil est de 1% sur une totalité de
700 pb environ. Un nouveau sequevar est décrit si au moins deux souches possedent des
séquences similaires hautement conservées dans le méme locus. Les sequevars rejoignent
les groupes MLG produits par RFLP et décrivent un groupement similaire de souches
(Tableau 5). Néanmoins, I'analyse ne porte que sur un locus donné et les souches distribuées
dans les sequevars ne sont pas comparables avec un autre locus (Villa, Tsuchiya, et al.,
2005): a chaque locus correspond un profil de sequevar donné. Ainsi, jusqu’a
I’établissement d’'un schéma « Multilocus Sequence Typing » (MLST) ou « Multilocus
Sequence Analysis » (MLSA), il n’est pour l'instant pas possible de comparer les loci et donc

leur phylogénie entre eux.

Les principaux avantages de cette classification sont le puissant pouvoir de résolution de la

diversité génétique et de la phylogénie, et aussi le fait que contrairement a toute autre
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Sequevar 7

Phylotype | (Asie)

i m.;‘_\

Brown Rot sequevars1 & 2
R. celebence
{8DB) 3

R. solanacearum

R syzygii Phylotype lll
(Afrique) Phylotype II

Phylotype IV (Indonésie) (Amériques)

Figure 15. Phylogénie du complexe d’espéces Ralstonia solanacearum

Arbre phylogénétique du complexe d’espéces R. solanacearum basé sur le séquencage

partiel de I'endoglucanase (egl) (Fegan & Prior, 2005; Villa, Tsuchiya, et al., 2005).

Reference strain

P07 CFEP2857  IPO1603 Malk2 GMIaan CMR15 R. pickefi
PsSIOT7 100 91.8 918 916 927 924 3938
13 CFBP2957 91.7 100 96.2 96.1 911 91.2 838
% IPC1609 82.0 96.3 100 984 914 91.3 836
90
100 Molk2 91.6 96.3 98.4 100 911 91.2 3935
GWi1000 80.9 91.2 911 90.9 100 96.0 3338
li CMR15 924 91.2 91.0 90.9 96.3 100 338
R.pickettii 82.2 826 828 828 829 829 100

Figure 16. Analyse du complexe d’espéces Ralstonia solanacearum basée sur I’ANI (Average

Nucleotide Identity)

Figure provenant du travail de recherche de Remenant et coll. (2010), montrant la
description de trois especes génomiques, basée sur un coefficient d’ANI (Goris,
Konstantinidis, et al., 2007; Konstantinidis & Tiedje, 2005) supérieur a 95%. Les souches
GMI1000 de phylotype | (I) et CMR15 (lll) forment une premiére espéce génomique ; les
souches Molk2 (1IB), IPO1609 (lIB) et CFBP2957(llIA) forment une deuxieme espéce
génomique ; et PSI07 (IV) forme une troisieme espéce génomique. Les valeurs de bootstrap
sont indiquées en bleu sur I'arbre phylogénétique a gauche. La souche R. pickettii est

considérée comme un outgroup a la phylogénie de R. solanacearum.
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méthode de classification cette méthode est additive. Ce schéma de classification
hiérarchique autorise I'identification de nouveaux sequevars ou de nouveaux phylotypes au
fur et a mesure de I'enrichissement des bases de données de séquences dédiées. Bien que
peu probable (Fegan & Prior, 2005), la description de nouveaux phylotypes reste une
possibilité biologique, car nous ne disposons certainement pas encore de représentant de
toutes les souches, mais ce systeme de classification permettra de les repérer
instantanément. De récents travaux menés par Remenant et coll. (2010) donnent un nouvel
apercu du complexe d’especes R.solanacearum (Figure 15), en décrivant de nouvelles
espéces génomiques (Figure 16). En effet, il a été décrit le rapprochement des phylotypes |
et Ill dans une espéece génomique, distincte de I'espéce génomique représentée par le

phylotype Il et de la derniére espece génomique représentée par le phylotype IV.

Les avancées de la génétique et de la biologie moléculaire ont permis en un peu plus de 20
ans de rendre compte de la diversité génétique et de la phylogénie de R. solanacearum sous
un nouvel angle. La classification en race/Biovar a rendu des services considérables pour
mettre de l'ordre dans I'extraordinaire diversité rencontrée chez cet organisme. Sur ces
bases, les différentes technologies basées sur I'exploration de I'’ADN ont permis des
avancées majeures dans la classification. La nouvelle classification en phylotype/sequevar
offre la souplesse attendue par la communauté scientifique, car elle rend le mieux compte
de la réalité de certains groupes biologique que sont les différents écotypes de
R. solanacearum. Les données a venir en matiére de typage MLSA/MLST, mais surtout la
mise a disposition de génomes complets permettront une avancée majeure qui est la
définition biologique du complexe d’espéces R. solanacearum. Cela n’est possible que si les
souches candidates, qui feront I'objet de ces études, sont sélectionnées sur la base de

caractéristiques phénotypiques établies sans aucun a priori et avec beaucoup de rigueur.

8 Organisation du génome

8.1 Description

R. solanacearum est une espéce hétérogeéne, aussi bien d’'un point de vu phénotypique que
génotypique, comme en atteste sa phylogénie en complexe d’espéces (Fegan & Prior, 2005;
Gillings & Fahy, 1994). Sa riche diversité physiologique et écologique est reflétée par
I'organisation et la composition particuliere de son génome (Genin & Boucher, 2004;
Salanoubat, Genin, et al., 2002). Les premiers travaux de séquencage ont porté sur la souche
de R. solanacearum GMI1000 dont le génome a été publié en 2002 par I'équipe de C.
Boucher (Salanoubat, Genin, et al.). Depuis cette publication, de nouveaux efforts de

séquencage ont été consentis pour caractériser le pangénome de cet agent pathogéne, mais
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aussi son transcriptome (Aldon, Brito, et al., 2000; Cunnac, Occhialini, et al., 2004; Delaspre,
Nieto Penalver, et al., 2007; Deslandes, Olivier, et al., 2003; Meyer, Cunnac, et al., 2006). Les
recherches effectuées sur le comportement de R. solanacearum in planta ont conduit a la
découverte d’importants facteurs de virulence et de cascades régulatrices (Cunnac,
Occhialini, et al., 2004; Deslandes, Olivier, et al., 2003; Lavie, Seunes, et al., 2004; Mukaihara
& Tamura, 2009; Poueymiro, Cunnac, et al., 2009). 'accumulation de génomes dont les
séquences du chromosome et du mégaplasmide sont refermées et annotés permet
désormais de s’engager dans le champ de la génomique comparative et de tenter de décrire
des profils génétiques et y associer a des comportements de virulence ou de classifications

phylogénétiques fines.

A ce jour, neuf génomes de R. solanacearum ont été entiérement séquencés et annotés de
facon experte. L'équipe de C. Boucher a Toulouse a d’abord séquencé trois souches :
GMI1000 (I-18) souche a large spectre isolée de tomate flétrie en Guyane (Salanoubat,
Genin, et al.,, 2002); Molk2 (lIB-3) souche tropicale isolée du bananier aux Philippines
(Guidot, Elbaz, et al., 2009); et IPO1609 (lIB-1) (Guidot, Elbaz, et al., 2009) une souche
Andean Brown rot isolée de pomme de terre aux Pays-Bas (isolée par J. Janse en 1995 ; J.
Janse, communication personnelle. Ces deux derniéres années, I'équipe Cirad-Inra sous la
direction de P. Prior a porté le projet de séquencage de cing nouvelles souches afin de
couvrir au mieux la diversité phylogénétique décrite chez R. solanacearum (Remenant,
Coupat-Goutaland, et al.,, 2010): CFBP2957 (llIA-36), isolée de tomate en Martinique ;
CMR15 (llI-29), isolée de tomate au Cameroun; PSIO7 (IV-10), isolée de tomate en
Indonésie ; R229 (IV-10, le Blood Disease Bacterium) isolé du bananier en Indonésie ; et R24
(IV-9), une souche de R. syzygii isolée du giroflier en Indonésie (Remenant et coll. en

préparation).

Le génome de R. solanacearum a pour particularité d’étre bipartite, car organisé en deux
réplicons. Le premier réplicon de 3.6 Mb en moyenne posséde une origine de réplication
typique des chromosomes bactériens : présence des génes rnpA, dnaA, dnaN, et gyrAB, tout
comme la DnaA-binding box ; ainsi que les genes de ménages, essentiels a la survie de
I'organisme ; ce premier réplicon fait référence au chromosome. Le second réplicon de
2.1 Mb en moyenne possede une origine de réplication typique des plasmides, bordée du
geéne repA et par plusieurs RepA-binding boxes et est connu sous le nom de mégaplasmide.
Cette structure bipartite apparait comme caractéristique de R. solanacearum (Genin &
Boucher, 2004; Rosenberg, Casse-Delbart, et al., 1982) dont la taille des réplicons ne montre
gu’une faible variation (Remenant, Coupat-Goutaland, et al., 2010). Le chromosome encode
les mécanismes de base nécessaires a la survie de I'organisme, alors que le mégaplasmide ne

contient pas spécifiqguement ces types de mécanismes. Cependant, il contient plusieurs
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genes codant pour des enzymes nécessaires au métabolisme primaire (Remenant, Coupat-
Goutaland, et al., 2010; Salanoubat, Genin, et al., 2002), ainsi que la plupart des génes
impliqués dans le phénotype virulent. Il pourrait aussi avoir un grand réle a jouer dans
I’adaptation de R. solanacearum pour diverses pressions environnementales (Salanoubat,
Genin, et al., 2002), comme en atteste la présence de plusieurs copies des opérons d’ADN
ribosomaux (Klappenbach, Dunbar, et al., 2000). Les caractéristiques de ce mégaplasmide
suggerent une acquisition originelle plasmidique, (Salanoubat, Genin, et al., 2002) et la
présence de nombreux génes de ménage partagés par les deux réplicons ayant trait a la
pathogénie (Guidot, Prior, et al., 2007) ou a la biosynthése des acides aminés, des
nucléotides et des cofacteurs, (Genin & Boucher, 2004) atteste d’une acquisition et d’une
histoire évolutive commune trés ancienne (Coenye & Vandamme, 2003) qui fait de
R. solanacearum un organisme pathogene tres ancien. De plus, les caractéristiques
structurales similaires de composition en G+C et de 'usage de codons des deux réplicons
appuient cette hypothése (Coenye & Vandamme, 2003). Cependant, des données
supplémentaires sont nécessaires pour confirmer si le mégaplasmide serait issu d’'un
chromosome de R. solanacearum ancestral (Coenye & Vandamme, 2003) ou s'il été
originellement un plasmide accessoire dans un ancétre de R. solanacearum qui aurait évolué
dans le sens d’'un composant obligatoire de la structure du génome (Genin & Boucher,
2004).

R. solanacearum a un génome mosaique car tout au long de son évolution, cet organisme a
acquis horizontalement de nombreux fragments d’ADN, homogenement distribués sur les
deux réplicons (Remenant, Coupat-Goutaland, et al., 2010; Salanoubat, Genin, et al., 2002).
Il est estimé que 16% du génome de la souche GMI1000 est d’origine exogéne (Nakamura,
Itoh, et al., 2004), confirmant le fait que les souches de R. solanacearum sont naturellement
compétentes pour l'acquisition et la recombinaison d’ADN exogéne par transformation
naturelle (Bertolla, Frostegard, et al., 1999; Bertolla, Van Gijsegem, et al., 1997; Coupat,
Chaumeille-Dole, et al., 2008; Guidot, Coupat, et al.,, 2009). Certains des effecteurs de
virulences ont d’ailleurs été localisés dans des flots génomiques (Dobrindt, Hochhut, et al.,
2004), appelés alors flots de pathogénie (Salanoubat, Genin, et al., 2002), et témoignent des

échanges de matériels génétiques.
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8.2 Meécanismes du pouvoir pathogene

L'instabilité de la virulence chez R.solanacearum (conversion phénotypique) et son
association avec |'aspect des colonies, conduits a rechercher le systeme régulateur agissant
sur la transcription de génes de virulence (Brumbley, Carney, et al.,, 1993). Un premier
systéme pilus de type IV intervenant dans la mobilité, semble contribuer a la pathogénie
chez R. solanacearum (Liu, Kang, et al., 2001; Tans-Kersten, Huang, et al., 2001). Ce systeme
contribue au succes de pénétration dans les tissus hotes. Il est complété par de nombreux
autres systémes dont nous ne développerons ici que les principaux. Ainsi, le premier
systeme de virulence a étre étudié est un exopolysaccharide | (EPS 1). L’aspect des colonies
sur milieu gélosé, aspect fluide, muqueux, a été rapidement corrélé avec le pouvoir
pathogene et, a contrario, un aspect rugueux, sec des colonies signale un phénotype non
virulent. Ces observations de Okabe dans les années 1940 ont été confirmées par Kelman qui
proposa alors le moyen (toujours actuel) de discerner les morphotypes en question en
ajoutant du 2,3,5-tripheniltetrazolium (TZC) dans les milieux de culture solides (Kelman,
1954). Puis, Hussain et Kelman (1958) ont montré que les extraits non raffinés d’EPS de la
souche K60 provoquaient un flétrissement chez la tomate, tout comme les extraits végétaux
de plantes infectées. Leurs observations, quant a la survie des plantes apres inoculation du
surnageant de culture d’'un mutant déficient dans la production d’EPS, les a conduit a
conclure sur le réle des EPS dans les mécanismes de pathogénie. lls ont ainsi décrit le fait
que le flétrissement vient premiérement d’un dysfonctionnement vasculaire induit par une
forte présence d’EPS dans les tissus conducteurs. Le sucre prédominant dans I'EPS fut
caractérisé tardivement par rapport a sa découverte du fait de la complexité de la molécule :
un long polymere (> 10° Da) avec une unité trimérique de N-acétylgalactosamine
(Orgambide, Montrozier, et al., 1991). Sous le nom d’EPS |, cette fraction acide a été décrite
comme produite par la plupart des souches de R. solanacearum, ou une molécule de
structure tres proche, et provoque un symptéme de flétrissements (Cook & Sequeira, 1991;
Denny & Baek, 1991) en association avec d’autres polysaccharides et des composés non
carbonés, en provoquant une occlusion du xyléeme et un arrét de l'approvisionnement

hydrique de la plante (Schell, 2000).

Un systeme complémentaire a été découvert par Sequeira (1985) qui a suspecté tres tot le
role du lipo-polysaccharides (LPS) dans la pathogénie de R. solanacearum. La structure du
LPS est un polysaccharide core, un lipide A et un polysaccharide O-antigene. lls se trouvent a
I'interface entre I'environnement extérieur et la membrane cellulaire externe. Les études
menées sur les LPS trouvent des limitations dans I'analyse des mutants déficients en LPS du
fait de leurs effets a plusieurs niveaux : une mutation induite dans le polysaccharide core

réduit la virulence de I'organisme (Kao & Sequeira, 1991; Titarenko, Lopez-Solanilla, et al.,
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1997), mais réduit aussi la production d’EPS| et augmente la sensibilité aux peptides
antimicrobiens végétaux. Il a néanmoins été montré, par [lutilisation d’'un mutant
caractérisé, que les LPS et plus précisément le O-antigéne, contribué a la virulence de

R. solanacearum, sans pour autant en comprendre le mécanisme (Kang, Liu, et al., 2004).

Peu de temps aprés, un nouveau mécanisme est caractérisé sous la forme d’un systéme de
sécrétion de type Il (Saile, McGarvey, et al., 1997). Il permet I'export des exoenzymes de
dégradation des parois cellulaires comme les enzymes pectinolitiques et cellulosiques. Un
total de six enzymes a été identifié : B-1,4-endoglucanase (Egl), une exoglucanase (ChbA),
une endopolygalacturonase (PehA ou PglA), deux exopolygalacturonase (PehB et PehC) et
une pectine méthylestérase (Pme). Ces facteurs de virulences sont considérés comme
déterminants secondaires, puisqu’ils sont non obligatoires a R. solanacearum pour exprimer
le pouvoir pathogene sur un hote sensible (Gonzalez & Allen, 2003; Huang & Allen, 2000;
Tans-Kersten, Guan, et al., 1998) et contribuent de facon différente dans le pouvoir

pathogene en fonction des souches du complexe d’especes.

Un des déterminants primaires de la virulence est le systeme de sécrétion de type Il (SSTIII).
Ce systeme s’apparente a une véritable seringue moléculaire permettant a la bactérie
pathogene de délivrer directement des facteurs de virulence, ou effecteurs, dans le
cytoplasme de la cellule hote cible. Il est constitué d’un pilus hrp (hypersensitive response
and pathogenicity) composé de piline HrpY, et a été montré ayant co-évolué avec le
génome, plutot qu’acquis par transfert horizontal (Salanoubat, Genin, et al., 2002). Peu de
protéines issues des génes hrp ont pu étre caractérisées en termes de fonctions. Ce systeme
est répandu chez les bactéries phytopathogenes et est similaire chez les bactéries
pathogenes d’animaux (He, Nomura, et al., 2004). Parmi les huit systémes de sécrétion
repérés chez R. solanacearum (Poueymiro & Genin, 2009), le SSTIII est indispensable au
pouvoir pathogene. En effet, les mutants déficients ne sont plus capables d’éliciter la HR sur
les plantes non-hoGtes comme le tabac et ne sont plus capables de développer des
symptomes de flétrissement chez les plantes hoéte (Boucher, 1998; Schell, 2000; Van
Gijsegem, Vasse, et al., 2002). La multiplication dans la plante par ces mutants est plus lente
que celle du type sauvage et la colonisation des parties aériennes est plus faible, mais la
capacité a pénétrer des racines non blessées et a coloniser jusqu’au collet de la tige reste
inchangée. Les effecteurs protéiques qui sont introduits dans la cellule héte eucaryote
permettent de faciliter la colonisation de I'hOGte en suppriment les réponses de défense
primaires ou en facilitant I'accés aux nutriments (Alfano & Collmer, 2004; Biittner & Bonas,
2002; He, Nomura, et al., 2004). Dans certaines conditions, les protéines transférées dans le
cytoplasme de la cellule hote sont reconnues et la plante déclenche alors une violente

réaction de défense, souvent sous la forme de HR (Keen, 1990; Nimchuk, Eulgem, et al.,
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2003; White, Yang, et al., 2000) ; ces facteurs sont alors appelés protéines d’avirulence car
elles restreignent la gamme d’ho6tes de I'organisme pathogene. R. solanacearum possede un
SSTIII localisé sur une région de 20 a 25 Kb du mégaplasmide (Van Gijsegem, Gough, et al.,
1995; Van Gijsegem, Vasse, et al., 2002), posséde sept unités de transcription regroupant au
moins 20 génes (Brito, Marenda, et al., 1999; Schell, 2000).

La virulence de R. solanacearum est contrblée par un réseau complexe dont le noyau est le
systeme Phc (conversion phénotypique et quorum-sensing) (Schell, 2000). Mais il existe un
systéme en amont du SSTII qui régule I'expression des génes de R. solanacearum au début
et durant toute la phase parasitique dans I'h6te : HrpG (Brito, Aldon, et al., 2002; Brito,
Marenda, et al., 1999; Valls, Genin, et al., 2006; Vasse, Genin, et al., 2000). Ce régulateur clé
est un facteur de transcription activé par au moins trois signaux environnementaux :
guorum-sensing, contact physique avec I'hote et I'état métabolique bactérien. Il est en
amont du SSTIII et implique une régulation de nombreux facteurs de virulence et autres
fonctions impliquées dans I'adaptation de la cellule bactérienne dans son environnement
(Valls, Genin, et al., 2006).
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Le pathosysteme constitué par les différentes combinaisons souche/hétes chez
R. solanacearum est d’une richesse et d’'une complexité telle, qu’il reflete I'extréme diversité
de cet agent pathogéne. Caractérisée par une grande hétérogénéité, cette espece est
distribuée dans plusieurs milliers de lignées qui constituent un complexe d’especes dont font
partie I'agent du Blood Disease Bacterium (BDB) et R. syzygii agent du Sumatra Disease of
Clove. Aujourd’hui, la classification phylogénétique de R. solanacearum en phylotypes et
sequevars est devenue la référence en assignant un potentiel de spectre d’hotes a la

position phylogénétique précise des lignées.

Mes travaux de thése viseront ainsi a apporter des connaissances originales dans la
caractérisation de I'agent pathogene R. solanacearum, avec une attention particuliere pour
le phylotypell, tant au niveau des différents degrés de diversités phylogénétiques,
phénotypique et génétique, qu’au niveau de I'écologie moléculaire du complexe d’espéces
formé. Ils déboucheront sur un bilan exhaustif de la diversité des souches d’intérét et sur des
outils moléculaires innovant dans les applications de recherche et de diagnostic de cette

phytobactériose.

J'ai donc assemblé une collection de souches de R. solanacearum représentatives des
événements épidémiques relatifs au flétrissement bactérien rapportés en France, dans le
reste de I'Europe et, in extenso, dans le bassin méditerranéen. Le panel de souches a été
sélectionné sur la base de critéres permettant de représenter au mieux les différents degrés
de la diversité déja reconnue : I’h6te de prédilection, la position phylogénétique et I'origine
géographique. Une attention particuliere a porté sur les souches capables de flétrir la
pomme de terre, ainsi que toutes souches représentatives d’écotypes jusqu’alors peu
documentés. Cet assemblage de souche est destiné a répondre de maniére pertinente a
certaines questions fondamentales qui sont explorées dans ce travail de thése, en

particulier :

(i) Quel est le degré de diversité génétique des souches du complexe d’espéces
R. solanacearum sévissant en France, en Europe et dans le bassin
méditerranéen ?

(ii) Peut-on décrire différents pathotypes au sein des écotypes du complexe
d’espéces R. solanacearum ?

(iii) Quels sont les mécanismes évolutifs qui expliquent les écotypes ?
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Les avancées conceptuelles sur la classification du complexe d’espéces en phylotypes
semblent en effet révéler, pour certains groupes écologiques, une bonne cohérence entre
diversité génétique et diversité phénotypique; en particulier pour ce qui concerne
I’adaptation a I’'hGte : les souches provoquant la maladie de la Moko du bananier (II1A-6, 11B-3
et 1IB-4) ou encore, les souches Brown rot de la pomme de terre (IIB-1). Les données de
phylogénie rapportées dans la littérature s’accordent unanimement a déclarer le caractére
monophylétique des souches Brown rot ; aussi nous avons opté pour le point de vue original
consistant a porter I'effort sur la description d’éventuels pathotypes au sein de ce groupe

génétique, comme dans I’'ensemble des souches pathogenes de la pomme de terre.

Je porterai ensuite mon intérét sur I'analyse comparative de la virulence et de I'agressivité
de ces souches. Des données expérimentales seront recherchées lors d’interactions en
réponse aux contraintes de température ayant valeur de modele pour les zones de culture
de la pomme de terre en climat tempéré (Europe et hauts plateaux d’altitude) et aussi en

réponse aux risques encourus a d’autres cultures maraichéres (tomate et aubergine).

L’accumulation de ces données expérimentales va me permettre de tirer un bilan exhaustif
du degré de diversité phénotypique auquel les acteurs de la filiere Pomme de terre ont et
devront faire face. Les groupes identifiés seront utilisés pour bioguider I'identification de
marqueurs moléculaires afin d’identifier éventuellement des niveaux de diversités
génétiques jusqu’alors insoupconnés. Ces analyses seront confrontées aux données de
génomique disponibles sur les génomes de ce complexe d’espéces et permettront
I'identification des souches d’intérét prioritaire pour le séquencage et la description

pangénomique de R. solanacearum.

Cet effort de séquencage et d’annotation experte viendra parfaire la connaissance de la
diversité génétique connue en décrivant de maniere exhaustive les contenus en génes dans
huit souches couvrant le complexe d’espéces. L'intérét est évident, et se situe aussi bien au
plan de la génomique comparative et évolutive (dynamique du génome), que sur la
conception d’'une puce a ADN pangénomique pour I'analyse haut débit du génome de
nombreuses souches. Les répertoires des genes spécifiques a chacun des groupes
génétiques seront obtenus par une approche de génomique comparative en référence aux
données de bio-informatiques préexistantes et nouvellement produite par cette puce de
recherche. Il sera question de d’analyser I’'ensemble de ces données et de tenter d’identifier
les répertoires de génes responsables du «succes» de R.solanacearum en tant
qgu’organisme phytopathogene, mais aussi I'impact de la dynamique du génome sur la

spécialisation des souches de R. solanacearum du phylotype II.
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CHAPITRE 2
LES ECOTYPES AFRICAINS

La compréhension tant écologique qu’évolutive du modeéle bactérien R. solanacearum est un
véritable défi scientifique. Cet agent pathogéne est en effet capable d’'une inhabituelle
capacité d’adaptation aux contraintes agropédoclimatiques qui permet d’expliquer son
ubiquité a la surface du globe. Les études récentes menées sur la phylogénie de ce complexe
d’especes contribuent a mieux caractériser la biodiversité de cet agent pathogene, tant
phénotypique que génétique, et ouvrent de nouvelles perspectives biologiques. C’est en ce
sens que la classification additive en phylotypes et en sequevars de Fegan et Prior (2005) a
ouvert une voie. Ce schéma décrit la diversité génétique et la phylogénie dans ce complexe
d’espéces au plan du phylotype, qui subdivise I'espéce en quatre groupes majeurs,
constitués de sequevars et de clones. Cette classification rend mieux compte de la diversité
biogéographique connue et dévoile un niveau de diversité jusqu’alors insoupgonné. Alors
que des données, parfois fragmentaires, existent dans la description de pathotypes associés
aux souches des différents phylotypes et écotypes de R. solanacearum, seules les souches du
phylotype lll n’étaient pas encore caractérisées. De plus, ces souches semblaient étre
endémiques de la région africaine. Ainsi la motivation principale pour cette étude extensive
a été de saisir 'opportunité de compléter la caractérisation phylogénétique de ce groupe
majeur du complexe d’especes (Fegan & Prior, 2005; Poussier, Trigalet-Demery, et al., 2000;
Poussier, Vandewalle, et al., 1999) par des données sur les traits phénotypiques associés et
par la méme occasion, de dresser un bilan de la diversité des souches présentes au
Cameroun. Ces connaissances sont indispensables pour compléter la description des
pathotypes associés aux différents écotypes que l'on pourra identifier, ainsi que de

renseigner la diversité existante dans la phylogénie de R. solanacearum.

Mon implication, dans ce travail exploratoire, se situe au niveau de la description des
différents pathotypes associés a ces souches de phylotypelll. Le choix de variétés
permettant de discerner ces pathotypes est en effet important pour obtenir une
discrimination des écotypes et s’est basé sur |'adaptation de précédents travaux de
recherche (Carmeille, Caranta, et al., 2006; Carmeille, Prior, et al., 2006; Lebeau, Daunay, et
al., 2010). De plus cela a été I'occasion de mettre au point des protocoles expérimentaux
robustes pour les tests en chambres climatiques. Ainsi, ces données expérimentales devaient
permettre de clarifier le statut des souches froides en Afrique adaptées aux hauts plateaux
et de déterminer si I'écotype en cause devait étre assigné dans un groupe de souches
connues de type Brown rot (phylotype IIB-1 ou 1IB-2) ou s'il s’agissait d’'un nouvel écotype

dans le phylotype lll africain. Il s’agissait par la méme occasion de compléter nos
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connaissances des souches unifiant ce phylotype pour orienter le choix de la souche de ce
groupe phylogénétique majeur a envoyer au séquencage, afin d’avoir une représentativité

optimale du complexe d’espéces.
Ces travaux ont fait I'objet d’une publication dans la revue internationale Plant Disease.

Mahbou Somo Toukam, G., Cellier, G., Wicker, E., Guilbaud, C., Kahane, R, Allen, C., & Prior,
P. (2009). Broad Diversity of Ralstonia solanacearum Strains in Cameroon. Plant Disease,
93(11), 1123-1130.
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Broad Diversity of Ralstonia solanacearum Strains in Cameroon

Gabriel Mahbou Somo Toukam, Institut de Recherche Agronomique pour le développement, IRAD, Programme
Légumineuses et Cultures Maraicheréapundé, BP 2067 Yaoundé, Camero@illes Cellier and Emmanuel
Wicker, CIRAD, UMRC53, Peuplement Végétaux et Bioapeurs en Milieu Tropical (PVBMT), F-97410, Saint-
Pierre, La Réunion, Franc€aroline Guilbaud, Institut National de I&Recherche Agronomique (INRA), Avignon,
Station de Pathologie VégétaBP94, Montfavet, F-84140, Frand@gmi Kahane, CIRAD, UPR Horticulture, Bd

de la Lironde, F-3439&lontpellier, FranceCaitilyn Allen, Department of Plant Pathology, University of Wiscon-
sin-Madison, Madison, WI 53706, USA; amhilippe Prior, CIRAD-INRA, UMRC53 PVBMT, F-97410, Saint-
Pierre, La Réunion, France

promising strategy for long-lasting control
ABSTRACT (29). Unfortunately, wilt resistance often
Mahbou Somo Toukam, G., Cellier, G., Wicker, E., Guilbaud, C., Kahane, R., Allen, C., abeaks down due to the genomic plasticity
Prior, P. 2009. Broad diversity dRalstonia solanacearum strains in Cameroon. Plant Dis. and the large genetic and phenotypic diver-
93:1123-1130. sity within the R. solanacearum species

) . o ) complex (6,10). For example, tomato lines
In 2005, an extensive survey of bacterial wilt in Cameroon collected 110 strarasmhia that were resistant to bacterial wilt in one

solanacearum from wilting tomato, potato, pepper, huckleberB8planum scabrum), sesame, ; ; ; ~
and amaranth. The genetic diversity and phylggef selected strains from Cameroon were geographic area were susceptible in an
) ) . o other because of local pathogen strain
assessed by multiplex—polymerase chain readf®R®R), race 3/biovar 2—specific PCR, and o " .
sequence analyses of theitS andegl genes. These data were compared with those from 3yanation (40). _In adqmon, the e_ffectlve-
reference strains covering the known diversity within Fnesolanacearum species complex, €SS of genetic resistance is highly de-
Strains isolated in Cameroon clustered inte¢hof the four known phylotypes: | (Asian), Il Pendent on the subtle interactions among
(American), and Ill (African). Laland tomato strains belonged to phylotype | and were quitd10st, pathogen, and environmental condi-
homogeneous. The strains belonging to phylotypeelie genetically diverse, and partitioned tions (14,29,40,41). Thus, knowledge of
into subclusters IIA and 11B (sequevar 1, racei®@/ar 2). Cameroon strains in the African phy- local pathogen diversity is a key prerequi-
lotype Il were distinct from reference strainsrfr@Zimbabwe or the Indian Ocean, highlighting site for successful disease resistance breed-
the genetic diversity present within this phityppe. Strains from potatoes growing in the high- ing.
lands of West Cameroon fell into both phylotypie@ace 3/biovar 2) and lll. These phylotype Il Historically, R. solanacearum was sub-
and Il highland strains attacked both potato tordato and could therefore pose an economicc|assified into races and biovars, but these
threat to potato and tomato crops throughout K@ertfrica. This is the first comprehensive gystems were neither predictive nor phy-
report on the genetic diversity Bf solanacearum strains in Cameroon. logenetically meaningi. Recently, Fegan

and Prior (6) proposed a new hierarchical
classification schemebased on sequence
analysis of the internal transcribed spacer
Bacterial wilt, the vascular disease also known as potato brown rot, is caused(ITS) region, the endoglucanaseglf gene,
caused by the soilborne bacterilralsto- by the biovar 2 Andean subgroup Bf and thehrpB gene, that subdivideR. so-
nia solanacearum, is regarded as a major solanacearum, historically known as race lanacearum into phylotypes, defined as “a
limiting factor for many crops worldwide, 3 biovar 2 (R3bv2). R3bv2 is a quarantine monophyletic cluster of strains revealed by
including subsistence food crops, small pest in Europe and North America, and is phylogenetic analysis of sequence data”
farming cash crops, and industrial crops listed in the United States as a bioterrorism (6,7). Four phylotypes were distinguished.
including vegetablesSplanum tuberosum, Select Agent (20). In Africa, losses due to Phylotype | corresponds to the “Asiati-
S lycopersicum, Capsicum spp.), banana this pathogen have a major socio-economiccum” division 1 of Cook et al. (3) and
(Musa spp.), peanut§Arachis hypogaea), impact on key resource crops such as to-contains strains belonging to biovars 3, 4,
and tobacco(Nicotiana tabacum) (15). mato, pepper, eggplant, and potato (43),and 5. Phylotype Il corresponds to the
Global economic losses due to bacterial which are a source of cash for thousands of‘Americanum” division 2 of Cook et al.
wilt of potatoes have been estimated atlow-income farmers, especially in Camer- (3) and contains strains belonging to bio-
US$950 million per year (5). This disease, oon (11). Bacterial wilt severely affects var 1l/race 1, biovar l/race 2 (Moko dis-
huckleberry (Solanum scabrum), also  ease-causing strains), R3bv2, and biovar
called African nightshade, an indigenous 2T strains. Phylotype Ill contains strains

Corresponding author: Philippe Prior leafy vegetable widely grown in the humid from Africa and the Indian Ocean, which
E-mail: philippe.prior@cirad.fr forest zone of West and Central Africa as a belong to biovars 1 and 2T. Phylotype IV
Accession numbers: GenBank EF439725 to supsstence foo_d crop and cultivated f_or its contains  strains from _Indone5|§, some
EF439812. edible leaves in more than 20 African strains from Japan, ardsingle strain from
countries (11). Australia, belonging variously to biovars 1,

*The e-Xtra logo stands for “electronic extra” and Many different strategies have been 2, and 2T. Phylotype IV also contains the
indicates that two supplemental tables are availabl eyg|yated for the control of bacterial wilt. closely related specieBalstonia syzygii
onfine. These include soil disinfection (15), soil and the banana blood disease bacterium
Accepted for publication 23 June 2009. amendment (21,22,34), biological control (BDB). Each phylotype can be further
(30,36), chemical elicitors of systemic subdivided into sequevars based on differ-
acquired resistance (26), and the use ofences in sequence of a 750-bp region of
doi:10.1094/PDIS-93-11-1123 genetic resources such as resistant rootthe endoglucanaseq|) gene. The phylo-
;g'hst:t;ﬁ':'let 'nsq;” g‘:f?;‘sl"crgc’mg‘ dav';ghngtjgg%: stock for grafting of susceptible varieties typing scheme proposed by Fegan and
! Y y e (12). To date, breeding for resistance to Prior (6) is broadly consistent with the

ary crediting of the source. The American Phyto- . oS > . A )
pathological Society, 2009. bacterial wilt is still considered the most former phenotypic and molecular typing
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schemes, and adds valuable informationwas known to be the major biotic con- man’s triphenyltetrazolium chloride (TZC)
about the geographical origin and in some straint to crop production. Most fields had agar medium (17) supplemented with 1%
cases the pathogenicity of strains. A recenta single collection site, but some large yeast extract. Plates were incubated at
study (13) hybridized genomic DNA of 18 fields were sampled at two sites. At each room temperature (2& 5°C). Bacterial
strains, representative of the known diver- collection site, two or three plants showing colonies developing the typical irregular
sity within the R. solanacearum species typical bacterial wilt symptoms were cut at mucoidR. solanacearum morphotype were
complex, to a microarray of genes from the midstem, and stem pieces (6 to 10 cm then subcultured on fresh TZC medium for
sequenced genome of strain GMI1000. long) were kept at about 20°C in a cool further purification. Isolated strains &
The resulting hierarchical clustering of box prior to isolation oR. solanacearum. solanacearum were given an isolate num-
strains perfectly ntahed the previous Sampling and isolations were done on theber and stored in sterile water at room
classification in four phylotypes. same day. Samples were surface-temperature.

To date, although bacterial wilt disease disinfected with 70% ethanol, peeled, sub- A set of 44 representatiie solanacea-
is known to be widespread in Africa, the sampled, and macerated in sterile distilled rum strains from Cameroon, chosen on the
genetic diversity of R solanacearum  water. Macerates were streaked on Kel-basis of their phylotype assignment, host
strains prevalent on the continent, and in
Cameroon in particular, is scarcely docu-
mented. Strains wereeported and de-
scribed from potato crops in Kenya, Bu-

Table 1.Ralstonia solanacearum strains used in this study

i Niaer ; Origin Phylotype/  Pathogenicity
Egg;ﬂ . ;‘ge%?higggptgiggi ?r%l;]tqh tf\) E::(?co Strain2 Host (AEZ)P sequevaF tested! Referencé
crops in Zimbabwe (31), from eucalyptus Strains from Cameroon
in South Africa (4,9), from groundnut in CMR1 Tomato Obalgv) /13 TS
Uganda (1), and from tomato in Benin SMR7 Tomato Obalgv) 113 TS
“ A CMR13 Tomato ObaléV) 1/13 TS
(42). However, “there is little or no pub-  cypi3y Huckleberry  BafigV) /13 YES TS
lished |nI0rmat|0n on distribution or im-  ~MmR137 Tomato BafigV) /13 TS
portance” (5). CMR96 Huckleberry  Akonolinga(V) 1/13 TS
Understanding local pathogen diversity CMR117 Tomato Yaoundé (V) 1/13 TS
is the foundation of a successful breeding CMR109 Tomato Yaoundé (V) 1113 TS
and integrated management program (33).CMR111 Amaranthus  Yaoundé (V) 1713 TS
In Cameroon, a breeding program was CMR128 Tomato Yaoundé (V) 1/13 TS
launched to improve bacterial wilt resis- gmgi% -Trgmig (323&‘3(%‘ V) I/1|z/11 4 TSTS
tance in pepper. The purpose of this pre-cyrgy Tomato AkonolingdV) IA/35 TS
sent ;tudy was to assess the overall genetigprsg Tomato AkonolingéV) 1IA/35 TS
diversity of R solanacearum that may  CMR91 Huckleberry  Akonolinga(V) I1A/35 TS
challenge new pepper germplasm. The CMR102 Tomato AkonolingéVv) IIA/35 TS
resulting distribution and diversity map of CMR120 Tomato Yaoundg) I1A/35 YES TS
the pathogen populations will be used to CMR131 Tomato Yaoundé (V) IA/35 TS
optimize this pepper breeding program, but GMR116 Tomato Yaoundé (V) IIA/35 IS
- . - CMR118 Tomato Yaoundé (V) 11A/35 TS
also to_focys African bacterial wilt _contrql Tomato Foumbatil) IIA/35 TS
strategies in Solanaceous crops, includingcyreg Tomato Bafangll) 1A/35 TS
potatoes. CMR39 Tomato Dschanll) 11A/41 YES TS
CMR121 Tomato Yaoundé (V) 11A/52 TS
MATERIALS AND METHODS CMR18 Tomato Baharill) 1B/1 TS
Bacterial strains. Strains used in this CMR24 Potato Bamougoufiil) 11B/1 YES TS
study @ = 143) are listed in Table 1 and CMR34 Tomato Baharill) 1IB/1 YES TS
Supplemental Table 1. They includ gmgii lg?;?;o %22";;“&3”) ::Sﬁ YES Ig
solanacearum strains from Cameroom (= CMR15 Tomato Obal&v) /29 YES Ts
110) and international reference strains ( cmRr30 Tomato Bahar(ill) /29 TS
= 33) provided by authors and obtained cMR32 Huckleberry ~ Dschang (lll) 111729 TS
from collections (Collection Francaises de CMR36 Tomato BaharlIl) /29 TS
Bactéries Phytopathogénes [CFBP], An- CMR43 Potato Dschardil) /29 YES TS
Strains were collected throughout Cam- €ME$ ;g?;‘;";o '\D"ggﬁg%'l)) :::gg 12
eroon in March 2005 during an extensive cypg Huckleberry  Foumbot(lll) 111/29 TS
survey covering a linear distance of about cyre2 Tomato Foumbotill) /29 TS
2,500 km. Fifty-two sites were identified cmR63 Tomato Foumbatll) /29 TS
by local or regional extension agents and CMR75 Tomato MelonglV) /29 TS
surveyed for sampling. Various host spe- CMR76 Tomato MelonglV) 111129 TS
cies of economic importance were sam- CMR78 Pepper Melon@V) 11729 YES TS
CMR66 Huckleberry  Bafang(lll) 111/49 TS

pled, including tomatoSplanum lycoper-

sicum), sweet pepperdapsicum annuum), (continued on next page)

hot pepper Capsicum chinense), potato
(Solanum  tuberosum), huckleberry &
scabrum), amaranth Amaranthus spp.),
and sesameSésamum spp.). Two priorities
guided the survey: (i) representing the five

aNames of strains in Reunion collection (strains from Cameroon) amttemational collections
(references). CFBP: Collection Francaise dectBries PhytopathogéngSFBP], Angers, France;
RUN: collection at CIRAD-INRA Reunion.
b AEZ = agro-ecological zone (Cameroon).
¢ Phylotypes were determined by phylotype nplétk—polymerase chain reaction (Pmx-PCR). II/1
. : strains amplified the race3/biovar2 (R3bv2)-specific band with primer pair 630/631. The phylotype
different . agro-ecological zones (AEZ.). was confirmed by phylogenetic trees basedanat§ and sequevars were determined by phylogenetic
preser_lt In Camer_oon (Table 2), and _(") trees based oayl sequence analyses as described in Fegan and Prior (6,7) and Prior and Fegan (28).
sampling the major vegetable cropping d pathogenicity tested on potato, tomaind pepper (see results in Table 4).
areas within each AEZ where bacterial wilt e TS = this study; 1 = P. Prior, INRA-CIRAD, Reunion Island, unpublished data.
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of isolation, and geographical origin, were justed to ORunm= 0.1 (approximately £0 DNA typing. Phylotype multiplex—
deposited at the Collection Francaise de CFU mlf?). The root system of each plant polymerase chain reaction (Pmx-PCR) of
Bactéries Phytopathogénes [CFBP] in was wounded with a scalpel; then 5 ml of the 16S-23S ITS was used to determine the
Angers, France (Supplemental Table 2).  inoculum per plant was poured on the phylotype of each strain based on the
Pathogenicity tests.A set of severR. wounded root system of 10 plants belong- methods and hierarchical classification
solanacearum Cameroon strains and seven ing to each of the three susceptible plantscheme described previously (6). Briefly,
reference strains that spanned the geneticspecies at the three to four fully expanded Pmx-PCR includes the primers 759/760
diversity reported in this study was tested leaf stage. Ten plants of each species,(23) as an internal marker to amplify the
for pathogenicity on susceptible cultivars drenched with 0.01 M Tris buffer (pH 280-bp “universal” R. solanacearum—
of potato (cv. Désirée), tomato (cv. L390), 7.2), were used as controls. Symptom specific reference band, plus a set of
and Pepper (cv. Yolo Wonder) in a growth development in inoculated plants was four phylotype-specific forward primers

chamber at 2& 1°C day/24+ 1°C night,

relative humidity of 9Gt 5% and a 14 h/10 after inoculation. If at least one plant CAATTT-3;

monitored every 4 to 5 days for 4 weeks (Nmult:21:1F: 5>CGTTGATGAGGCGCG

Nmult:21:2F: 5AAGTTA

h photoperiod. Bacterial suspensions wereshowed typical wilt symptoms, the inter- TGGACGGTGGAAGTC-3 Nmult:22:InF:
prepared in Tris buffer (0.01 M Tris/HCI, action was classified as compatible 5-ATTGCCAAGACGAGAGAAGTA-3';

pH 7.2) and spectrophotometrically ad- (pathogenic).

Table 1. (continued from preceding page)

Nmult:23:AF: B-ATTACGAGAGCAATC
GAAAGATT-3’) with a unique and con-
served reverse primer (Nmult:22:RR:
5'-TCGCTTGACCCTATAACGAGTA-3).
This Pmx-PCR produces the following

Origin Phylotype/  Pathogenicity e .
Strain? Host (AEZ) sequevaf tested Referencé phqutype-speCIflc PCR product's. a 144-bp
- amplicon from phylotype | strains; a 372-
Reference strains , bp amplicon from phylotype Il strains; a
?T259223 I\F/’Iulberry China 12 @n 91-bp amplicon from phylotype Il strains;
otato Reunids. 1/13 (27) .
CEBP765 Tobacco Japan /15 27) and_a 213-b_p amplicon from_phylotype \Y
ACH92 Ginger Australia /16 @7 strains. Strains that we classified as phy-
GMI1000 Tomato FrencBuyana 1/18 1 lotype 1l were further tested using the
CFBP2968 Eggplant Guadeloupe 1118 1 PCR primer pair 630-F (BATACAG
NCPPB3190 Tomato Mala_ygia 1/18 1 AATTCGACCGGCACG-3) and 631-R
CFBP2972 Potato Mart_ln_lque 11A/35 1 (5-AATCACATGCAATTCGCCTACG-3),
gEgﬁgggg Rm::g gﬁg&g%ﬁe . A'/'Qé% 1 1 which specifically amplifies a 357-bp frag-
ICMP7963 Potato Kenya A7 @7) mer_1t fro_m strains in phylotype Il, sequevar
K60 Tomato USA A7 @7 1, historically known as R3bv2 (8).
IPO1609 Potato Netherlands 11B/1 YES 27 PCR amplification and DNA sequenc-
JT516 Potato Reunids. 1B/1 YES (27) ing of the endoglucanaseef)l) and DNA
Uws51 Geranium Kenya 11B/1 YES (38) repair (mutS) genes.Strain genetic diver-
CIP10 Potato Peru 11B/25 YES (27) sity and phylogeny were further character-
NCPPB3987  Potato Brazil lB/28 YES @7) ized by comparative analysis of the partial
MOLK2 Banana Philippines IIB/3 (27) nucleotide sequences of the endoglucanase
uwo Heliconia CostaRica 11B/3 27) | d the DNA . tei t
CFBP1409 Banana Honduras 11B/3 27) (egl) an e . rEpalr proteinmitS)
CFBP1183 Heliconia CosRica IB/3 (27) genes. PCR amplifications of a 750-bp
UW70 Banana Colombia 11B/4 27) region of theegl gene were performed
Uw129 Banana Peru 11B/4 27) using the primer pair Endo-F {5
UW162 Banana Peru 11B/4 (28) ATGCATGCCGCTGGTCGCCGC:B and
CFBP6784 Anthurium Martinique 11B/4 (28) Endo-R (3GCGTTGCCCGGCACGAAC
63\;\%)? g:r':g?]g'a i%"r‘:gﬂras ”ﬁ,f-\?s (2(;23) ACC-3) (6). The reaction mixture (50 pl,
CFBP734 Potato Madagascar 11/19 (28) total \_/olume) contained 1x PCR buffer
JT525 Geranium Reunida. /19 YES (28) (supplied by the manufacturer), 1.5 mM
NCPPB332 Potato Zimbabwe /22 1 MgCl, 200 UM of each dNTP, 4 pmol of
CFBP3059 Eggplant Burkiréaso /23 YES 1 each primer, a 2 pl volume of a turbid bac-
CIP358 Potato CamerodHl) 11729 1 terial suspension as template (about 5
MAFF301558 Potato Japan ) IV/8 1 ng/l_“), and 1 U Of Amp“Taq Gold DNA
PSi7 Tomato Indonesia IV/10 @) Polymerase (Applied Biosystems, Foster
City, CA). Reaction mixtures were heated
to 96°C for 9 min and then cycled through
Table 2.Characteristics of agro-ecological zones (AEZ) in Cameroon 30 cycles of 1 min at 95°C, 40 s at 55°C, 2
- - min at 72°C, with a 10 min final extension
AEZ Rainfall Elevation  Meanannual ¢ 72°C, and a final hold at 12°C. Amplifi-
(districts) (mm) (masly temp. (range) cation of the 758-bp fragment of thaitS
I Sudano - sahelian zone 500-900 250-500 28°C.7) gene was performed in a total volume of
(Garoua) 25 pl containing 1x PCR buffer (Promega,
”(NHgEguﬁ(lJJ:éTZ)a savannah 1,500-1,800 500-1,500 2364 Charbonniéres-les-Bain&rance), 1.5 mM
Il Western highlands 1,800-2,400  1,500-2500  21°C (22) ~ MYCla 0.2 mM of each dNTP, 0.8 pM
(Bamougoum, Foumbot, Baham, Dschang, DMSO, 125 U of Tag Polymerase
Mbouda) (Promega), 9 pmol of the primers mutS-
IV Humid forest (monomodal rainfall) 2,000-11,000 0-2,500 26°Q.8) RsF.1570 (5ACAGCGCCTTGAGCCGGT
(Melong, Buea) ACA-3) and mutS-RsR.1926 '(&CT
V' Humid forest (bimodal rainfall) 1,500-2,000 400-1,000 25%.4) GATCACCGGCCCGAACAT-3), and 2 pl

(Yaoundé, Okola, Obala, Bafia, Akonolinga)

a8 Meters above sea level.

of a turbid bacterial suspension as template
(about 5 ng/ul). Reaction mixtures were
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first heated to 96°C for 5 min, and then PCR amplifications were performed using
cycled through 35 cycles of 1 min at 94°C, an MJ PTC100 thermocycler (MJ Re-

1 min at 66°C, and 1.5 min at 72°C, with a search, Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercu-

5-min final extension at 72°C (27). All les, CA). Samples (5 pl) of PCR reaction

Table 3. Phylotype distribution oRalstonia solanacearum strains collected in Cameroon within agro-
ecological zones (AEZ) based upon DNA typing ggimylotype multiplex—polymerase chain reaction
(PCR) and the race 3/biovar 2 (R3bv2)-specific 630/631 PCR tests

No. of strains

Phylotype Il subcluster/sequevar

Total no.
AEZ Phylotype |  A/non-R3bv2  B/1 (R3bv2) Phylotype Il of strains
1 0 1 0 0 1
I} 0 11 5 14 30
\Y, 0 1 0 5 6
\% 50 22 0 1 73
Total no. of 50 (45.5) 35(31.8) 5 (4.5) 20 (18.2) 110
strains (%)
Hosts of Tomato Tomato Tomato Tomato
isolation Potato Pepper Potato Potato
Pepper Huckleberry Pepper
Huckleberry Huckleberry
Amaranth
T
m N |
4 ! | f . el - » r’;
L2 { Sudano- sahelian zone™
o 1 / (AEZ)
0 100 200 kim
| 1 I /
/'/: Ngaoundéré “"“-,‘ ."'.}
Western 1 ¢ .
highlands—, ™. e . . /
Zohe (A EZ . v High Guinea savannah [
| Zone (AEZ Il)
~ /" Moouda ! ]
[ H Bamougoum
%. Fo}imbm e
/ Eﬁ) Bafang
J ; Melang. -~ .
foo ey Y Bl
Buea ] Obala
. 'E,‘(g Yaoundé
Humid ' T or0
Forest zone ' 000 gy ~Awencinge

. (monomodal !
Rainfall) (AEZ M.E Humid forest zone -
[ } (bimodal rainfall) (AEZ V)

Fig. 1. Map of Cameroon showing the five agro-ecological zones and the locations Relhetania
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mixtures were resolved on a 2% Tris-
acetate-EDTA agarose electrophoresis gel,
and PCR products were revealed by stain-
ing DNA in 0.5 pg-mt ethidium bromide.
PCR products were sent to MWG-biotech
(Ebersberg, Germany) for purification and
sequencing of both strands. For bath
andmutS genes, PCR primers used to am-
plify partial sequence of these genes were
also used as sequencing primers.
Sequence analysis and construction of
phylogenetic trees.The partial sequences
of the chromosomally located housekeep-
ing gene mutS and the megaplasmid-
located virulence genegl were analyzed
using the ARB Software Environment (19)
(http://Amww.arb-home.de/). Sequences were
manually aligned using the ARB sequence
editor. Evolutionary relationships between
sequences were analyzed using the three
major phylogenetic approaches offered by
the ARB Software: (i) using the algorithm
of Jukes and Cantor (16), phylogenetic
trees were constructed from the genetic
distance data by using the neighbor-joining
(NJ) method (32) with 5,000 bootstrap
resamplings of the data to test the tree
topologies; (i) maximum likelihood (ML)
methods using the FastDNAmI program;
and (iii) the maximum parsimony (MP)
methods using the Phylip DNAPARS
package implemented by the ARB soft-
ware. From the pool ofmutS and egl se-
quences included in this study (77 and 76
sequences, respectively), representative
reference strains werigentified, and se-
guences from newly described strains were
deposited into the GenBank database.

RESULTS

R solanacearum strain collection. A
total of 110R. solanacearum strains were
recovered from wilted tomato, sweet and
hot pepper, potato, huckleberry, amaranth,
and sesame plants (Table 1). Bacterial wilt
is widely distributed in Cameroon, but
disease incidence and severity were high-
est in AEZ V (Yaoundé, lowlands) and
AEZ 1l (Bafoussam, highlands), which
are also the main vegetable cropping areas
of Cameroon. The phylotyping results of
the 110R. solanacearum strains by AEZ
are reported in Table 3. From these 110
strains, a set of 44 peesentative strains
collected in Cameroon was selected for
phylogenetic analysis (Table 1), including
strains from all phylotypes and most of the
hosts. NOR. solanacearum strains were
obtained from AEZ | (Fig. 1).

PCR-based identification and char-
acterization of R. solanacearum strains.
Multiplex PCR analyses demonstrated that
three of the fouR. solanacearum phylo-
types were present in Cameroon: the Asian
phylotype |, the American phylotype II,
and the African phylotype Il (Table 4).
Strains of phylotype | constituted the larg-
est group (45.5% of the 110 strains).

solanacearum strains of phylotype | (stars), IIA (open circles), IIB (closed circles), and Il (operStrains of phylotype Il represented 35% of

squares) were sampled.
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strains, 5% were identified as sequevar 1types according to Pmx-PCR results (Table found in AEZ IlI, 1V, and V, with a major-
(R3bv2) because the characteristic R3bv2-1). Phylotype | strains were isolated from ity collected in AEZ Ill, which is a major
specific 304-bp band was amplified from various hosts including tomat&olanum potato and tomato cropping area. Phylo-
their DNA using the 630/631 primer pair. nigrum (CMR96 and CMR134), andima- type Il strains were found in AEZ II, IlI,
Strains of African phylotype Il represented ranthus spp. (CMR111) produced in the and IV; however, phylotype I[IB strains

only 18% of the 110 collected isolates. hot and humid lowland AEZ V. These were more prevalent in the highlands of
Pathogenicity. All Cameroon strains strains were closely related according to West Cameroon (AEZ 1ll), whereas phylo-
tested § = 7) were pathogenic on potato bothegl andmutS sequence analyses. type A strains, isolated from various

(Table 4). Plants developed symptoms Phylotype Il strain DNA sequences re- hosts, were distributed among all AEZs
approximately 5 days after inoculation, solved into two main branches: subclustersvisited. All phylotype | strains were col-
showing a typical leaf margin rolling-up A and B (7). Within subcluster A, all lected in the lowland AEZ V (see Figure 1
and epinasty, followed by a generalized strains isolated from tomato and huckle- and Table 2 for AEZ characteristics).
and characteristic wilt. All strains except berry hadegl sequences differing by less
the reference R3bv2 strain IPO1609 than 1% from thegl sequence of sequevar DISCUSSION
(13,39) were pathogenic to tomato. Cam- 35 reference strain CFBP2972 (P. Prior, Bacterial wilt, caused bjR. solanacea-
eroon strains CMR15 and CMR43, as well INRA-CIRAD, Réunion, unpublished rum, was observed in the major vegetable
as reference strains IPO1609, CIP10, anddata). They were thus assigned phylotype cropping areas of highland and lowland
NCPPB3987, were classed as not patho-llA sequevar 35 (Il1A/35). Within subclus- regions surveyed in Cameroon. In this
genic to pepper because no symptomster B, all strains we indistinguishable country, farmers from all the regions vis-
developed 4 weeks after inoculation. from reference sequevar 1 strains IPO1609ited were familiar with bacterial wilt,
Phylogenetic analysis.Partial egl and  (The Netherlands) and JT516 (Reunion called “Djom-djom” disease in the Obala
mutS gene sequences were generated fromisland) (27). These phylotype 1IB/1 strains area (AEZ V), literally translated as
a set of representative strains from Camer-were all isolated irthe cool highlands of “sleep-sleep” referringo the sudden wilt
oon ( = 44) and compared with those AEZ Ill from potato plants with brown rot of tomatoes; “Sudden-death” in Baham
from R. solanacearum reference strains symptoms (CMR24, CMR44) and from (AEZ lll); “Water-disease” in Foumbot
covering the known genetic diversity wilting tomato plants (CMR18, CMR34, (AEZ lll) in the highlands of West Camer-
within the four phylotypes (6,27). Trees CMRS35). oon; and “Direct-attack” by tomato grow-
constructed with maximum likelihood, Phylotype IIl strains from Cameroon ers in Buea (AEZ IV) on the slopes of
parsimony, and distance NJ phylogenetic fell, for most of these, in a subgroup near Mount Cameroon. One hundred and ten
approaches were totally congruent; there-the reference strain CIP358, previously strains ofR. solanacearum were collected
fore, we present only NJ phylogenetic typed as phylotype I1/29 (P. Prior, INRA- from the major cash and/or subsistence
trees with bootstrap values (Figs. 2 and 3). CIRAD, Réunion,unpublished data). The  crops, and 44 representative strains were
Trees constructed witlyl andmutSsets of  strain CMR66 was more closely related to positioned in the global phylogenetic
sequences were in general agreement witithe phylotype 111/23 reference strain scheme of theR. solanacearum species
one difference in topology: phylotype Il CFBP3059 from Burkina Faso (6). No complex (6), along with 33 reference
was most closely related to phylotype Il in strains collected in Cameroon in this study strains. These analyses revealed a high
the egl-derived tree, while it was more belonged to phylotype 1V, the Indonesian genetic diversity among the pathogen
closely related to phylotype | in theutS cluster ofR. solanacearum. strains collected in this country. Phylotype
tree. Apart from this different branching Geographic distribution of phylotypes assignment by Pmx-PCR was perfectly
order, trees constructed using the two dif- in Cameroon. The distribution of phylo- congruent with phylogenetic positioning
ferent sequences showed similar branchingtypes within the agro-ecological zones based on sequencesegf andmutSgenes.
patterns clearly partitioning the four phylo- visited in this study reflected some epide- Cameroon strains oR. solanacearum
types as previously described (6). The miological traits of R solanacearum belonged to three of the four previously

reference strains from phylotypes I, II, lll, strains (particularly regarding viru- described phyliypes (6): I, I, Ill. The
and IV clustered separately with high lence/temperature relationships) (Table 3). presence in Africa of these three groups
bootstrap values. R. solanacearum was mainly isolated in was previously known (5), but our study is

The 44 representative strains collected the humid lowland AEZ V and in the high- the first to describe the distribution of the
in Cameroon were classified into phylo- land AEZ Ill. Phylotype Il strains were three phylotypes in a single Central Afri-

Table 4.Pathogenicity of selecteghlstonia solanacearum strains on potato, tomato, and pepper

Phylotype and Pathogenicity on

Strain2 Host Origin® subcluster Potato Tomato Pepper
CMR134 Huckleberry Bafia (V) | + + +
CMR39 Tomato Dschang (Il1) 1A + + +
CMR120 Tomato Yaoundé (V) A + + +
CMR34 Tomato Bahartill) 1B + + +
JT516 Potato Reunids. 1B + + +
Uws5s51 Geranium Kenya ]3] + + +
IPO1609 Potato Netherlands 1B + - -
NCPPB3987 Potato Brazil 1]2] + + -
CIP10 Potato Peru 1B + + -
CMRA43 Potato Dschar(il) 1} + + -
CMR15 Tomato Obalav) 1 + + -
CMR78 Pepper MelongV) 1] + + +
JT525 Geranium Reunion Is. 1} + + +
CFBP3059 Eggplant Burkina Faso 11 + + +

Control (water)

a Strains from Cameroon (CMR) and references.
b District (agro-ecological zone) in Cameroon or country of origin.
¢ Phylotypes and subclusters were determineegbgndmutS sequence analyses.
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can country. Phylotype | strains B so-

Bafoussam, Bamougoum, Dschang, Foum-

lanacearum represented almost half of the bot). Strains from phylotype IIA were
collected strains and were over-representedfound in both AEZ IIl and AEZ V. A fur-
in AEZ V of Yaounde, a warm and humid ther survey including a systematic collec- and tropical conditions. This finding is of
lowland region, especially in the rainy tion sampling method may help to refine major concern for tomato growers in Cam-
season of March (Table 4). This result and validate these geographic distribution eroon, as well as in other African countries
confirms previous reports on phylotype | patterns.

(ex-biovar 3) strains originating from

Among the phylotype Il strains & so-

/D I, =24
study confirms that strains in phylotype
IIB/1 have a host range that is not limited

to potato under natural African highland

where phylotype II/1 strains (R3bv2) have
been reported, including Nigeria (35),

Southern Africa (24,25). As expected from lanacearum, we noted differing host range Uganda, Rwanda, and Tanzania (5), Ethio-
this group, they were found in several host and geographical distributions for IIA and pia (18), and South Africa (5,9). Indeed,

species including tomato, potato, pepper, [IB strains. Phylotype IlIA strains were some phylotype IIB/1 strains are highly

huckleberry, and amaranth. Phylotype | isolated from, and prevalent on, tomato virulent on the most commonly used wilt-

strains may thus be considered the majorand huckleberry crops in all regions sam- resistant tomato lines (2).

bacterial wilt constraint for vegetable crops pled, with a majority of the strains origi-

in the lowland bimodal humid forest re-
gion of Cameroon (AEZ V; Yaoundé, Ako-
nolinga, Obala, Bafia).

In contrast, phylotype IIl and phylotype
IIB (R3bv2) strains were preferentially
isolated from AEZ 111, a highland cropping

nating from the lowland areas. Phylotype
IIB/1 (R3bv2) strains were only isolated
from potato and tomato in the highland
AEZ 1ll, the major potato cropping region.

We show here that phylotype Il strains
of Cameroon have the same host range
(potato and tomato) and the same cool
highland environment (AEZ IIl) as phylo-
type 1IB/1 strains,and caused the same

These strains, which are considered to bebrown rot-like syndrome on potato. Al-

near-clonal,

are hypothesized to have though indistinguishable on the basis of

area with a temperate climate (Baham, adapted (coevolved) with potato (10). This symptom development, disease severity in

CFBP2972, ]’0[110 h’i'lﬂll]lqllb (H\'IJ
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Fig. 2. Phylogenetic neighbor-joining tree based on the partial endoglucagysgefie sequences of strains from CameroonRafsonia solanacearum
species complex reference strains. The number at each rnibéebisotstrap value (5,000 resamplings), and significant bqot&itaes less than 100% are
indicated at each node. Scale bar representscleotide substitution per 100 nucleotides.
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potato, and prevalence in cool potato ability. Three subgroups with strong boot-
growing areas,R. solanacearum strains  strap support were observed, distinguish-
that cause wilt in potato in the highland ing (i) the southern Africa and Indian
areas of Cameroon should be referred to a®Ocean strains (111/19 and 11/21), containing
(i) the African brown rot group, composed the reference strain NCPPB332 (from
of phylotype Il strains, and (ii) the An- Zimbabwe), and phylotype I11/19 reference

/D pIT. =24
guenced to investigate the conserved and
specific gene repertoires of these hitherto
poorly described strains within tHe so-
lanacearum species complex.

This study provides the first comprehen-

sive information on genetically diverse

dean brown rot group, composed of phylo- strains CFBP734 (Madagascar) and JT525strains ofR. solanacearum in the Central

type 1IB/1 (R3bv2) strains that most likely (Reunion Island), (iijthe Central Africa
were introduced through imported latently strains, mostly represented in Cameroon
infected potato tubers. The presence of(lll/29), and (iii) a subgroup still poorly
these two phylogenetlly distinct but investigated, containing the strain CMR66,
epidemiologically congruent pathogen and the phylotype I111/23 reference strain
groups in the West African highlands must CFBP3059 from Burkina Faso (6). We
be taken into account in the development thus tentatively propose further subdivision
of control strategies, including diagnostic of phylotype Il into three clusters, await-
tools and especially regional disease resis-ing further data from additional African
tance breeding programs. strains for confirmation. Additional pan-
Phylogenetic analysis dR. solanacea- African studies in southern, central, and
rum strains collected in Cameroon and northern Africa should reveal the genetic
comparisons with reference strains from variability that remains to be described
neighboring countries revealed that the within phylotype IIl.
recently described phylotype Il (6), for- As a follow-up to this study, a typical
merly described as the “African biovar 1" lowland phylotype III strain, CMR15
strains (24,25), encompasses broad vari-(CFBP6941), is being completely se-
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Fig. 3. Phylogenetic neighbor-joiningee based on partial sequences of the DNA repa gene fron
strains from Cameroon ariRblstonia solanacearum species complex reference strains. The number a

African country of Cameroon. A recent
survey in Ethiopia (18), although based on
biovar classification, suggests that the
diversity we found in Cameroon is not
unique in Africa. The relationships be-
tween the wide genetic diversity and strain
virulence phenotypes demands further
investigation. Undetanding the biological
implications of such broad genetic diver-
sity is critically important for the devel-
opment of locally adapted strategies for
bacterial wilt resistance breeding in Cam-
eroon and other African countries that
share similar agro-ecological environ-
ments.
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Conclusions partielles

Cette étude de cas concerne la situation du flétrissement bactérien au Cameroun et elle a
sans doute valeur de référence pour I'ensemble du continent Africain, car c’est la premiére
étude exhaustive publiée sur la diversité génétique et la phylogénie. A partir de la collecte de
110 isolats de R. solanacearum lors d’une prospection réalisée par Mahbou et Prior (Mahbou
Somo Toukam, 2010), 44 souches d’entre elles ont été positionnées dans un arbre
phylogénétique avec 33 souches de références internationales couvrant la diversité

génétique connue dans le complexe d’espéces.

Nos travaux sur ces souches camerounaises révelent une grande diversité des isolats
provenant de grandes cultures ou de cultures vivrieres, et la phylogénie obtenue en
phylotypes et sequevars confirme les précédentes études a ce sujet. Ainsi, les trois
phylotypes (I, 1l et Ill) que nous nous attendions a caractériser ont été retrouvés sur
I'ensemble du territoire prospecté, avec une majorité de souches de phylotype | qui
provenaient de zones chaudes et humides, de basses altitudes. Aucune souche indonésienne
de phylotype IV n’a été repérée (une introduction malheureuse pouvait étre envisagée).
Inversement, les souches pomme de terre (Brown rot) de phylotype IIB-1 et les souches de
phylotypes lll ont toutes été isolées de zones de tempérées de hautes altitudes et
uniquement de plant de pomme de terre et de tomate. Concernant les souches de
phylotype lIA, elles ont été isolées dans les deux types de zones (plaines et hauts plateaux)
et majoritairement de la Tomate et de I'Airelle (Vaccinium spp.). Les études phylogénétiques
portées sur le phylotype Ill permettent d’anticiper une partition de ces souches en 3 groupes
distincts : les souches d’Afrique du Sud et Océan Indien, les souches d’Afrique Centrale et
quelques souches marginales. Naturellement, seule une vaste étude portant sur une
collection importante de souches pan-africaine permettra de trancher sur une éventuelle

structuration des populations dans ce phylotype.

Il apparait donc que les souches de phylotype lll convergent phénotypiquement avec les
souches dites « froides » Brown rot de phylotype IIB-1 et apparait naturel de les référer
comme des « African Brown rot » pour les différencier du second groupe d’émergence
représenté par les « Andean Brown rot », souches de phylotypes IIB-1 et IIB-2. Comme
rapporté précédemment, les souches de R. solanacearum du phylotype Ill sont endémiques
des régions africaines et de I'Océan Indien, mais compte tenu des échanges internationaux
qui vont en s’intensifiant, il est envisageable que ces souches puissent représenter, en

Europe et dans les pays tempérés, une nouvelle menace pour les cultures maraichéres.
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A partir de cette étude de cas, nous avons décidé de séquencer le génome de la souche
CMR15 (projet financé par Génoscope), car c’était la seule souche de phylotype Il isolée
dans un environnement tropical de plaine (Yaoundé). Nous avions alors un argument
épidémiologique permettant d’anticiper que cette souche pourrait utilement faire partie de
panels de souches couvrant I'ensemble des phylotypes dans la perspective d’analyses

comparatives du pouvoir pathogéene a des températures chaudes.
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CHAPITRE 3
DIVERSITE GENETIQUE ET PHENOTYPIQUE
DANS LE PHYLOTYPE Il

Historiguement, le flétrissement bactérien est une maladie des plantes qui frappe
gravement les régions tropicales et subtropicales de plaines, a I'exception des souches
Brown rot des hauts plateaux andins, encore reconnues dans la littérature comme
appartenant a la race 3 et au Biovar 2, et désormais classée dans le phylotype IIB-1. Ces
souches sont principalement pathogenes de la pomme de terre, de la tomate et des
ornementales (géranium, anthurium, pothos), et sont extrémement destructives dans les
zones de production d’altitude en Amérique latine, mais aussi en Afrique, dans I'Océan
Indien et en Asie (Chine, Taiwan...) ol il est communément accepté qu’elles y ont été
introduites a la faveur de la mondialisation des échanges de tubercules semences. Leur
apparition en Europe était donc malheureusement prévisible et ces souches causent de
sérieux problémes sanitaires et de quarantaine (Elphinstone, 2005; Janse, 1996). Toutes les
études de diversité génétique sur ces souches de phylotype IIB-1 signalent une population
quasi clonale (Hayward, 1991; Janse, 1996; Timms-Wilson, Bryant, et al., 2001; van der Wolf,
Bonants, et al.,, 1998). Les travaux frangais ont confirmé ce point et les analyses sont
congruentes lorsqu’elles portent sur 47 souches de phylotype IIB-1 ou il n'a été décelé
gu’une tres faible diversité génétique (Poussier, Trigalet-Demery, et al., 2000). Bien que
clonal, ce cluster rassemble des souches d’horizons géographiques trés différents : Afrique,
Amérique, Asie, Europe et Océanie (Poussier, Vandewalle, et al., 1999). La récente
découverte des souches de phylotype Ill, endémiques a I’Afrique et a I'Océan Indien et qui
convergent phénotypiquement avec les souches Brown rot de phylotype IIB-1 (Chapitre 2),
pose de sérieuses interrogations quant a leur potentiel de nuisance et aucune donnée
expérimentale n’était disponible sur leur présence en Europe (Mahbou Somo Toukam,
Cellier, et al., 2009).

Ainsi face aux nombreux problémes sanitaires posés par R. solanacearum, et compte tenu de
la circulation importante de certaines souches au plan mondial, il devenait urgent d’estimer
le degré de diversité des souches de R.solanacearum, tant phylogénétique que
phénotypique, existant dans les souches isolées soit de foyers infectieux, soit de contréle a
I’entrée de la zone Euro et dans le bassin méditerranéen. Non pas que cela n’avait jamais été
entrepris, mais surtout j’ai déployé des outils moléculaires qui n’avaient jusqu’alors pas été
utilisés dans les travaux de référence. Toutes les souches que nous avons testées ont été

typées sur la base du schéma de classification en phylotype/sequevars puis leur position
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phylogénétique a été assignée sur la basée de I'analyse du polymorphisme de séquence du
gene de I'endoglucanase (egl). Compte tenu de I'importance des approches en génomique et
postgénomique qui seront présentées ultérieurement, il était de la plus grande importance
de s’attacher a revisiter les connaissances préétablies sur les différents pathotypes, en
particulier pour ce qui concerne les souches appartenant au phylotypell. En effet, ce
phylotype a révélé la plus large base génétique et phénotypique dans ce complexe d’espéces
et abrite deux écotypes dont le pathotype est rapporté par la littérature comme divergent :
les souches Brown rot adaptées aux températures froides et a la pomme de terre; et les
souches provoquant la Moko, adaptées aux températures chaudes et aux Musaceae.
L'originalité de la description s’est appuyée sur des tests de pathogénie de grande échelle
sur pomme de terre, puis sur une collection de ressources génétiques optimisées en tomate
et aubergine, issues de précédents travaux (Carmeille, Caranta, et al., 2006; Carmeille, Prior,
et al., 2006; Lebeau, Daunay, et al., 2010; Mahbou Somo Toukam, Cellier, et al., 2009).

Ces travaux ont fait I'objet d’une publication dans la revue internationale Phytopathology.

Cellier, G., & Prior, P. (2010). Deciphering phenotypic diversity of Ralstonia solanacearum
strains pathogenic to potato. Phytopathology, 100(10), 1250-1261.
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ABSTRACT

Cellier, G., and Prior, P. 2010. Deciphering phenotypic diversity ofphylotype 11B-27 established latent infections in banana, and Moko
Ralstonia solanacearum strains pathogenic to potato. Phytopathology disease-causing phylotypes 11A-6, 11B-3, and [IB-4 were virulent to
100:1250-1261. susceptible potato and tomato, addieg the question of host adaptation
mechanisms, which may have undergansimilar bottleneck evolution.
Based on the phylotype classification, we questioned how geneticallZold-tolerance ability is only shared on speciesSafinaceae among
and phenotypically diverse strainsRdlstonia solanacearum pathogenic  brown rot phylotype 11B-1, which gathered the majority of European and
to potato may be. We studied 129 European and Mediterranean strailtediterranean strains. We surveyed strain LNPV24.25 as the first report
along with 57 reference strains known to cover genetic diversity in thisf an emerging phylotype IIB-4NPBtrain in France. These findings
species. Phylogeny analysis was done on endoglucanase gene sequerstesved that pathogenicity traits ofrgically identified strains still need
Pathogenicity to potato, tomato, and eggplant was established at 24 twbe understood, especially in the perspective of post-genomics compara-
30°C and 15 to 24°C, whereas tests on banana were conducted at 24ite analysis, to understand bacterial speciation inRthsolanacearum
30°C. The ability to cause wilt on speciesSfanaceae was shared by species complex.
strains in all four phylotypes. Brawrot phylotypes IIB-1 and IIB-2 and

Ralstonia solanacearum is a soilborne plant-pathogenis- perate climate (17,20,36,38), showed different aggressiveness on
proteobacterium with a wide host range and geographic distrEolanaceae spp. (37), and were able to trigger wilt even at cold
bution (17). Plants in at least 54 botanical families are affected itemperatures (25).
tropical and subtropical midland regions of the world (17-19). Among the wide phylogenetic classification Bf solana-
Strains within the species are heterogeneous and form part ofcearum, major trends of pathogenicity were described and little is
species complex (10). Bacterial wilt (BW) causedRbysolana- known about the exact virulence and aggressiveness of these
cearum (Smith) (42) and recent introduction of brown rot strainsstrains.R. solanacearum strains which cluster into phylotype |
in 14 of 27 Europe member states where outbreaks of brown rencompassed a majority of lowland (tropical) strains with a wide
have been reported, including The Netherlands, England, Belgiurhpst range. Within phylotype I, highland and cold-tolerant potato
and France (9,14,20), pose a serious threat to most cash and dotmwn rot strains (2) belong to phylotype 11B-1 and [IB-2 (10),
sistence crops in the famiBolanaceae, especially potato, tomato, while many other lowland strains (formerly R1bv2T) are also able
sweet pepper, and tobacco. Major economic losses (9) have ledttocause wilt onSolanaceae spp., including potato (17). Phylo-
the status of the pathogen as an A2-listed EPPO quarantine pegte 1B encompasses two distinctive clusters of banana Moko
(http://www.eppo.org/QUARANTINE/listA2.htm) in Europe and disease-causing strains (formeRgbv1): sequevar 3 (I1B-3) and
the bacterium being considered as a bioterrorism select agent bgquevar 4 (1IB-4). Recently, a new variantFofsolanacearum,
relevant authorities in the United States (22). that is pathogenic to theolanaceae family but not pathogenic to

The phylogeny-based classification of tRe solanacearum banana (IIB-4NPB), has been recognized and also clusters into
species complex established on the partial endoglucaeglde ( phylotype [IB-4 (11,40). Two additional clusters—namely, se-
gene sequence was reported as a good indicator of relationshipsevar 6 and sequevar 24—containing Moko disease-causing
between strains (10-12) and it was shown to be congruent witrains have been assigned to phylotype lIA. Phylotype IIA
organismal phylogeny based on pangenomic DNA microarragontains strains that generally have a broad host range and are
hybridization (16). Brown rot strains are clustered into phylotypeprimarily isolated from tropical regions (formerly R1bvl).
IIB sequevar 1 (lIB-1) and phytype IIB sequevar 2 (IIB-2), African strains in the relatively newly described phylotype IlI
historically known as race 3 biovar 2 (R3bv2), and were first dehave been reported to share some pathogenicity traits with brown
scribed as potato and tomato pathogenic but weakly virulent omt strains, including pathogenicity to potato in the highland of
otherSolanaceae spp. (4). This group also presented a high clonaWest Cameroon (24). Although phylogenetically indistinguish-
trend, especially for members which were isolated under tenable, strains clustered into the Indonesian phylotype 1V-10 are

represented by two distinct species adapted to different Hsts:
Corresponding author: P. Prior; E-mail address: philippe.prior@cirad.fr solanacearum strains pathogenic to both potato and tomato and
the blood disease bacterium (BDB) that causes wilt only on
*The e-Xtra logo stands for “electronic extra” and indicates that the online versionygnang (11). Closely related to phylotype IV-10, phylotype 1V-9
contains a supplemental table. strains are causal agents of the Sumatra disease of cloves, a
bacterium transmitted by the tube-building cercopditisdola
fulva in Sumatra andll. striata in Java (8).
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Many plant pathogen genomes are now available and marnglerant potato brown rot strains of phylotype 1IB-1, a major
more are being sequenced, including members oRtlselana- lineage of strains that is phylogenetically closely related to
cearum species complex (https://www.genoscope.cns.fr/agclineages containing banana Moko disease-causing strains. Within
microscope/about/collabprojects.php?P_id=67). It is generallphylotype II, which encompasses the widest genetic diversity
expected that mining genomic data will lead to major discoveriewithin the R. solanacearum species complex, both the brown rot
about the subtle interactions that occur between plants and pattemd Moko disease-causing lineages are reported to be epidemio-
gens, as recently reviewed by Alfano (1). NeverthelessRthe logically adapted to a particular host. That said, in this post-
solanacearum species complex encompasses an unusually larggenomic data-mining era, the purpose of this study was to revisit
number of phenotypically and genetically diverse strains, and &nd identify virulence patterns of these phenotypically divergent
has become obvious that any post-genomic initiative to deciphdiut genotypically similarR. solanacearum species complex
host specialization should primarily aim at unraveling diversity instrains.
phenotypes, with special attention to pathogenicity of strains.
Using the phylotyping scheme and related diagnostic tools as a
framework, we hypothesized that the genetic and pathogenic
diversity of strains originating from Europe and the Mediter- Bacterial strains. A set of 210R. solanacearum strains was
ranean is much greater than expected. We focused on coldbtained and 42 strains were selected (Table 1) to be part of the

MATERIALS AND METHODS

TABLE 1. Strains oRalstonia solanacearum used in the phylogenetic study based on sequence variations of partial endogl{egingsee

Phylotype

Strairf RUNP Origin, host PCR egld GenBanR
GMI8044 585 Grenadabpanana 11A-6 11A-6 GU295013
RUN394 394 Grenadabananaluggoe 11A-6 11A-6 GU295048
CFBP4822 646 Finland,tomato 1l IA-7 GU294993
JS927 909 Porto Rico, tomato I IIA-7 GU295027
JS967 911 Kenya,potato 1l IA-7 GU295028
CFBP4613 896 Brazil, potato I 11A-28 GU294982
PD1100 622 Egypt, potato I 11A-35 GU295043
CFBP3105 685 Peru,potato 1 11A-39 GU294940
CFBP3858 689 Netherlandspotato Il 1IB-1 AF295259
CFBP3870 691 South Africa, potato Il 11B-1 GU294949
CFBP4787 633 Portugal potato 1] 11B-1 GU294986
CMR34 147 Cameroontomato 1l 1IB-1 EF439750
JT516 160 Reunion potato 1l 11B-1 AF295258
LNPV28.23 654 Reunion potato Il 11B-1 GU294927
PSS525 256 Taiwan,potato 1l 11B-1 EU407303
CFBP1410 461 Colombia,banangplantain Il 11B-2 GU294936
CFBP3879 628 Colombia,potato I 1IB-2 GU294954
CFBP1416 459 Costa Rica, banana plantain Il 11B-3 GU294937
CIP417 264 Philippines banana 11B-3 11B-3 GU295004
CIP418 265 Indonesiapeanut 11B-3 11B-3 GU295005
uw28 1366 Cyprus,potato 11B-3 1IB-3 GU295054
uw9o 914 CostaRica,Heliconia sp. 11B-3 11B-3 AF295257
CFBP1184 908 HondurasMusa sp. 11B-4 1IB-4 GU294935
LNPV31.10 662 FrenchGuianaMusa sp. 1IB-4 11B-4 GU294928
LNPV32.36 665 FrenchGuianaMusa sp. 11B-4 11B-4 GU294931
LNPV32.37 666 French Guiana, banana plantain 11B-4 11B-4 GU294932
LNPV32.40 668 FrenchGuianaMusa sp. 11B-4 11B-4 GU294933
UW160 588 Peru, banana plantain 11B-4 11B-4 GU295051
Uw162 453 Peru, banana plantain 11B-4 11B-4 AF295256
UW170 262 Colombia,Heliconia sp. 11B-4 11B-4 DQO011550
IBSBF2001 981 Brazil, tomato 1 11B-25 GU295017
UQRS607 1340 Iran, potato I 11B-25 GU295050
CFBP6778 289 Martinique,tomato 11B-4NPB 11B-4 EF371851
CFBP6797 277 Martinique,Americannightshade 11B-4NPB 11B-4 EF371855
IBSBF1503 302 Brazil, cucumker 11B-4NPB 11B-4 EF371868
JY200 280 Martinique,anthurium 1IB-4ANPB 1IB-4 EF371857
LNPV24.25 651 Francetomato 11B-4NPB 11B-4 GU295039
RUN432 432 French Guiana, water (irrigation) 1IB-4ANPB 11B-4 GU294926
CMR20 137 Cameroontomato 1 111-29 GU295006
MAFF301552 70 Japantomato \Y, V-8 GU295042
CFBP6727 702 Indonesiapotato v IV-10 GU294995
CFBP6728 703 Indonesiapotato \Y, IV-10 GU294996
Reference strains

R288 90 China,mulberry | 1-12 GQ907153

CFBP7058 215 Cameroonhuckleberry | I-13 EF439740

PSsS81 258 Taiwan,tomao | I-14 FJ561066

PSS4 157 Taiwan,tomato | I-15 EU407264

(continued on next page)

2 Strains obtained from French and international collections.

b |dentification number of strains in the aattion maintained at CIRAD Reunion Island.
¢ Phylotypes assignment as determined by multiplex polymerase chain reaction (PCR).

d Phylotypes and sequevars assignment as determined by variation analysis of theglpgetia sequences.

€ GenBank accession number.
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phylogenetic tree from different bacterial collections maintainedharvested and stored at —80°C on beads (Pro-Lab Diagnostics,
at Centre de coopération Internationale en Recherche Agrddicrobank, Toronto).

nomique pour le Développement (Saint Pierre, Reunion Island; Multiplex polymerase chain reactions for strains identifi-

Le Lamentin, Martinique, French West Indies), Laboratoirecation. The multiplex polymerase chain reaction (Pmx-PCR),
National de la Protection des Végétaux (Angers, France), Instituteveloped by Fegan and Prior (10), was used to confirm that
National de la Recherche Agronomique (Rennes, France), Urstrains wereR. solanacearum and to identify the phylotype to
versity of Queensland (Brisbane, Australia), and Collection Franwhich they belonged. Strains from phylotype Il originating from
caise de Bactéries Phytopathogénes (Angers, France). StralBaMr were further characterized by using a second specific
used in this study were isolated from BW field outbreaks omultiplex PCR for Moko disease-causing strains (Mmx-PCR) in
following interception from quarantined material by nationalthe Musa phylotypes IIA sequevar 6 (I1A-6), 11B-3, 1I1B-4, or 1IB-
plant health inspection services in Europe and the Mediterrane@NPB (29,40).

(EuMr). Collected strains were purified (i) onto modified Granada Sequencing of partialegl gene and phylogenySequences of
and Sequeira semiselective solid medium (13,27) and (ii) osgl (n = 186) (Table 1) were either retrieved from GenBamk (
Kelman'’s triphenyltetrazolium chloride (TZC-Kelman's) solid 57) or determined in this study & 129) from a selection of
medium complemented with 0.5 g of yeast extract (21). Culturestrains isolated or intercepted in EuMr with a special care to
were streaked on plates and incubated for 48 h at 28°C, andstains isolated from potato. PCR amplicons of 750 bp were
single characteristi®. solanacearum colony for each strain was amplified following previously published methods (10,12,24) and

TABLE 1. (continued from preceding page)

Phylotype

Strairt RUNP Origin, host PCR egld GenBanR
ACH92 44 Australia,Ginger | 1-16 AF295254
P11 337 China,peanut | 1-17 FJ561068
GMI1000 54 French Guiana, tomato | 1-18 AF295251
JT519 471 Reunion,Pelargonium sp. | 1-31 GU295032
PSS219 257 Taiwan,tomao | 1-34 FJ561167
03 339 China, Olive tree | 1-44 FJ561069
CIP365 a7 Philippines potato | I-45 GQ907151
MAD17 320 MadagascarRepper | 1-46 GU295040
GMI8254 597 Indonesiatomato | 1-47 GU295014
M2 343 China,mulberry | 1-48 FJ561067
Uw181 454 Venezuelabanangplantain I1A-6 11A-6 GU295053
ICMP7963 55 Kenya,potato Il IIA-7 AF295263
K60 65 USA, tomato 1l IA-7 AF295262
IBSBF1900 301 Brazil, Musa sp. Il 11A-24 EF371839
CIP301 45 Peru,potato Il I1A-35 GU295003
IBSBF1546 298 Brazil, Californiafuchsia 1] I1A-35 EF371877
CFBP2957 27 Martinique,tomato Il 11A-36 AF295265
CFBP6779 288 Martinique,Canna indica 1 11A-38 EF371872
CFBP2958 28 Guadeloupetomato Il 11A-39 AF295266
CFBP2968 58 Reunion potato I 11A-39 EF371806
Uw469 109 Brazil, potato 1 11A-40 DQ657612
CFBP7032 150 Cameroontomato I 1IA-41 EF439726
T1-UY 448 Uruguay,tomato 1l 11A-50 GU295049
CFBP7054 203 Cameroontomato I 11A-52 EF439725
IPO1609 1 Netherlandspotato 1] 1IB-1 EF371814
UW551 449 Kenya,Pelargonium sp. 1l 11B-1 DQ657596
CFBP4611 894 Colombia,potato 1l 1IB-2 GU294981
Molk2 74 Philippines Musa sp. 11B-3 11B-3 EF371841
CFBP6783 17 Martinique,Heliconia sp. 1IB-4NPB 1IB-4 EF371852
Uuw163 586 Peru, banana plantain 1IB-4 1IB-4 GU295052
CIP10 40 Peru,potato 1l 11B-25 AF295260
CIP240 482 Brazil, potato Il 11B-26 EF647739
IBSBF1712 299 Brazil, Pelargonium sp. Il 11B-27 EF371833
NCPPB3987 79 Brazil, potato 1l 11B-28 AF295261
CFBP7014 297 Trinidad,anthurium I 1IB-51 AF371831
JT525 60 Reunion,Pelargonium sp. 11 111-19 AF295272
MAD-29 332 Madagascampotato I} 111-19 GU295041
CMR33 146 Cameroontomato I} 111-20 GU295007
J25 56 Kenya,potato I 111-20 AF295279
NCPPB1018 479 Angola, potato 1] 1-21 AF295271
NCPPB332 1298 Zimbabwe potato 1] 111-22 AF295276
CFBP3059 39 BurkinaFaso,eggplant 1l 111-23 AF295270
CMR15 133 Cameroontomato I 111-29 EF439743
CMR32 145 Cameroonhuckleberry 1l 111-29 EF439749
DGBBC1227 364 Guinea,potato I} 111-42 GU295011
DGBBC1125 369 Guinea,potato I} 111-43 GU295008
DGBBC1138 362 Guineapotato 1l 111-43 GU295009
CMR66 166 Cameroonhuckleberry 1l 111-49 EF439729
MAFF301558 71 Japanpotato v V-8 DQO011558
R28 89 Indonesiagclove \ V-9 DQO011552
PSI7 83 Indonesiatomato \Y, 1IV-10 EF371804
R229 62 Indonesiapanana \Y IV-10 GU295045
ACH732 14 Australia,tomato \Y, IV-11 GQ907150
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sequenced by MACROGEN Korea (single-pass double-stranded Pathogenicity assay of brown rot ecotype strainsCompara-
analysis) using the Endo-F and the Endo-R primers. Sequencixe analysis of virulence and aggressiveness was based on strains
were manually edited, checked, and trimmed at the consens(s= 14) (Table 4) described above as potato pathogenic: cold-
start sequence’ACGGCGAT-3 or 5-ACGGCGGC-3 and the tolerant brown rot strains plotype [IB-1, African brown rot
consensus end sequenceCRGTGG-3. Alignment was con- strains phylotype Il (24), and reference strains from phylotype |.
ducted under the ARB Package (23) on a Linux system an@est were performed on tomat8o{anum lycopersicon) and on
phylogenetic trees generated using the neighbor-joining (NJggplant & melongena) carrying different levels of resistance to
algorithm corrected using the Jukes-Cantor model. Tree topologgW: tomato L390 is highly susceptible B solanacearum (33)
was tested using bootstrap analysis of 2,000 resamplings of tled, thus, strains that wilt this tomato were considered virulent on
data. Solanaceae spp.; eggplant MM960 is moderately resistant to BW
Pathogenicity testing. A subset ofR. solanacearum strains  (3) and tomato Hawaii7996 is highly resistant (5,33,35,39). These
(n = 167) for whichegl gene sequences had previously beemlants were grown in temperate cold and tropical hot temperature
determined was tested for pathogenicity on different host plantsonditions in NS2-Rotoplan.
Cells were grown from a single —80°C freeze-stored bead by Pathogenicity assay of phylotype [IB.The phenotype of
placing the bead in 4.5 ml of Luria-Burtani broth for 24 h at 28°Cstrains i = 29) (Table 5) clustered into brown rot IIB-1 and I1B-
with 250 rpm agitation for aeration; A 50-ul volume was streake@®; Moko disease IIA-6, 1IB-3, and 1IB-4; and blood disease
on TZC-Kelman’s medium plate. An isolated colony was selectetdacterium IV-10 lineages were used to challenge on L390,
to be restreaked and cultured for 24 to 36 h at 28°C on the sarvM960, Hawaii7996 if = 10 plants), and Cavendish banana cv.
medium. A bacterial suspension in 10 mM Tris, pH 7.1 (7 to 9Grande Nainen( = 5 plants) to established virulence pattern.
Sigma-Aldrich, St. Louis) was made from the restreaked culturénfected plants were placed in tropical hot temperature conditions
and adjusted to #@CFU/mI as determined by measuring the opti-in NS3-Rotoplan.
cal density at 0.1 at 650 nm. Plants were inoculated at the three-Statistics. Pathogenicity was estimated by using a colonization
leaf development stage by pouring 5 ml of suspension on lateraddex (Cl) (28) based on wilted plants and latent infecti@hss
roots that had been severed along one side using a scalpel. NeJar + (Ns X Rg), whereNyp is the percentage of wilted planiés
tive control plants consisted of pouring 10 mM Tris (pH 7.1) ontds the percentage of symptomless plants, Rnig the percentage
severed roots. Pathogenicity was assessed on 10 plants per strafh-those asymptomatic plants sampled from whithsolana-
host—experimental combination for tomato and eggplant accesearum was recovered. Data from pathogenicity tests were ana-
sions, whereas pathogenicity to banana was tested on 5 plarisded with R software 2.9.2 (31) and its specific libradkster,
strain. Infected plants were placed in environmental growth chanMASS, andfpc. The purpose of the following clustering method
bers called Rotoplan (Stradd?ellouailles les Vignes, France). was to characterize the variability of phenotypes and, thus,
Rotoplans were agreed for different norms of security levels (NSyentify clusters of strains that shared similar virulence or aggres-
containment: nonexotic strains were incubated in growth chansiveness patterns. We used two methods to discriminate these
bers termed NS2 and quarantine exotic organisms in chambeskisters: (i) an agglomerative nesting which produced an ascen-
termed NS3. Strainsn(= 87) with a phylogenetic position dant hierarchical classification tree using Manhattan distance,
previously recognized to be present on Reunion were consideradhere the validation of clusters is based on the internode dis-
to be without environmental risk and, therefore, were incubatethnces, and (ii) a fuzzy analysis clustering which produced a
under the standard security level NS2-Rotoplan. Strains exotic fmartitioning, where the validation of the number of clusters was
Reunion ( = 80) were incubated in a high security quarantineassessed by calculating the corrected Rand index between two
level NS3-Rotoplan. Each strain—plant combination was separatetlsterings withk andk + 1 clusters. A Rand index close to one
from the other combinations using a watertight plastic bag tealidates the smallest clustering. Classification and partitioning
avoid cross-contaminations. Development of disease was visuallyere checked with biological data for supporting meaningful
assessed at 3-day intervals for wilting during 30 days. At the endusters.
of the assay, surviving asymptomatic plants were sampled by
cutting a 2-cm stem segment at collar level, and analyzed for RESULTS
latent infection byR. solanacearum by isolating the strain on a
TZC-Kelman's medium plate. Special care was given to the Genetic diversity and phylogeny. Based on the PCR
sampling of infected banana for reculturify solanacearum approach, strains d&t. solanacearum used in this studyn(= 210)
targeting the corm leaf (CL) junction. A 2-cm segment of the CL(Table 1) clustered into phylotyper € 2; 1%), phylotype Ilif =
section was sampled from all asymptomatic banana plants 3 week87; 93.8%), phylotype llIn= 8; 3.8%), and phylotype I\h(=
postinoculation; the first circular leaf was removed to avoid3; 1.4%). From this collection, 106 strains (50.5%) originated or
external contamination. Samples were crushed in 5 ml of 10 mMere intercepted in EuMr. Among the 15 different hosts of origin,
Tris, pH 7.1, and left for 1 h. A 50-ul aliquot of each extract wagpotato and tomato were predominant, with 51%=(107) and
plated onto Sequeira’s and TZC-Kelman’s medium and incubate2?% ( = 46) of the strains, respectively. The initial NJ tree com-
at 28°C for 72 h. A strain was said to be virulent to a particulaputed fromegl sequences was composed of the subset of 129
plant species when showing the capacity to produce wilt sympewly obtained sequences associated with 57 reference sequences
toms and death on at least one single plant. Thus, pathogenicityrefpresenting all phylotypes; however, because all brown-rot
a strain was described by using two criteria: infections thastrains in phylotype 1IB-1 produced identical partegl se-
resulted in plant death (wilt) and those that turned latent in guences, only 7 representatives were included to compute the
healthy plant carrier. phylogenetic tree (Fig. 1). Strains isolated from potate 84)
Pathogenicity assay ofR. solanacearum. Tests were per- were distributed among all four phylotypes. A majority of strains
formed on potato cv. Bintje (Munterschen x Franschen) provideftom EuMr (= 71) were isolated from potata € 57). Theegl
by the Fédération Nationale des Producteurs de Plants de Pomnsegiuences of 94 of 129 strains clustered into phylotype 11B-1,
de Terre (Rennes, France). Experimental conditions were twincluding 66 sequences from strains originating from EuMr and
different regimes of night and day temperature conditions in th@5 sequences from strains isolated from potato. Only five strains
NS2-Rotoplan: temperate cold (15 to 24°C) and tropical hot (24riginating from EuMr were not phylotype IIB-1: these strains
to 30°C). Experiments in the NS3-Rotoplan were conducted iclustered into phylotype 11A-7 with the tomato strain CFBP4822
tropical hot temperature conditions. Strains=(156) were inocu- from Finland, phylotype 11A-35 with the potato strain PD1100
lated to potato plants to assess their phenotype (Tables 2 and 3). from Egypt, phylotype 11B-3 with the potato strain UW28 from
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Cyprus (7), phylotype 1IB-4NPB with the tomato strain of strains from Cluster C were isolated from potato (57%
LNPV24.25 from France, and phylotype 11B-25 with the potatooriginating from EuMr), of which 69% were phylotype 11B-1 and
strain UQRS607 from Iran. other were representatives of phylotypes I, lIA, Ill, and IV. In this
Pathogenicity assay oR. solanacearum. Strains ofR. solana- experiment, certain strains did not produce BW under either
cearum inoculated to potato distributed into two clusters validatedropical hot or temperate cold conditions, although these strains
by the Rand index when considering separate temperatumere able to establish latent infections in potate= (6). These
conditions. However, when considering pathogenicity scoring atrains were representative of phylotypes 11Bi£(5) and 11B-26
both temperature conditions, the Rand index validated the distr{CIP240).
bution of strains into three clusters (Table 2). Cluster A strains Strains not pathogenic to potatoX 20; Cl = 0) clustered into
(n = 28) were highly aggressive regardless of the incubatioall phylotypes; namely, I-45, 11A-7, [IB-In(= 15), 1lI-19, 11I-20,
temperature and were all assigned into phylotype 1IB-1 thaand IV-9. Strains not detected at Reunion (exotic) that were tested
belongs to cluster A (68% isolated from potato and 54% origiin NS3-Rotoplanrf = 69) under tropical hot temperature condi-
nating from EuMr). Cluster B straing (= 24) were highly tions distributed into three clusters validated by the Rand index
aggressive under tropical hot conditions but weakly aggressiv@able 3). Cluster A strain® & 32; Cl > 90) were highly aggres-
(developing few or no wilted plants) under temperate cold temsive and distributed in phytypes 11B-1, [IB-2, 1IB-4, Il
peratures. Strains in this group belonged to phylotypes I, lIA, IB{CMR20), and IV. Most of these strains were isolated from potato
1, lll, and IV (58% isolated from potato and 27% originating (50%) and originated from EuMr 73%%). Cluster B strains were
from EuMr). Cluster C strainsi(= 35) induced little or no wilt moderately aggressive & 20; 80> Cl > 50) and distributed in
symptoms regardless of the incubation temperature. In total, 71¢hylotypes lIA, 1IB, Ill, and IV.Among these strains, 45% were

TABLE 2. Pathogenicity to potato dRalstonia solanacearum strains clustered into phylotypes reported at Reunion (nonexotic strains), grown under different
temperatures in security level NS2-Rotoglan

Hot? Cold®

Strain Origin,host Phylotype w Cl Cluster w Cl Cluster GlobaF
PSS4 Taiwantomato I-15 9 90 A 3 30 C B
GMI1000 French Guiana, tomato 1-18 8 80 A 0 30 C B
CIP365 Philippinespotato 1-45 0 0 C 0 0 C C
JS927 Porto Rico, tomato 1IIA-7 0 0 C 0 0 C C
JS967 Kenyapotato IIA-7 2 20 C 0 0 c C
CFBP4613 Brazilpotato 11A-28 4 40 C 0 0 C B
CFBP3105 Perwpotato 11A-39 4 40 C 0 0 C B
Uw469 Brazil ,potato 11A-40 5 50 A 0 0 C B
CFBP1417 Australigyotato 11B-1 4 90 A 4 70 A A
CFBP1810 Haitipotato 1IB-1 8 80 A 6 90 A A
CFBP3579 Francépmato 11B-1 0 0 C 0 0 C C
CFBP3583 Egyptpotato 11B-1 0 10 C 0 0 C C
CFBP3784 Portugapotato 1IB-1 1 20 C 1 30 C B
CFBP3785 Portugapotato 11B-1 8 80 A 3 30 C B
CFBP3857 Netherlandpptato 11B-1 2 20 C 0 0 C C
CFBP3858 Netherlandpptato 1IB-1 7 70 A 2 60 A B
CFBP3863 Moroccqyotato 11B-1 10 100 A 6 90 A A
CFBP3865 Francgotato 11B-1 0 0 C 0 0 C C
CFBP3870 South Africa, potato 1IB-1 3 50 A 2 30 C B
CFBP3884 Swedemotato 1IB-1 0 0 C 0 0 C C
CFBP3886 Belgiumpotato 11B-1 4 40 C 1 10 C B
CFBP3927 Greecgpotato 11B-1 0 0 C 0 0 C C
CFBP3937 Francdjttersweet 1IB-1 10 100 A 9 90 A A
CFBP4577 Egyptpotato 1IB-1 0 0 C 0 0 C C
CFBP4578 Egyptomato 11B-1 5 60 A 2 30 C B
CFBP4583 Egypipotato IB-1 10 100 A 10 100 A A
CFBP4585 Turkeypotato 11B-1 10 100 A 9 100 A A
CFBP4587 United Kingdom, potato 11B-1 10 100 A 10 100 A A
CFBP4588 United Kingdom, potato 11B-1 4 60 A 3 70 A B
CFBP4597 UniteKingdom,tomato 11B-1 10 100 A 10 100 A A
CFBP4598 Cyprugqotato 1IB-1 1 10 C 0 0 C C
CFBP4599 Swedemotato 1IB-1 8 80 A 8 80 A A
CFBP4600 Swedejttersweet 1IB-1 10 100 A 8 100 A A
CFBP4604 Netherlandpptato 11B-1 10 100 A 9 100 A A
CFBP4609 Slovenigotato 11B-1 0 0 C 0 0 C C
CFBP4634 Spaimotato 11B-1 2 20 Cc 2 20 C Cc
CFBP4652 Francépmato 11B-1 7 70 A 3 50 A B
CFBP4787 Portugapotato 11B-1 7 70 A 8 100 A A

(continued on next page)

a Abbreviations: w = number of wilted plantstoof 10 plants; colonization index (Cl) Myp + (Ns X Rg), whereNyp = percentage of wilted plantdlg =
percentage of symptomless plants, &id= percentage of those asymptomatic plants sampled from vifisblanacearum was recovered; and Cluster
clusters based on Cl computed after fuamglysis clustering. Rand index validatedcold temperatures conditions, two ckrstA (Cl > 50) andB (Cl < 40)
(2 vs. 3= 0.634; 2 vs. & 0.878; 3 vs. & 0.878). Rand index validated, in hot ticgl temperatures conditions, two clusteékgCl > 50) andB (ClI < 40) (2 vs.
3=10.594; 2 vs. &£ 0.499; 3 vs. & 0.557).

b Hot conditions referred to a night and damperatures of 24 and 30°C, respectively.

¢ Cold conditions referred to a night and day temperatures of 15 and 24°C, respectively.

d Global = clusters based on Cl on both hot and cold temperatures computed after fuzzy analysis clustering. Rand index validatsergiredchndC. A
Rand index close to 1 validates the smallest clustering (2v€.891; 2 vs. 4 0.491; 3 vs. 4 0.770).
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members of phylotype 11B-1, 75% were isolated from potato, andvere all [IB-1 strains with high pathogenicity whatever the plant—
30% originated from EuMr. Cluster C straimsX 17; Cl < 40)  temperature combinations, except the South African potato strain
were weakly or not aggressive. This cluster encompassed GFBP3870 assigned in cluster B. Strains in cluster B were weakly
majority of phylotype [IB-1 (47%) and strains in phylotype IIA pathogenic under temperate cold temperature conditions com-
and Ill. Most of these were strains isolated from potato (82%) angared with the tropical hot temperature conditions.
originated from EuMr (76%). Some strains in phylotypes IIA-7 Pathogenicity assay of phylotype IIB.Under tropical hot
(CFBP4822), 1IB-11f = 5), 1IB-3 (Molk2 and UW28), and IlI-21 temperature conditions, strains tested in NS3-Rotopian 29)
were not able to develop wilt on potato under tropical hot experidistributed in three different clusters that were validated by the
mental conditions but were able to established latent infection®and index (Table 5). Cluster A straims= 5) were highly viru-
Strains not pathogenic to potatdl (= 0) in tropical hot experi- lent and phylogenetically clustered into phylotypes IIB-1 and |I1B-
mental conditions were composed of phylotype 1IB-1 (potatc4NPB. Cluster B strainsi= 16) were able to wilt or to establish
strains CFBP3873 from Belgium and CFBP4607 from Portugallatent infections on all tested hosts; namely, GMI1000 (phylotype
and Moko disease-causing IIB-4 strain CFBP1184 fromi-18) and Moko disease-causing strains from phylotypes 11A-6,
Honduras. 1IB-3, and 1IB-4. Cluster C strain® & 8) caused no or little wilt
Pathogenicity assay of brown rot ecotype strainsln the  or strains that were able to establish latent infections on suscep-
NS2-Rotoplan, a subset of straims= 14) tested under tropical tible tomato L390. Cluster C included strains from phylotypes
hot and temperate cold temperatures pathogenic to potato di$A-6, IIB-2, 1IB-3, and [IB-4 bu also from phylotypes 11B-25
tributed into two clusters validated by the Rand index (Table 4)and IV-10. Two strains, CFBP1410 and CFBP1416, in phylotypes
An identical clustering result was obtained whether temperaturdfB-2 and 1IB-3, respectively, were not able to develop wilt in
were statistically analyzed separately or not. Strains in cluster #opical hot temperature conditions but did establish latent

TABLE 2. (continued from preceding page)

Hot? Cold®
Strain Origin,host Phylotype w Cl Cluster w (¢]] Cluster GlobaP
CFBP4788 Franceépmato 11B-1 0 0 C 0 0 C C
CFBP4801 Reunioripmato 11B-1 9 90 A 8 80 A A
CFBP4808 Israepotato 11B-1 0 0 C 0 0 C C
CFBP4811 France, Black nightshade 1IB-1 0 0 C 0 0 C C
CFBP4812 Francépomato 11B-1 0 0 C 0 0 C C
CFBP4821 Swederpotato 11B-1 0 0 C 0 0 C C
CFBP7101 Spaimpotato 1IB-1 0 0 C 0 20 C C
CFBP7105 Spainyater(river) 1IB-1 0 10 C 0 0 C C
CFBP7108 KenyaPelargonium sp. 1IB-1 4 60 A 0 70 A B
CMR34 Cameroortomato 11B-1 8 90 A 9 100 A A
CMR44 Cameroorpotato 11B-1 10 100 A 10 100 A A
GRISP2335D Franceotato 11B-1 10 100 A 9 100 A A
GRISP2336B Francéomato 11B-1 9 90 A 9 100 A A
IPO1609 Netherlandpotato 11B-1 1 10 C 0 0 C C
JQ1006 Reuniorpotato 1IB-1 9 100 A 0 0 C B
JQ1019 Reuniorpotato 11B-1 5 60 A 4 50 A B
JQ1023 Reuniortpmato 11B-1 3 40 C 1 30 C B
JQ1051 Reuniortpmato 1IB-1 0 0 C 0 0 C C
JQ1073 Reuniortpmato 11B-1 10 100 A 9 100 A A
JQ1107 Reuniorpotato 11B-1 10 100 A 10 100 A A
JQ1131 Reuniorpotato 11B-1 8 90 A 7 80 A A
JS925 Sri Lanka, potato 1IB-1 6 60 A 10 100 A A
JS926 Indiapotato 11B-1 0 20 C 0 0 C C
JT511 Reunionpotato IB-1 8 80 A 4 60 A B
JT516 Reunionpotato 1IB-1 1 30 C 0 40 C B
JT646 Sri Lanka, potato lIB-1 0 0 C 0 0 C C
LMG17139 Cypruspotato 11B-1 10 100 A 8 100 A A
LNPV19.66 Francepotato 11B-1 10 100 A 7 80 A A
LNPV23.54 Francepotato 11B-1 0 0 C 0 0 C C
LNPV27.43 Guadeloup@nthurium 11B-1 0 0 C 0 0 C C
LNPV28.23 Reunionpotato 1IB-1 10 100 A 10 100 A A
LNPV28.49 Francehittersweet 1IB-1 10 100 A 8 90 A A
PD441 Swederpotato 11B-1 0 10 C 0 10 C C
PSS525 Taiwamotato IB-1 8 100 A 10 100 A A
RTG2 Guineapotato 11B-1 9 100 A 6 100 A A
Uws51 KenyaPelargonium sp. 1IB-1 10 100 A 7 90 A A
CIP240 Brazil potato 11B-26 0 20 C 0 0 C C
JT525 ReunionPelargonium sp. 11-19 0 0 C 0 0 C C
MAD-29 Madagascaipotato 111-19 2 20 C 0 0 C C
CMR33 Cameroortpmato 111-20 3 30 C 0 20 C B
J25 Kenyapotato 111-20 0 0 C 0 0 C C
CFBP3059 Burkin&aso,eggplant 111-23 7 80 A 0 0 C B
CMR32 Cameroorhuckleberry 111-29 3 40 C 1 20 C B
DGBBC1227 Guinegyotato 111-42 10 100 A 0 10 C B
DGBBC1125 Guinegyotato 111-43 1 20 C 0 0 C C
DGBBC1138 Guinegyotato 111-43 7 70 A 0 20 C B
CMR66 Cameroorhuckleberry 111-49 6 60 A 0 0 C B
MAFF301552 Japartpmato V-8 4 50 A 0 10 C B
R28 Indonesia;love V-9 0 0 C 0 0 C C
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TABLE 3. Pathogenicity to potato &falstonia solanacearum strains clustered into phylotypes not reported at Reunion (exotic strains), grown under trapical ho
24 and 30°C (night and day, respectively) temperatures in security level NS3-Rotoplan

Strain Origin,host Phylotype wa clp Clustef
RUN394 Grenaddananaluggoe 11A-6 4 60 B
CFBP4822 Finlandomato IIA-7 0 10 C
ICMP7963 Kenyapotato IIA-7 5 70 B
CIP301 Perupotato 11A-35 2 40 C
IBSBF1546 BrazilCaliforniafuchsia 11A-35 9 100 A
PD1100 Egyptpotato 11A-35 3 40 C
CFBP2968 Reuniorpotato 11A-39 7 80 B
AP31H Uruguaypotato 1IB-1 5 70 B
CFBP3582 Egyptpotato 1IB-1 0 50 B
CFBP3872 Belgiumpotato 11B-1 7 80 B
CFBP3873 Belgiumpotato 1IB-1 0 0 C
CFBP3874 Belgiumpotato 11B-1 10 100 A
CFBP3876 Belgiumpotato 11B-1 1 20 C
CFBP3885 Belgiumpotato 1IB-1 0 20 C
CFBP3889 Spairpotato 11B-1 0 40 C
CFBP4580 Egyptpotato 11B-1 9 100 A
CFBP4581 Egyptpotato 11B-1 9 100 A
CFBP4582 Egyptpotato 1IB-1 9 100 A
CFBP4584 Egyptpotato 1IB-1 10 100 A
CFBP4601 Belgiumpotato 1IB-1 1 10 C
CFBP4605 Netherlandpptato 1IB-1 9 20 A
CFBP4607 Portugapotato 11B-1 0 0 C
CFBP4608 Portugapotato 11B-1 0 30 C
CFBP4635 Spaimpotato 1IB-1 9 100 A
CFBP4823 Egypipotato 1B-1 4 60 B
CFBP7102 Spaimotato 11B-1 5 70 B
CFBP7103 Spaimotato 1IB-1 10 100 A
CFBP7104 Spaimotato 11B-1 8 80 B
DGBBC1181 Belgiumpotato 11B-1 4 50 B
ETAC Uruguay potato 11B-1 3 50 B
JS976 Spairpotato 11B-1 10 100 A
JS977 Spairpotato 11B-1 10 100 A
LMG2300 Israelpotato 1IB-1 0 40 C
LMG9576 Belgium potato 1IB-1 8 90 A
PO41 Chinapotato 1IB-1 4 90 A
RM Uruguay,potato 11B-1 10 100 A
UWw394 South Africa, potato 1IB-1 5 70 B
CFBP1410 Colombidhananglantain 11B-2 9 100 A
CFBP3879 Colombigotato 1IB-2 4 70 B
CFBP4611 Colombigotato 11B-2 3 80 B
CiP418 Indonesigeanut 11B-3 5 70 B
Molk2 PhilippinesMusa sp. 1IB-3 0 40 C
uw28 Cypruspotato 11B-3 0 40 C
CFBP1184 Hondura$/usa sp. 1IB-4 0 0 C
LNPV31.10 FrencltGuianaMusa sp. 11B-4 9 100 A
LNPV32.36 FrenclGuianaMusa sp. 11B-4 7 20 A
LNPV32.37 French Guiana, banana plantain IB-4 9 90 A
LNPV32.40 FrenclGuianaMusa sp. 1IB-4 9 90 A
UwW162 Peru, banana plantain 11B-4 5 50 B
Uw163 Peru, banana plantain 11B-4 7 90 A
uw170 ColombiaHeliconia sp. 11B-4 3 50 B
CIP10 Perupotato 11B-25 5 70 B
UQRS607 Iranpotato 11B-25 2 20 C
NCPPB3987 Brazilpotato 11B-28 3 100 A
CFBP7014 Trinidadanthurium 11B-51 9 100 A
CFBP6778 Martiniquetpmato 11B-4NPB 10 100 A
CFBP6783 Martiniquekieliconia sp. 11B-4NPB 9 90 A
CFBP6797 MartinigueAmericannightshade 11B-4NPB 10 100 A
JY200 Martinigueanthurium 11B-4NPB 10 100 A
LNPV24.25 Francetomato 11B-4NPB 9 100 A
RUN432 French Guiana, water (irrigation) 11B-4NPB 10 100 A
NCPPB1018 Angolgyotato 1-21 0 20 C
NCPPB332 Zimbabweotato 1-22 1 10 C
CMR15 Cameroortomato 111-29 2 50 B
CMR20 Cameroortpmato 111-29 3 100 A
MAFF301558 Japarpotato V-8 8 90 A
CFBP6727 Indonesipotato IV-10 8 100 A
CFBP6728 Indonesipotato IV-10 6 80 B
PSI7 Indonesiadpmato IV-10 10 100 A

a Number of wilted plantsut of 10 plants.

b Colonization index (CI) Nye + (Ns x Ry, whereNyp = percentage of wilted plantbls = percentage of symptomless plants, &d percentage of those
asymptomatic plants sampled from whRRlsolanacearum was recovered.

¢ Cluster= clustering based on the Cl and obtained by a fuzzy analysis clustering. Rand index validated three d{Gster30)AB (80> Cl > 50), and CCl <
40). A Rand index close to 1 validates the smallest clustering (2=v8.484; 2 vs. 4 0.514; 3 vs. 4 0.811).
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infections in plants. Nonpathogenic strains to both tomato andnd virulence (Table 6), mirroring a wide genetic basis for patho-
eggplant § = 4) in tropical hot experimental conditions were genicity on these hosts. Most remarkable were virulence patterns
phylogenetically clustered into phylotypes IIA-6, 1IB-3, and IV- of strains clustering into the Moko disease-causing phylotypes
10. Strains pathogenic to banana were members of MokidB-3 and I[IB-4; although isolated fromMusa spp. and
phylotypes IIA-6, 11B-3, and IIB-4 and BDB phylotype IV-10 pathogenic to banana, most strains were virulent to susceptible
lineages. Strain CIP418 (phylotype 1IB-3) isolated from peanut ippotato and tomato cultivars but not to eggplant, and phylotype
Indonesia was virulent to banana and strain UW28 (phylotypéB-4 strains were found to be virulent on resistant tomato
1I1B-3) isolated from potato in Indonesia Cyprus was not pathoHawaii7996. The Moko disease-causing phylotype 11A-6, RUN394,
genic on both host plants. All strains in Moko lineages establishedlas the only strain virulent to tomato, compared with the two
infection in banana plants (Table 5). Strains in phylotype lIB-other strains of the same phylotype in the time course of the
ANPB were not able to infect banana. From all non-Mokcexperiment. Thus, in our experimental conditions, most banana
disease-causing strains tested in phylotype 1IB, all were able w&irains inoculated to susceptible potato and tomato clustered into
established latent infection in banana, with the exception ofame pathogenicity cluster along with GMI1000, the model strain
members of phylotypes 1I1B-25, 11B62 [I1B-28, and 11B-51. Strain  virulent on a wide range o$olanaceae spp. (32), including

GMI1000 showed no pathogenicity to banana. Molk2, the sequenced model genome of Moko disease-causing
IIB-3 strains (15). As expected, the BDB strain R229 that
DISCUSSION clustered into the phylotype 1V-10 was only pathogenic to banana.

It is noteworthy that experimental conditions applied in these

In this study, we assessed genetic diversity, phylogeny, arekperiments (injured roots and high concentration of inoculum)
pathogenicity traits challenging differei@lanaceae spp. and were in favor of BW development. Nevertheless, some Moko
banana with a set of strains Bf solanacearum from EuMr.  disease-causing strains were able to neither establish latent
These strains were mainly isolated from diseased potato planitsfection onSolanaceae spp. nor develop wilt. To our knowledge,
from the field or quarantined by national plant health inspectiomo Moko disease-causing strains have ever been isolated from a
services. Results showed a greater diversity than expected fromilted tomato or potato in the field, although it is now apparent
the literature, especially regarding host range and pathotype tiat they were able to establish infections in these hosts. The three
potato strains that clustered into phylotype Il (10). exceptions in our study were the phylotype I1IB-2 strain

From the phylogenetic analysis of partegl gene sequences CFBP1410 isolated from plantain (cooking banana) in Colombia,
and from the organismal phylogeny (16), it was evident thatvhich established latent infection into banana; the phylotype 11B-
strains from R. solanacearum species complex phylotype Il 3 strain CIP418 isolated from peanut in Indonesia that wilted
encompassed strains with both broad and narrow host ranges (1dgnana; and the phylotype 1IB-3 strain UW28 isolated from
Strains showing the narrowest host range belonged to ecotyppstato that lacked pathogenicity on all plant species tested but still
Moko (banana and heliconia) and brown rot (potato and tomatoglustered in a Moko disease-causing phylotype.
These ecotypes have a much narrower definition reflected in their As reported by Fegan and Prior (11), the polyphyletic nature of
genetic diversity as well-desbad sequevars (I1B-1, 1IB-2, 1IA-6, Moko disease-causing strainsRfsolanacearum is evidenced by
IIA-24, 1IB-3, and 1IB-4), wherea®road host range strains are the observation that strains are found within phylotype [IA
scattered among phylotype Il. Based on the phylogenetic tregequevar 6) and phylotype IIB (sequevars 3 and 4). All Moko
presented in this study, strains that cause BVEabanaceae spp.  disease-causing strains in this study that were no more pathogenic
distributed in all phylotypes (IlIA, 1B, 1ll, and IV), just as to banana also lacked pathogenicity to tomato. This suggests a
potato-pathogenic strains showed a wide range of aggressivendsss of major determinants in mechanisms governing patho-

TABLE 4. Pathogenicity to tomato and eggplant of nonexotic strairRalsfonia solanacearum, grown under different temperatures in security level NS2-
Rotoplai

Hot? Colce
L390 Hawaii7996 MM960 L390 Hawaii7996 MM960

Strain Phylotype — w Cl w Cl w Cl Clu w Cl w Cl w Cl Clu Glbb
PSS4 1-15 10/8 100/90 5/0 50/10 10/0 100/80 A/B 4/8 50/80 0/0 0/0 1/0 20/30 B/B B/B
GMI1000 1-18 10/10 100/100 3/0 50/20 0/0 00/ B/B 7/0 70/10 0/0 20/0 0/0 0/10 B/B B/B
CFBP3858 1IB-1 10/10 100/100 8/8 80/100 6/3 80/ A/A  9/6 100/90 8/0 80/70 3/0 70/50 A/A AA
CFBP3870 11B-1 719 70/100 0/2 0/100 1/0 10/60B/A  2/3 20/50 1/0 10/10 5/0 50/20 B/B B/B
CFBP4787 1IB-1 10/10 100/100  8/7 90/100 8/1 80/7GVMA  9/10 100/100 10/3 100/60 9/0 100/70 A/A AA
CMR34 1IB-1 10/10 100/100 10/3  100/90 7/0 70/70 A/A  10/10 100/100 9/2  100/70 8/0 80/50 A/A AA
JT516 1IB-1 6/9 80/100 9/5 90/80 5/0 60/50 A/A 5/8 60/90 8/0 90/40 6/0 70/40  A/A AJA
LNPV28.23 11B-1 10/10 100/100 10/4 100/80 9/0 90/8A/A 10/10 100/100 9/5 90/80 9/0 90/80 A/A  AIA
PSS525 1IB-1 10/10 100/100 9/5 100/100 6/1 70/80 A/A. 8/10 90/100 8/0 90/80 5/0 80/60 A/A A/A
UW551 1IB-1 10/10 100/100 3/2 100/100 5/0 70/90 A/A  8/9 90/90 8/5 100/70 7/0 80/40 A/A AA
CMR33 111-20 7/0 70/10 0/0 0/0 0/0 0/10 ®/ 3/0 30/20 0/0 10/10 0/0 0/10 B/B B/B
CFBP3059 111-23 10/7 100/100 10/0 100/20 0/0 0/4A/B 8/0 80/30 0/0 0/20 1/0 20/20 B/B B/B
DGBBC1138  111-43 10/0 100/30 0/0 0/10 3/0 30/30 B/B 1/1 20/70 0/0 0/0 1/0 10/0 B/B B/B
CMR66 111-49 8/9 80/100 0/0 10/20 0/0 0/10 B/B 5/1 50/40 0/0 10/0 0/0 0/10 B/B B/B

a Abbreviations: w = number of wilted plants out of 10 plants; colonization index (Gl)=+ (Ns X Rg), whereNyp = percentage of wilted plantdls =
percentage of symptomless plants, 8ge¢ percentage of those asymptomatic plants sampled from \Rhiihanacearum was recovered; and Chuclustering
based on the CI and obtained by a fuzzy analysis clustering. Data organized as follows: replicate 1/replicate 2

b Hot conditions referred to a night and day temperatures of 28G2@ respectively. Rand index validated, at hot tropicapeatures, two clusters: A and B (2
vs. 3= 0.715; 2 vs. & 0.367; 3 vs. & 0.594; second replicate: 2 vs=3.822; 2 vs. & 0.455; 3 vs. & 0.594).

¢ Cold conditions referred to a night and day temperature of d24%C, respectively. Rand index validated, at cold tempemtwe clusters: A and B (2 vs=3
0.729; 2 vs. & 0.502; 3 vs. & 0.502; second replicate: 2 vs=3.775; 2 vs. & 0.518; 3 vs. 4 0.518).

d Glob = global clusters based on Cl on both hot and cold temperatures computed after fuzzy analysis clustering. Rand indeweatidatedst Aand B A
Rand index close to 1 validates the smallest clustering (2v€.329; 2 vs. 4 0.495; 3 vs. & 0.728; second replicate: 2 vs=3.729; 2 vs. 4 0.309; 3 vs.
4=0.391). Data organized as follow: replicate 1/replicate 2.
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genicity for both the broad and narrow host range. Because weme to accurately approach underlying mechanisms for host
demonstrated that most strains pathogenic to banana were algmeciation at the “omics” era.

pathogenic to potato and tomato, it is possible that other non- Pathogenicity assessment of brown rot strains was congruent
Moko disease-causing strains in each subcluster might have laogith the literature (25) and highlighted the fact that only phylo-
the ability to cause wilt on banana. Alternatively, horizontal gengype 11B-1 strains maintain a high level of virulence regardless of
transfer may have taken place between these Rwsolana- temperature tested. Other strains, including the most closely
cearum lineages (l1A and 1IB), allowig a non-banana-pathogenic related phylotype, 11B-2, and the phylogenetically distant African
organism to become a banana pathogen. In addition, some strabrewn rot strains from phylotype Il (24), although isolated from
that were not isolated from amjusaceae maintained the ability highland areas, dramatically decreased in virulence under cold
to establish latent infections on banana, especially brown ragemperatures. This indicates thée virulence factors for cold
phylotype 1IB-1 and 1IB-2 strains and strain IBSBF1712 (lIB-27) tolerance need further studies. In addition, because all 11B-1
isolated from pelargonium. Latent infections (i.e., the capacity o§trains that lack pathogenicity to potato under cold temperature
a strain to establish itself into the vascular tissues on a hostere also weakly or not pathogenic under a tropical hot environ-
[asymptomatic plant]) evidenced the conservation of an early stapent, it is anticipated that pathogenicity may have been altered in
mechanism required for pathogenicity. When established as latethtese strains. As expected from the literature, cold-tolerant EuMr
infections in a hostR. solanacearum strains may develop wilt or strains isolated from wilted potato, tomato, or bittersweet were
not (34), turning plant vasculature into an ecological niche otlonal and phylogenetically clustered into phylotype 1IB-1,
choice. On the one hand, from a phylogenetic point of viewequivalent to R3bv2. Nonetheless, according to pathogenicity
closely related sequevars 1IB-1IB-3, and IIB-4 address the tests orfSolanaceae spp., phenotypes statistically differed into dif-
question of host adaptation mechanisms which may have undderent pathogenicity clusters. Since their first introduction
gone a similar bottleneck evolution. On the other hand, from adecades ago in Europe, brown rot strains may have undergone
epidemiological point of view and as regards actual culturaenomic adaptation in local populations and were selected
practice, 1IB-1 brown rot strains that adapted to host croppedccording to their fitness.

under a highland cold environment have almost no chance to meetn our study, 101 of 106 strains originating or being intercepted
with extensive tropical lowland crops, such as banana. In othém EuMr clustered into the brown rot phylotype 1I1B-1. Within the
words, a major finding of this work was to improve our under-phylotype 11B-4NPB, we identified strain LNPV24.25 isolated in
standing of the phenotype & solanacearum strains that are 2001 from a wilted tomato produced in a greenhouse in the
genetically and phylogenetically well characterized. A bettesoutheast of France (Laboratoire National de la Protection des
understanding of pathogenicity traits, differentiating a nonhos¥égétaux, Angerspersonal communication), which indicates, to
versus susceptible or asymptomatic host, provides a relevaatr knowledge, the first report of phylotype 1IB-4NPB strain in

TABLE 5. Pathogenicity to tomato, eggplant and banana of exotic straRastdnia solanacearum grown under tropical hot 24/30°C (night/day) temperatures in
security level NS3-Rotoplén

L390 Hawaii7996 MM960° Banand
Strain Origin,host Phylotype w Cl w Cl w Cl Cluster w Cl
GMI1000 French Guiana, tomato 1-18 7 (10) 70 1(0) 10 0(0) 0 B 0 0
GMI8044 Grenada, banana 11A-6 0 (0) 0 0 (0) 0 0 (0) 0 C 0 80
RUN394 Grenada, banana Bluggoe I1A-6 6 (6) 920 04 50 0(0) 20 B 5 100
uUwis1 Venezuela, banana plantain  11A-6 0 (0) 0 0(0) 0 0 (0) 0 C 0 100
CFBP2957  Martinique, tomato IIA-36 6 (9) 80 0(2) 20 4 (0) 60 B 0 100
CMR34 Cameroon, tomato 1IB-1 10 (8) 100 5(7) 80 0(0) 60 A 0 80
LNPV28.23  Reunion, potato 11B-1 10 (10) 100 3(8) 70 9(5) 100 A 0 80
Uw551 KenyapPelargonium sp. 1IB-1 10 (10) 100 0(1) 40 4 (1) 100 A 0 100
CFBP1410 Colombia, banana plantain  11B-2 0 (0) 30 0 (0) 20 0 (0) 50 B 0 100
CFBP3879  Colombia, potato 11B-2 0(0) 10 0(0) 0 0(0) 0 C 0 80
CFBP4611  Colombia, potato 11B-2 0(0) 10 0(0) 0 0(0) 0 C 0 80
CFBP1416  Costa Rica, banana plantain 11B-3 0 (0) 60 0 (0) 20 0 (0) 0 B 0 100
CIP417 Philippines, banana 11B-3 5(3) 80 0(0) 0 0(0) 10 B 3 100
CIP418 Indonesia, peanut 11B-3 2(9) 30 0 (0) 10 0(0) 0 C 5 100
Molk2 Philippines Musa sp. 1IB-3 6 (8) 90 0(0) 0 0 (0) 10 B 5 100
uw28 Cyprus, potato 1IB-3 0(0) 0 0(0) 0 0(0) 0 C 0 0
uwo9 CostaRica, Heliconia sp. 11B-3 0(3) 50 0 (0) 10 0 (0) 10 B 0 100
Uw160 Peru, banana plantain 1IB-4 9 (10) 90 4 (3) 60 0(0) 0 B 3 100
UwW163 Peru, banana plantain 1IB-4 9(9) 90 4(1) 60 0(0) 10 B 5 100
CIP10 Peru, potato 11B-25 2(2) 40 0(0) 0 0(0) 0 Cc 0 0
IBSBF2001 Brazil, tomato 11B-25 7(9) 80 0(5) 30 0(3) 0 B 0 0
CIP240 Brazil, potato 11B-26 5(7) 60 0 (0) 40 0 (0) 40 B 0 0
IBSBF1712  BrazilPelargonium sp. 11B-27 10 (4) 100 0(0) 20 0(0) 0 B 0 100
NCPPB3987 Brazil, potato 11B-28 3(3) 60 0(0) 0 0 (0) 10 B 0 0
CFBP7014  Trinidad, anthurium 11B-51 6 (5) 100 1(0) 20 0(0) 40 B 0 0
CFBP6783  Martiniquekieliconia sp. IIB-4NPB 10 (10) 100 6 (7) 70 7(7) 80 A 0 0
IBSBF1503  Brazil, cucumber IIB-4NPB 10 (10) 100 8(8) 90 7 (6) 80 A 0 0
LNPV24.25 France, tomato IIB-4NPB 10 (9) 100 5(9) 50 2(2) 20 B 0 0
R229 Indonesia, banana IV-10 0(0) 0 0(0) 0 0(0) 0 C 5 100

a Colonization index (Cl) Nwp + (Ns x Rg), whereNyp = percentage of wilted plantbls = percentage of symptomless plants, &d- percentage of those
asymptomatic plants sampled from whiRhsolanacearum was recovered.

b Number of wilted plants (w) out of 10 plants. Numbers in p&iesgs were scores obtained in an additional experiment (repliaighhout investigating laten
infection (no plant wilted but successful recoveryRoolanacearum on at least one plant).
¢ Cluster= phenotypic groups based on the Cl and obtained by a fuzzy analysis clustering. Rand index validated threk, Gusted€. A Rand index close to

1 validates the smallest clustering (2 vs: 8.186; 2 vs. 4 0.413; 3 vs. & 0.559).
d Number of wilted plants (w) out of five plants.
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France; however, the infection was contained and no outbreak hiiisa spp. may have been lost or never acquired (41). In addition
been surveyed during the past decade. These strains assignedotaNPV24.25 (IIB-4NPB), four others strains from EuMr did not
phylotype [IB-4NPB, reported as emergent in Martinique bycluster into phylotype 1IB-1: (i) potato strain UW28 (Cyprus)
Wicker et al. in the French West Indies (40), are phylogeneticallglustered into the Moko disease-causing phylotype 11B-3, equiva-
undistinguishable from the Moko disease-causing phylotype IIB-4ent to the multilocus genotype group 24 (MLG24), reported by
strains by partiaggl gene analyses. Phylotypes 11B-4NPB strainsCook and Sequeira (7); (ii) tomato strain CFBP4822 (Finland)
were highly virulent and aggressive and overcame resistance cfustered into the American phylotype 1IB-7; (iii) potato strain
Solanaceae spp. They were statistically clustered in the samé”D1100 (Finland) clustered into the phylotype IIA-35; and (iv)
pathogenicity goup as the brown rot phylotype 1IB-1 strains and potato strain UQRS607 (Iran) that was previously reported as
were not pathogenic to banana. The origin of this emerging pathphylotype 11B-25 (26). These strains showed that, despite the
gen remains unsolved and its pathogenicity toward cultivatedreat proportion of brown rot phylotype 1IB-1 strains in EuMr
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TABLE 6. Summary of the tempera@irelated virulence on potatof o 5.

phylogenetic groups dRalstonia solanacearun?

Phylogenetic groups Hot Cold 6
| + —
A + -
1A Moko + nd 7
11B-1 Brown rot + +
1IB Moko + nd
i + -
|V + — 8
IV (BDB) - nd
IV (RSY) - - 9.

2 Virulence observed on potato at tropical hot (24 and 30°C, night and day,
respectively) and temperate cold (15 and 24°C, night and day, respectively)
temperaturesy = most of the strains tested50%) are virulent; — = all 10,
strains tested are not virulent;= some of the strains tested are virulent;
nd = not done.

b BDB = blood disease bacterium and RSRatstonia syzygii.

11.

territory, other phylotypes may represent a potential threat to

Solanaceae production. We also detected brown rot phylotypei2.
IIB-1 strains isolated from Anthurium and potato in Guadeloupe

(French West Indies): LNPV27.43 and CFBP3880. respectively.

Because R3bv2 was not reported from Guadeloupe (30), th'ﬁ
suggests that these strains may be recently introduced.

In addition to deciphering pathogenicity traits, we described a4
set of three genetic resources that are useful in identifying patho-
genicity clusters withinR. solanacearum strains; namely, BW-  15.
susceptible tomato line L390, moderately resistant eggplant
MM960, and highly resistant tomato Hawaii7996. Considering
these three hosts, results showed that IIB-1 strains distributed injg.
statistical clusters that gathered highly pathogenic and pathogenic
phenotypes of strains according to their virulence and aggressive-
ness. This confirms and extends a previous report showing that no
immunity or complete resistance was observed in any accessioh$
in the Lycopersicon genus and relatives, facing 11B-1 strain JT516 14
(6).

These findings revealed that phylotype Il strains share more
virulence traits than expected from the literature, which is of
major concern for investigating bacterial factors that control host®-
or nonhost specificity, especially through post-genomic analysigO
of theR. solanacearum species complex.
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Conclusions partielles

Cette étude a porté sur la caractérisation approfondie d’une sélection de 129 souches
provenant de collections de R. solanacearum représentatives soit des foyers de flétrissement
bactérien en régions européennes et méditerranéennes, soit de souches interceptées a
I’entrée de la Zone Euro. Nous en avons fait une analyse comparative en y associant 57
souches de références internationales, afin d’en décrire la diversité génétique et d’assigner
aux souches leur groupe phylogénétique en espérant associer ces groupes a la description

de différents pathotypes insoupgonnés.

Dans un premier temps, |'arbre phylogénétique obtenu a partir du séquencage partiel du
géne de I'endoglucanase (egl) a confirmé le caractére clonal des souches de I'écotype Brown
rot de phylotype lIB-1. Ces souches regroupent aussi 101 des 106 souches d’origine
européenne ou méditerranéenne ; les 5 souches qui n’entrent pas dans ce cluster sont:
CFBP4822 (lIA-7) isolée de la tomate en Finlande ; PD1100 (IIA-35) isolée de la pomme de
terre d’Egypte ; UW28 (II1B-3) isolée de pomme de terre de Chypre ; UQRS607 (lIB-25) isolée
de pomme de terre d’lran; et LNPV24.25 (IIB-4NPB) isolée de la tomate sous serre en

France.

Les résultats de pathogénie montrent que des souches distribuées dans les quatre
phylotypes sont capables de flétrir la pomme de terre et qu’il existe une différence
significative de I'agressivité et de la virulence sur ce méme hote des souches appartenant au
sequevar IIB-1 (Brown rot). Les résultats publiés montrent aussi clairement la capacité
insoupgconnée des souches pathogenes du bananier (écotype Moko) assignées dans les
phylotypes IIA-6, 11B-3 et 1IB-4, a flétrir la pomme de terre ainsi que les ressources
génétiques sensibles en tomate. En complément ces souches peuvent établir des infections
latentes dans les ressources génétiques résistantes en tomate et aubergine. Inversement, les
données expérimentales montrent que I'écotype Brown rot dans le phylotype lIB-1 a

conservé la capacité d’induire des infections latentes chez le bananier.

La distribution de souches qui flétrissent la pomme de terre dans les quatre phylotypes du
complexe d’especes R. solanacearum implique une large base génétique pour le pouvoir
pathogéne sur cet hote. Néanmoins, les souches retrouvées en Europe et dans le bassin
méditerranéen sont majoritairement associées au cluster 1IB-1 et dans notre étude, seules
cing souches de collection se distinguent de ce cluster dont deux ont attiré notre attention :
UW28, souche isolée de pomme de terre, appartenant a un groupe de souche censé
n’héberger que des souches banane, dites Moko IIB-3; la souche LNPV24.25 isolée de

tomate en France appartient au sequevar IIB-4NPB. Ainsi, le nouvel outil de classification a
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permis de détecter LNPV24.25 qui est originale, car elle appartient au cluster de souches
émergentes. Ce groupe de souches a été décrit précédemment en Martinique et il est
hautement agressif sur Solanaceae, mais pas sur bananier (non pathogene du bananier). Il
s'agit la de la premiére description d’une souche relative au groupe émergent des
sequevars 4NPB sur le territoire métropolitain. De la méme maniere UW28 bien qu’isolée
d’une Solanée appartient a un groupe inattendu, car censé n’accueillir que des souches
inféodées a la banane (écotype Moko 1lIA-6). Cependant, la possibilité des souches de
I’écotype Moko a flétrir les Solanaceae explique que I'on a pu isoler une de ces souches sur

Solanaceae (alors qu’une erreur d’étiquetage avait été avancée).

Comme il est discuté dans I’article, toutes les conditions d’expérimentations étaient réunies
pour la meilleure expression du pouvoir pathogene des souches (températures tropicales,
humidité saturante, inoculum fortement dosé, blessures du systéme racinaire) ; cependant,
malgré ces conditions expérimentales assumées, certaines souches dans ces écotypes n’ont
pas donné lieu a des flétrissements ni a des infections latentes sur Solanaceae alors que
dans le méme temps leur pouvoir pathogéne était bien vérifié sur le bananier. Par ailleurs, la
souche provoquant la maladie du sang du bananier (BDB) n’a produit un flétrissement que

sur le bananier.

Ceci pose néanmoins la question de |'adaptation des souches a I’héte puisque certaines
d’entre elles nont montré aucune virulence sur Solanaceae ou sur Musaceae, malgré un
phénotype muqueux, suggérant la perte de déterminants majeurs dans les mécanismes
gouvernant le pouvoir pathogéne sur une gamme d’hoétes large ou restreinte. Il est aussi
envisageable que les souches des autres clusters proches de I'écotype Moko aient perdu la
capacité a flétrir la banane ou que des remaniements du génome aient opéré entre les
phylotypes IIA et 1IB, conférant a une souche non pathogene de la banane, le pouvoir
pathogeéne sur cet hote. Néanmoins, la capacité des souches Brown rot a provoquer des
infections latentes sur bananier montre la conservation de mécanismes d’infections

primaires requis pour I'expression du pouvoir pathogene.

Du point de vue de la phylogénie, Fegan et Prior (2005) avaient évoqué la possibilité que les
positions relatives des souches des phylotypes IIB-1, 1IB-3, et 1IB-4 - trés proches tout en
étant phénotypiquement trés éloignées — pouvait étre expliqué par un phénomene de cul-
de-sac évolutif sous la contrainte d’'un hoéte unique. Or, la description originale de ces
véritables passerelles phénotypiques entre ces souches capables d’envahir les tissus des
Musaceae/Solanaceae, doit nous permettre de s’interroger sur la nature des mécanismes
évolutifs impliqués. Méme si, d’'un point de vu basé sur I'épidémiologie et les pratiques
culturales, les souches [IB-1 géolocalisées sur les hauts plateaux n’ont gu’une infime

probabilité de concerner une culture extensive tropicale telle que le bananier — et
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inversement — certaines de ces souches ont bien conservé le potentiel d’infecter chacun de

ces hotes particuliers et on été isolées sur un hote inattendu (UW28).

Dans ce travail, il apparait donc pour I'essentiel qu’aucun groupe phylogénétique, voire
aucun écotype dont on sait que la base génétique est étroite, ne pouvait étre
rigoureusement corrélé a des traits particuliers du pouvoir pathogéne, principalement
I’adaptation a un héte particulier. L’exception est sans doute les souches R. syzygii et I'agent
du BDB qui sont totalement inféodés a leur héte. Ceci suggere trés fortement un mécanisme
de spéciation gouverné par des cycles d’apparition et de sélection purificatrice de complexes
clonaux qui devraient émerger au sein méme des différents écotypes, a la faveur
d’alternance d’efficacité des différents mécanismes de mutations/recombinaisons qui
pourraient s’exercer sur le génome selon des contraintes qui nous échappent encore

largement.

Une conclusion décisive de ce travail a été d’améliorer les connaissances des souches de
R. solanacearum en tant qu’espéce biologique et non plus uniguement au plan de la
diversité génétique, en consentant un effort important a revisiter le pathotype de
nombreuses souches censées étre bien connues. Ces connaissances orientent vers une
meilleure appréhension des mécanismes sous-jacents de la spécialisation d’h6te et placées
en relation avec notre approche génomique, doivent permettre d’optimiser I'analyse des

données de caractérisation postgénomique de I'agent pathogene R. solanacearum.
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Les premiers travaux de génomique sur le pathosystéeme R. solanacearum /tomate ont
porté sur la souche GMI1000 qui a été choisie comme souche modele (Salanoubat, Genin, et
al., 2002). GMI1000 appartient au phylotype I-18 et se caractérise comme une souche
polyphage a large spectre d’hotes. Par la suite (2003-2005), trois autres souches ont été
choisies pour couvrir une gamme d’hotes plus restreinte : IPO1609 et UW551 pour le
pathosystéme R. solanacearum 1IB-1 / pomme de terre (Gabriel, Allen, et al., 2006; Guidot,
Elbaz, et al., 2009), souches isolées respectivement des Pays-Bas et du Kenya et Molk2,
souche isolée en Indonésie pour le pathosysteme R. solanacearum |1B-3 / bananier (Guidot,
Elbaz, et al., 2009).

Ces génomes mosaiques ont révélé une exceptionnelle diversité de structure et de contenu
génétique, notamment acquise par de récents transferts horizontaux de génes. Un grand
nombre de génes clés du pouvoir pathogéne ont été identifiés ou vérifiés, comme la région
Hrp et de nombreux effecteurs. Cependant, leurs mécanismes ne sont pas entierement
caractérisés et de nombreuses études sont encore nécessaires chez R. solanacearum pour
comprendre le lien entre les phénotypes observés pour les écotypes identifiés et la
machinerie génomique comprenant le contenu en genes et leur régulation. Pour cela, la
stratégie que nous avons envisagée consiste a travailler directement sur le contenu en génes
de R. solanacearum. Le point clef est que cet organisme est un agent pathogene ancestral et
extrémement diversifié, ce qui en fait un modele de choix pour approcher les mécanismes
moteurs d’évolution et de spéciation bactérienne. Des données de séquences

complémentaires ont donc été recherchées afin :

(i) De tester et identifier certains bouleversements génomiques (Coupat,
Chaumeille-Dole, et al., 2008; Eisen, 2000; Metzgar & Wills, 2000) ;

(ii) De quantifier la fraction dite optionnelle du génome (mobilome) (Siefert, 2009),
susceptible de subir des transferts au sein du complexe d’espéces voire au sein de
la communauté bactérienne ;

(iii) D’explorer la réorganisation éventuelle du génome dans une perspective de

spéciation parasitaire (Preston, Haubold, et al., 1998; Toft & Andersson, 2010).
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L’acces aux données de génomiques les plus complétes possible chez R. solanacearum est
envisagé en obtenant les séquences génomiques de nouvelles souches, en privilégiant celles
qui couvriront au mieux les différentes branches des arbres phylogénétiques préétablis.
Dans notre approche, la voie de la génomique a été construite autour du concept du
pangénome, rassemblant I'ensemble des genes d’une espéce. Dans le cadre de ma these, les
données expérimentales obtenues seront valorisées par la mise au point d’'un outil

moléculaire a haut débit pour explorer le vivant : la puce a ADN.

Mes travaux précédents ont appuyé le choix des souches candidates au séquencage de
nouveaux génomes complets, en complétant les travaux de Guidot et coll. (2007) ainsi que
ceux de P. Prior sur I'’egl (communication personnelle). Le séquencage a été pris en charge
par le Génoscope (plateforme de génomique du CEA) dans le cadre d’un projet collaboratif.
Pour aborder cette partie importante des travaux de thése qui m’ont été confiés et acquérir
les compétences d’annotateur expert, j’ai participé a la formation dispensée aux chercheurs
bactériologistes du Cirad-Réunion par I'équipe bio-informatique (LabGeM) de la plateforme
MaGe (MicroScope, Microbial Genome Annotation Plateform) du Génoscope (Evry). Trois
génomes ont été annotés en un temps record (11 mois) et ma contribution se situe en
amont du séquencage, en prenant part au choix des souches, mais surtout lors de
I'annotation des séquences et en prenant une part active aux discussions. Ce travail
d’annotation était particulierement important pour le déroulement de mes travaux de
recherche sur le plan des enjeux a relever en matiere d’exploration des différents génotypes

et écotypes de R. solanacearum.
Ces travaux ont fait I'objet d’une publication dans la revue internationale BMC Genomics.

Remenant, B., Coupat-Goutaland, B., Guidot, A., Cellier, G., Wicker, E., Allen, C., Fegan, M.,
Pruvost, O., Elbaz, M., Calteau, A., Salvignol, G., Mornico, D., Mangenot, S., Barbe, V.,
Médigue, C., Prior, P. (2010). Genomes of three tomato pathogens within the
Ralstonia solanacearum species complex reveal significant evolutionary divergence. BMC
Genomics, 11, 379.
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Abstract

Background: The Ralstonia solanacearum species complex includes thousands of strains pathogenic to an unusually
wide range of plant species. These globally dispersed and heterogeneous strains cause bacterial wilt diseases, which
have major socio-economic impacts. Pathogenicity is an ancestral trait in R. solanacearum and strains with high genetic
variation can be subdivided into four phylotypes, correlating to isolates from Asia (phylotype I), the Americas
(phylotype IIA and 1IB), Africa (phylotype Ill) and Indonesia (phylotype IV). Comparison of genome sequences strains
representative of this phylogenetic diversity can help determine which traits allow this bacterium to be such a
pathogen of so many different plant species and how the bacteria survive in many different habitats.

Results: The genomes of three tomato bacterial wilt pathogens, CFBP2957 (phy. IlA), CMR15 (phy. Ill) and PSI07 (phy. IV)
were sequenced and manually annotated. These genomes were compared with those of three previously sequenced
R. solanacearum strains: GMI1000 (tomato, phy. 1), IPO1609 (potato, phy. IIB), and Molk2 (banana, phy. IIB). The major
genomic features (size, G+C content, number of genes) were conserved across all of the six sequenced strains. Despite
relatively high genetic distances (calculated from average nucleotide identity) and many genomic rearrangements,
more than 60% of the genes of the megaplasmid and 70% of those on the chromosome are syntenic. The three new
genomic sequences revealed the presence of several previously unknown traits, probably acquired by horizontal
transfers, within the genomes of R. solanacearum, including a type IV secretion system, a rhi-type anti-mitotic toxin and
two small plasmids. Genes involved in virulence appear to be evolving at a faster rate than the genome as a whole.

Conclusions: Comparative analysis of genome sequences and gene content confirmed the differentiation of R.
solanacearum species complex strains into four phylotypes. Genetic distances between strains, in conjunction with
CGH analysis of a larger set of strains, revealed differences great enough to consider reclassification of the R.
solanacearum species complex into three species. The data are still too fragmentary to link genomic classification and
phenotypes, but these new genome sequences identify a pan-genome more representative of the diversity in the R.
solanancearum species complex.

Background

The rapidly accumulating complete genomes in databases
provide unique opportunities to study relationships
among organisms. Since DNA sequences are conserved
between closely related organisms, comparative genomic

* Correspondence: philippe.prior@cirad.fr

9 INRA-CIRAD, UMR Peuplements Végétaux et Bioagresseurs en Milieu Tropical,
Saint Pierre F-97410, La Réunion, France

T Contributed equally

Full list of author information is available at the end of the article

analyses are a powerful tool for understanding the com-
plex evolutionary events in specific phylogenetic lineages.

R. solanacearum, formerly known as Pseudomonas
solanacearum and Burkholderia solanacearum, is the
causal agent of bacterial wilt [1]. This soil-borne vascular
pathogen is widely distributed in tropical and subtropical
climates and affects an unusually broad range of crops,
including both monocot and dicot plants [2-4]. Many
affected hosts are critical for developing countries

© 2010 Remenant et al; licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative Com-

() BioMed Central mons Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/2.0), which permits unrestricted use, distribution, and reproduc-
tion in any medium, provided the original work is properly cited.
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because of their strategic importance as cash crops or as
subsistence foods like potato (Solanum tuberosumy),
tomato (S. lycopersicum), eggplant (S. melongena), cook-
ing banana (Musa spp.) and peanut (Arachis hypogea). In
the 1990s, potato brown rot strains of R. solanacearum
historically known as race 3/biovar 2 (r3b2) were intro-
duced in Europe and North America [5,6]. Due to their
adaptation to tropical highland climates, these strains,
which are more virulent at cool temperatures (~20°C)
than tropical strains [7], may pose major threats in tem-
perate zones. Therefore, R. solanacearum was listed as a
quarantine organism in Europe and Canada and as a Biot-
errorism Select Agent in the U.S. [8].

R. solanacearum and the closely related species R. syzy-
gii (a pathogen of clove in Indonesia) and the banana
blood disease bacterium (BDB) form a complex in the R.
picketii lineage [9-12]. This species complex includes
thousands of genetically distinct strains that can differ
from each other by more than 30%, and thus do not
belong in the same species by conventional definition
[13]. This species complex includes strains with broad
and narrow host ranges, which are ecologically different
as well: potato strains are cold-tolerant and banana
strains are insect-transmitted, and with different geo-
graphic origins. Because R. solanacearum strains have
been isolated from virgin jungle soils in both Asia and the
Americas, the origin of the species complex is believed to
predate the geological separation of the continents [14].
Based on analyses of the 16S-23S internal transcribed
spacer (ITS) region, egl and hrpB genes and on compara-
tive genomic hybridization (CGH), the R. solanacearum
species complex is hierarchically classified in four phylo-
genetic groups called phylotypes, which reflect their ori-
gins as follows: Asia (phylotype I), the Americas
(phylotype II), Africa (phylotype III) or Indonesia (phylo-
type IV, which includes R. syzygii and BDB) [15,16]. Each
phylotype can be further subdivided into sequevars, or
sequence variants, which may contain isolates with simi-
lar virulence patterns or common geographic origin [12].

Despite their considerable phylogenetic diversity, R.
solanacearum strains are unified by their common
pathology. All cause bacterial wilt disease, which is char-
acterized by bacterial colonization of the plant xylem ves-
sels to very high cell densities (10% - 101° CFU/ml xylem
fluid), vascular browning, stunting, wilting, and often
rapid death [3]. The bacterium is transmitted by soil, sur-
face water, and infected propagation materials like potato
tubers or ornamental cuttings. It most commonly infects
plants through the roots, but some strains are insect-
transmitted [17]. Bacterial wilt is difficult to control
because the bacterium survives for years in infested soils
and weed hosts. Breeding for host resistance, the best
management strategy is complicated by the pathogen's
high genetic diversity. For example, tomatoes resistant to
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R. solanacearum strains in one region are often suscepti-
ble to those in another [18].

Genome sequences of R. solanacearum strains can
answer historic questions about what traits allow this
bacterium to be such an aggressive and lethal pathogen of
so many different plants, and to survive in such different
habitats as soil, water, non-host plant rhizospheres and
host xylem vessels. The bi-partite genome of R. solan-
acearum strain GMI1000 (phylotype I, sequevar 18) was
sequenced and analyzed [19,20] . The genome has two
replicons, called the chromosome and the megaplasmid,
with a mosaic structure that implies many rearrange-
ments and horizontal gene transfers. Several factors have
been shown to contribute to bacterial wilt virulence,
especially the type III secretion system (TTSS) and asso-
ciated effectors [21], and production of extracellular poly-
saccharides and enzymes [22]. The GMI1000 genome
encodes more than a hundred TTSS effectors or putative
effectors [23]. Draft genomes are available for two addi-
tional R. solanacearum strains: IPO1609/UW551, which
cause potato brown rot disease in cool-temperate cli-
mates and Molk2, which causes Moko disease of banana
and plantain [24,25]. These respectively belong to phylo-
type IIB sequevar 1 (IIB-1) and sequevar 3 (IIB-3).

To better understand how this highly diverse and scat-
tered species complex has evolved and diverged without
losing its fundamental pathological qualities, we
sequenced the genomes of three additional broad host
range strains from other phylotypes, namely: American
strain CFBP2957 (IIA-36), African strain CMR15 (III-29)
and Indonesian strain PSI07 (IV-10). All were originally
isolated from tomato. Their complete genomes were
manually annotated and analyzed with the aim of investi-
gating the conserved, variable, and specific gene reper-
toires of these strains and the three previously sequenced
ones, with a special emphasis on genes involved in viru-
lence and pathogenicity. In addition, the genomes of 51 R.
solanacearum strains (including the six sequenced
strains) were compared by CGH on a pan-genomic
microarray. These comparative genomic approaches pro-
duced new insights into the evolution and taxonomy of
the R. solanacearum species complex.

Results and Discussion

It has long been known that R. solanacearum is a highly
heterogeneous group of strains and thus no one genome
sequence could represent the entire species complex. Ini-
tial genomic studies revealed that R. solanacearum
strains have a substantial backbone of common house-
keeping and virulence functions, but also carry a diver-
gent set of genomic modules that likely confer distinct
ecological phenotypes and host specificity [19,24]. Com-
paring multiple bacterial genomes distributed around the
phylogenetic tree was therefore essential to understand
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the evolutionary driving forces and mechanisms that
have produced such a phenotypically and genotypically
diverse group. Four existing genome sequences repre-
sented phylotype I (tomato isolate GMI1000) and phylo-
type II (IPO1609/UW551 and Molk2, from potato and
banana, respectively) [19,24,25]. The phylotype-sequevar
subclassification system provided rational criteria for
choosing more strains to sequence to cover significant
additional diversity in the species complex. We therefore
sequenced genomes of strains that cause bacterial wilt of
tomato from Indonesia (PSI07, phylotype IV), Cameroon
(CMR15, phylotype III), and the French West Indies
(CFPPB2957, phylotype II).

Overview of genomes of CFBP2957, CMR15 and PSI07

The two-replicon (chromosome and megaplasmid)
genome architecture of these three tomato strains was
identical to that found in the three previously sequenced
strains. As in the GMI1000 genome [20], most -but not
all- housekeeping genes were carried on the chromo-
some. However, the capture or creation of the megaplas-
mid by Ralstonia spp. appears to be an ancient event,
since all strains in the R. pickettii lineage studied to date
have two replicons (Lucas et al, unpublished). Moreover,
CGH microarray analyses by Guidot et al. [16] estab-
lished that both replicons have a long history of coevolu-
tion within the R. solanacearum species complex.

The sizes of the chromosomes and megaplasmids, and
therefore the entire genome, are similar in all strains The
average genome size for the sequenced R. solanacearum
strains was approximately 5.7 Mb including the chromo-
some (3.6 Mb) and the megaplasmid (2.1 Mb) (Table 1).
Additional data on genome characteristics are provided
in supplemental material [Additional file 1]. R. solan-
acearum strains CFBP2957, CMR15 and PSI07 had
genome lengths of 5,683,402 bp, 5,606,288 bp and
5,593,041 bp, respectively, with a common average G+C
content of 66.7% in both replicons. With an average pro-
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tein coding density of 86.8%, chromosomes contained
about 3500 predicted coding sequences (CDS), and
megaplasmids contained about 1800. Only one rRNA
operon was detected in each R. solanacearum genome,
except in strains GMI1000 and CMR15, which had 4 and
3 rRNA operons, respectively. Additional ribosomal
operons can permit faster adaptation to new environ-
mental conditions by increasing protein synthesis capac-
ity [26]. In CMRI15, two rRNA operons were on the
chromosome and one on the megaplasmid; GMI1000 has
three on the chromosome and one on the megaplasmid.
The three CMR15 rRNA operons were 99.5% identical at
the nucleotide level. Fifty-nine, 49 and 56 tRNA genes
were identified in strains CFBP2957, CMR15 and PSI07,
respectively.

Automatic re-annotation of the R. solanacearum
sequences in the public domain identified 517 additional
coding sequences (CDS) in GMI1000 (263 on the chro-
mosome and 254 on the megaplasmid [Additional file 2]).
These newly identified genes, encoding mostly proteins
of unknown function, were encoded 'RALSO' to distin-
guish them from previously-annotated CDS ('RSc' and
'RSp).

The R. solanacearum pan-genome

The new genome sequences from strains CMRI15,
CFBP2957 and PSI07 were combined with existing
sequences from strains GMI1000, IPO1609, and Molk2 to
identify a total of 9093 unigenes which constitute the
known pan-genome of R. solanacearum: that is, the set of
all genes present in a group of organisms. The pan-
genome is composed of the core-genome (genes present
in all strains), the dispensable genome (genes present in
some strains, but not all) and the specific genome (unique
genes present in only one strain) [27]. As reported in fig-
ure 1, among these 9093 genes, 2543 were highly con-
served (bidirectional best hit (BBH)) in the six genomes
and constituted the R. solanacearum core-genome, which

Table 1: General features of genomes of R. solanacearum strains CFBP2957, CMR15, PS107, GMI1000, IPO1609 and Molk2

Phyl.  Geo.Ori. length GC% #CDS rRNA op tRNA Ref. strain Ref. genome.
CFBP2957 A French West Indies 5,683,402 66.9% 5310 1 56 [55] This study
CMR15 LI} Cameroon 5,593,041 66.9% 5149 3 59 [56] This study
PSI07 \% Indonesia 5,606,288 66.3% 5247 1 49 [12] This study
GMI100 | French Guyane 5,810,922 67.0% 5635 4 57 [76] [19]
IPO1609 1IB Nederland 5,523,292 66.7% 5203 1 Na [771 [24]
Molk2 1IB Indonesia 5,862,101 66.7% 5438 1 Na [24] [24]
Mean 5,679,841 66.7% 5330 1.7 47.3

Data for chromosomes and megaplasmids are combined. For more details, see Table S1. (Phyl. = phylotype, Geo. Ori = geographical origin, #CDS
= number of coding sequences, rRNA op = number of rRNA operons, tRNA = number of tRNA, Na = Not available.)
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Figure 1 Number of genes in the R. solanacearum pan-genome.

thus makes up 28% of the pan-genome. Ninety-three per-
cent of the core genome CDS were located on the chro-
mosome. The dispensable genome contained 3538 genes
(39% of the pan-genome). This is in general agreement
with a previous conserved genome estimate of 2690 genes
that was based on CGH analyses of 18 strains [16]. The
overestimate by the CGH approach is probably due to
nonspecific hybridizations and lower technical precision
of hybridization compared to sequencing. The number of
strain-specific genes was variable, ranging from 391 for
Molk2 to 640 for GMI1000 (figure 1). For these six R.
solanacearum strains, a total of 3012 genes were identi-
fied as strain-specific genes, which represents a third of
the current pan-genome. Depending on the strain, the
number of proteins of unknown function (or conserved
proteins of unknown function) encoded by the strain-
specific genes ranged from 73 to 84% in. These genes
likely hold many clues to the traits and mechanisms
underlying the biological diversity of the R. solanacearum
species complex, but because so few of these CDS can be
functionally annotated, gene by gene mutagenesis and
phenotype analysis will be needed to determine their
roles.

Genome plasticity and genomic islands

Working from the GMI1000 genome, we identified syn-
tenic CDS in all six R. solanacearum genomes and also in
some bacterial species most closely related to the R. pick-
etii lineage (figure 2A). The six R. solanacearum genomes
were highly syntenic: 55 to 65% of the CDS on the mega-
plasmid and 70 to 80% of the CDS on the chromosome
were in synteny. This percentage decreased to below 55%
on the chromosome and 20% on the megaplasmid in
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other closely related species, except for R. picketii, where
68 and 40% of CDS, on the chromosome and the mega-
plasmid respectively, were in synteny with GMI1000. R.
pickettii is closely related to, but not a member of the R.
solanacearum species complex; both belong to the R.
pickettii lineage (as distinct from the R. eutropha lineage)
[9]. Cupriavidus spp. and R. eutropha are the closest rela-
tives to the R. pickettii lineage, but in these genomes the
number of CDS in synteny with GMI1000 was dramati-
cally lower on both replicons. Further, the size of syntenic
regions was greater within the R. solanacearum species
complex; an average of 11 to 16 CDS per synton was
observed on chromosomes of these strains (figure 2B,
black bar). The exception was the African strain, CMR15,
where we found an average of 25 CDS per synton with
GMI1000. For the other related species, the mean num-
ber of CDS in one synton was fewer than 8. For all com-
parisons, we found that the megaplasmids always
contained fewer CDS in synteny than the chromosomes.
Multiple alignments of R. solanacearum genomes
revealed that many genomic rearrangements occurred in
the history of these organisms, including intra- and inter-
replicon rearrangements (figure 3).

R. solanacearum is naturally competent for DNA trans-
formation [28-30] which allows cells to acquire foreign
genetic material directly from their environment. Naka-
mura et al [31] estimated that nearly 16% of GMI1000
genes were horizontally transferred. Genomic islands are
parts of genomes that display evidence of horizontal
acquisition. They have a minimal length of 5 kb and con-
tain CDSs with no BBH and no synteny with genomes of
compared organisms. Table S3 [Additional file 3] pro-
vides a complete list of the numerous genomic islands
detected in CFBP2957, CMR15 and PSI07, and a sche-
matic representation of genomic island locations is given
in figure 4. The density of genomic islands was two-fold
greater on megaplasmids than on chromosome. Many of
these genomic islands were IS or phage sequences con-
taining almost exclusively proteins of unknown function.
However, some genomic islands carried type III effectors
(or putative effectors), including, in CMR15: GALAS, an
unknown effector, similar to other GALA effectors (GR1
on the chromosome); popP2 (GR11 on the chromosome);
as well as putative effectors (GR29 or GR32 on the mega-
plasmid). Two supplementary rRNA operons (GR12-
chromosme and GR2-megaplasmid) and nosZRDFYL, an
operon involved in the anaerobic denitrification pathway
(GR12-megaplasmid) were also located on genomic
islands in CMR15. In PSI07, three putative type III effec-
tors were detected on chromosomal genomic islands
(GR12 and GR31) and one on the megaplasmid (GR38).
In CFBP2957, only two putative effectors were detected
in genomic islands (GR4-chromosome and GR3-mega-
plasmid). These results are still too fragmentary to deter-
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Figure 2 Synteny in the R. solanacearum species complex. Figure 2A shows the percentage of CDS in synteny in each strain compared with strain
GMI1000. Figure 2B shows the mean number of CDS in 1 synton compared with GMI1000. Results for chromosome and megaplasmids are depicted

in black and grey, respectively.
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Figure 3 Multiple genome alignment for strains GMI1000, CMR15, PSI07 and CFBP2957. Fine colored lines represent rearrangements or inver-
sions relative to the GMI1000 genome. Chromosomes are separated from megaplasmids by the thick red line.

mine any relationship between host ranges and the
presence or absence of repertoires of specific effectors.
However, acquisition of new effectors could theoretically
contribute to rapid adaptability and diversification, espe-
cially in virulence and aggressiveness, as well as to sapro-
phytic fitness.

Interestingly, the megaplasmids of CFBP2957 and
PSI0O7 also harbor a genomic island containing the rhi
operon. This operon was composed of 9 genes: rhiB
(20274 pb), rhiC (97185 pb), rhil (867 pb), rhiD (12468
pb), rhiH (1458 pb), rhiE (12657 pb), rhiF (7824 pb), rhiA
(7158 pb) and rhiG (1983 pb). The rhi genes were previ-
ously unknown in Ralstonia strains, but are present in
Pseudomonas fluorescens [32] and in Burkholderia
rhizoxinica where they encode a non-ribosomal peptide
synthase (NRPS) that synthesizes the antimitotic toxin
rhizoxin [33]. Although this operon spans more than 80
kb, it could have been horizontally acquired since R.
solanacearum can exchange and integrate DNA frag-
ments of 30 to 90 kb by natural transformation [29]. The
insertion of such a toxin operon in the genome of R.
solanacearum could provide a competitive advantage in
the soil environment.

Comparison of some metabolic properties
To better understand metabolic diversity among the
sequenced strains, we used Principal Compenents Analy-

sis (PCA), a type of factorial analysis that analyzes a data
matrix by several quantitative variables [34]. We applied
PCA to a matrix describing the completion (measured as
a percentage) of all known metabolic pathways present in
the six R. solanacearum genomes (figure 5). The first two
resulting factors captured over 67% of the data's total
variability. The axes were interpreted with the help of
external information, such as each strain's host, phylo-
type, and the laboratory of annotation. The first factorial
axis separated strain GMI1000 from the five other strains.
This result accounted for the metabolic functions corre-
sponding to the red-colored vectors. The list of pathways
that these vectors represent can be consulted in Table S4
A and B [additional file 4], and generally have a maximum
of two or three reactions. None of these pathways appear
to be complete in GMI1000. This suggests that this facto-
rial axis is in fact an artifact of insufficient or erroneous
enzymatic function annotations. This should help guide
future annotation efforts. The second factorial axis sepa-
rated the strains according to their hosts: banana and
potato for Molk2 and IPO1609, and tomato for PSI07,
CMRI15 and CFBP2957. As would be expected, Molk2
and IPO1609, which are close together in the factorial
plane, actually belong to the same phylotype (IIB).
Careful examination of the metabolic potential of the
studied genomes has revealed some specificity capabili-
ties for compound degradation. Although R. solan-
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Figure 4 Localization of the principal Genomic Islands detected in strains GMI1000, CMR15, CFBP2957 and PSI07. From inside to outside: ge-
nomic islands from GMI1000 (in blue), from CFBP2957 (in purple), from CMR15 (in orange) and from PSI07 (in red). Chromosomes and megaplasmids

are represented in green and yellow, respectively.

acearum is a highly adapted and ancient plant pathogen,
this organism can also survive well in soil and rhizo-
spheres and, consequently, its genome encodes ability to
metabolize diverse organic compounds as energy
sources. Pathway analyses indicate that this bacterium
can utilize a wide range of substrates including amino
acids, sugars, and fatty acids as well as glycerol, ethanol,
methylglyoxal, and beta-ketoadipate ([Additional file 4,
sheet B], also Genin and Boucher [20]). GMI1000 was
predicted to grow on various aromatic compounds

including ferulate, vanillate, and protocatechuate [20],
which are released when lignin degrades in soil. However
strains CMR15 and GMI1000 do not harbour the ben-
ABCD and catABC genes involved in benzoate and cate-
chol degradation to beta-ketoadipate. =~ Another
contrasting example is D-galactonate degradation, which
can serve as energy and sole carbon source for many
enteric bacteria [35]. In soil, bacteria such as Azotobacter
vinelandii and Sinorhizobium meliloti convert D-galac-
tose to D-galactonate via the De Ley-Doudoroff pathway,
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Figure 5 Principal Component Analysis of six R. solanacearum ge-
nomes, performed from a two dimensional matrix, combining
genomes and metabolic pathways. Individual points represent ge-
nomes, and colored vectors symbolize completion of some pathways
(number of reaction for pathway x in a given organism/total number
of reactions in the same pathway x defined in the MetaCyc database)
in the data (see method section). Pathways with similar completions
(vectors with similar orientation) have been clustered and drawn in a
same color. Thus, genomes can be associated with their representative
and characteristic groups of metabolic pathways (i.e. vectors pointing
in their direction). The corresponding pathway functions are listed in
Suppl.Table S4.A.

and finally to D-glyceraldehyde-3-phosphate and pyru-
vate. Our data indicate that D-galactonate degradation is
functional only in strains GMI1000, CMR15 and PSIO7
[Additional file 4, sheet B]. However, this substrate must
be taken up whole from the environment because no deg-
radation enzymes upstream in the pathway were appar-
ent in these genomes. Curiously, it seems that the D-
galactonate transport system is different in CMRI5,
which harbors only one likely transport gene in the corre-
sponding synton, and in GMI1000 and PSI07, which each
have 3 genes highly similar to the L-arabinose ABC trans-
porter (annotated as araFGH).

Urease, which is necessary for utilization of urea as sole
nitrogen source, has three main subunits and five acces-
sory proteins. Genetic determinants for this enzymatic
activity were found in all strains except Molk2, the only
banana wilt pathogen sequenced to date. All six strains
appear able to metabolize inorganic nutrients such as sul-
fate and nitrate, consistent with experimental data [14].
However, the denitrification pathway was complete only
in strains GMI1000 and CMR15, because the nosZ gene
encoding nitrous oxide reductase was absent from the
four other strains; this heterogeneity was previously
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noted [25]. Genes for periplasmic nitrate reductase (nap),
nitrate reductase (nar), nitric oxide reductase (nor) and
nitrite reductase (nir) were present on the megaplasmids
of all six sequenced R. solanacearum strains.

Finally, all six genomes contain genes involved in the
detoxification of noxious compounds and in metal resis-
tance, which likely support colonization and survival in
specific ecological niches. An interesting example is arse-
nic resistance which in bacteria is mediated in part by ars
genes. Among these, arsC encodes an arsenate reductase
[As(V)TAs(III)], arsA and arsB encode an arsenite efflux
pump, and arsR encodes a transcriptional regulator [36].
As(III) is known to induce oxidative stress, to cause DNA
damage, and to inhibit the DNA repair system [37]. It is
generally further oxidized by the arsenite oxidase
[As(II) TAs(V)] encoded by aoxAB genes. The arsC gene
is the sole gene in this pathway present in all six strains,
with two tandem copies in PSI07. In addition, only PSI07
can oxidize arsenite: on the PSI07 megaplasmid is a clus-
ter containing two arsC genes, aoxAB, and arsR. The
annotation of the arsC-like gene is probably erroneous in
the other Ralstonia species (and in many other bacterial
genomes as well).

Virulence factors

Many traits contribute to virulence of R. solanacearum
strains. The best known are the type III secreted effec-
tors, well described in this bacterium and in other plant
pathogens [23]. However, other traits, such as production
of EPS and cell wall-degrading enzymes, are also impor-
tant for wilt disease development. Based on the literature,
we created an inventory of 128 genes involved in viru-
lence from the six sequenced R. solanacearum genomes
[Additional file 5: Supplemental Table S5]. Some genes
are involved in swimming motility, twitching motility and
chemotaxis. Table S5 gives a representative pair of genes
for each of those functions. Virulence genes were subdi-
vided into 5 categories: type III effectors (TTE) and puta-
tive effectors, the exopolysaccharide (EPS) biosynthetic
genes, the cell wall-degrading enzyme (CWDE) genes,
response to host defence genes and key virulence regula-
tors. Scrutiny of the genomes shows that all six strains
have all genes needed for functional type II and III secre-
tion systems. Similarity distances between each
sequenced strain were computed on the basis of gene
presence/absence data for these 128 virulence genes (data
not shown). Phylogenetic analysis constructed on the
basis of: 1) all known or putative Type 3 effector genes in
the pan-genome, and 2) all known virulence factor genes
of all kinds in the pan-genome, resulted in trees that were
significantly different from each other, and significantly
different from trees based on well-conserved genes like
mutS and egl sequences, or on the entire genome
sequences (data not shown). This result suggests that vir-
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ulence factor genes have evolved or been lost or added at
substantially different rates than R. solanacearum genes
as a whole. A more fine-scale case-by-case analysis will
likely be needed to trace the evolutionary history of indi-
vidual virulence traits. Analysis of strains hosted by
plants phylogenetically distant from tomato (a common
host for all strains analyzed here except Molk2) may elu-
cidate roles of individual virulence factors in determining
host range.

Type IlI-secreted effectors are an important potential
source of host range variability in R. solanacearum
strains; these have mainly been described in GMI1000
and UW551 to date [23,25]. Specific effectors that are
important in CMR15, CFBP2957 and PSIO7 are
unknown. We attempted to detect new type III effectors
with the Effective software [38], but this did not work well
for R. solanacearum strains, giving about 50% false nega-
tive on previously annotated effectors (data not shown).

Plasmids in Ralstonia solanacearum strains

Genin and Boucher [20] suggested that the presence of
small plasmids in R. solanacearum cells, initially
described by Morales and Sequeira [39], was more an
exception than a rule. However, we found small plasmids
(<50 kb) in the African and Indonesian strains. These
plasmids were named pRSC35 (35 kb, GC% = 61.3) in
strain CMR15 and pRSI13 (12.8 kb, GC% = 61.0) in strain
PSIO7. The presence of small plasmids is therefore maybe
less rare in R. solanacearum strains than previously
thought. These small plasmids may have remained unde-
tected until now because their very low copy number
makes them difficult to purify (unpublished results).

Despite their low copy numbers, the stability of these
plasmids is apparently ensured by two different toxin/
antitoxin (TA) systems. On pRSC35, two CDS had a lim-
ited homology with zeta-toxin and epsilon-antitoxin
(<40%), which form a post-segregational mechanism for
plasmid maintenance in bacteria [40,41]. The regulator @
was not detected in the CMR15 genome. This zeta/epsi-
lon TA system is well described and a similar system con-
fers a bactericidal effect on Bacillus subtilis, and
bacteriostatic effects on E. coli [42].

The plasmid pRSC35 was broadly syntenic with plas-
mids from many plant-associated bacteria including
pXcB of Xanthomonas citri pv. aurantifolii (65% of CDS
in synteny), diverse P putida plasmids (from 58 to 62%
synteny), a X. citri pv. citri plasmid (58% synteny) and a
plasmid from X. euvesicatoria (51% synteny). Among the
44 CDS present on this plasmid (figure 6A), 14 appeared
to be involved in the Type IV secretion system: 10 genes
make up the virB operon (virBl, 2, 3, 4, 5, 6, 8 9, 10 and
11) ranging from 5 to 15 kbp, and four genes form the tra
operon (traA, B, C and D) from 28 to 34 kbp. Eight CDS
coded for proteins potentially involved in DNA metabo-
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lism (such as partition proteins parA, parB and parR, a
DNA methyltransferase, and a DNA mismatch endonu-
clease). Finaly, one CDS had a strong homology to a Zn-
metalloprotease (mpr), also carried on plasmids in several
human and/or animal pathogenic bacteria or opportunis-
tic bacteria: P putida, Yersina pestis, Escherichia coli
0157:H7, Klebsiella pneumoniae, Salmonella enterica,
etc. Metalloproteases like those encoded on pRSC35 are
essential for the infection process of many eukaryotes
[43-46].

The unexpected Type IV Secretion System is unique
among R. solanacearum strains studied to date and could
play diverse important roles in virulence and adaptation.
The CMRI15 Type IV secretion system genes, which are
clustered together with the virB operon, have nearly the
same organization as on pXAC64 of Xanthomonas citri
pv citri [47]. The type IV secretion system is a bacterial
conjugation apparatus [48] and the DNA thus efficiently
imported through the cell envelope can directly increase
the fitness or virulence of bacteria by mediating the
acquisition of new traits like effectors or antibiotic resis-
tance genes. Type IV secretion systems can also be
directly involved in virulence via direct injection of effec-
tors or DNA into plant cells [49,50]. No obvious type IV
effectors were found on pRSC35 or in the complete
genome of CMR15, but some proteins of unknown func-
tion could be Type IV effectors. Additional experiments
are needed to investigate (i) the distribution of this plas-
mid in African phylotype III strains, (ii) the ecological
and pathogenic role of this plasmid in the phenotype of
phylotype III strain CMR15, and (iii) the occurrence of
such plasmids in strains belonging to other phylotypes.

A second low-copy number plasmid, pRSI13, was pres-
ent in PSIO7. It was syntenic with a plasmid found in
Nitrobacter hamburgensis X14 (34% of CDS in synteny),
Burkholderia pseudomallei 9 and 91 (30 and 26% respec-
tively), Parvibaculum lavamentivorans DS-1 (26%), Aci-
dovorax sp. JS42 (26%) and E. coli pOLA52 (26%). pRSI13
contained 23 CDS, 16 of which encoded for proteins of
unknown function and one for a putative transcriptional
regulator. Other pRSI13 CDS coded for proteins puta-
tively involved in DNA metabolism or conjugation (figure
6B). Thus, the functional annotation reveals no obvious
role for this plasmid in either the ecology of the bacteria
(saprophytic life in the soil) or during pathogenesis. The
maintenance of this plasmid seems likely due to the TA
system rather than to increased fitness.

New insight into the phylogeny of the R. solanacearum
species complex

Genomes were compared pairwise using the average
nucleotide identity (ANI) calculation (figure 7); the den-
drogram summarizes the results, which grouped together
strains GMI1000 (Asia) and CMR15 (Africa), with ANI
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Figure 6 Circular representation of plasmids pRSC35 and pRSI13. A: pRSC35, B: pRSI13; in blue: Type IV Secretion System; in green: proteins in-
volved in DNA metabolism; in purple: toxin/antitoxin systems; in red: proteins of unknown function; in orange: the metalloprotease gene of pRSC35.

values above 96%. New World (American) strains
CFBP2957, Molk2 and IPO1609 (phylotype II) were like-
wise clustered together (above 98% ANI between Molk2
and IPO1609 and above 96% between CFBP2957 and
Molk2-IPO1609). Indonesian strain PSI07 was closest to
the phylotype II group, but the ANI values between PSI07
and any other strain were always less than 95%. The
topology of the species complex phyogenetic tree com-

puted from ANI values was fully consistent with that
observed in previous trees computed with CGH microar-
ray data [16] and with mutS and hrpB sequences [15].
Thus, working with a smaller number of strains but with
much more data per strain, these genome sequences con-
firm the phylotype classification scheme and their phylo-
genetic position, i.e. phylotype I is closest to phylotype
111, and phylotype IV is closest to the phylotype IIA and

Reference strain
PsI0T CFBP2957  IPO1B08 holk2 GMI1000 CMR15 R. pickettii
PSIO7 100 91.8 91.8 916 927 924 838
13 ———CFBP2957 917 100 96.2 96.1 91.1 912 838
o IPO1609 920 96.3 100 98.4 914 913 836
100 =
—— Molk2 916 96.3 98.4 100 91.1 912 835
— G/WI1000 a0.9 91.2 911 90.9 100 96.0 838
97
— CMR15 924 912 91.0 909 96.3 100 839
R.pickettii 822 826 828 8238 829 829 100
Figure 7 Phylogeny based on pairwise comparison of average nucleotide identity (ANI). Strains grouped with an ANI value >95% are in the
same color. Bootstrap values are indicated in blue. ANI analyses were conducted using perl scripts (Konstantinidis and Tiedje, 2004).
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I[IB. Kanstantinidis and Tiedje [51] and Goris et al. [52]
demonstrated that ANI values above 95% are equivalent
to the 70% DNA-DNA hybridization cut-off value tradi-
tionally used to differentiate bacterial species. Using this
standard, our data identify three evolutionarily distinct
groups within the R. solanacearum species complex:
GMI1000-CMR15; CFBP2957-IPO1609-Molk2; and
strain PSI07. Separate ANI analysis of replicons gave the
same result as whole genome analyses (data not shown).
As proposed by Stakebrandt et al [53], genomic data can
be used to propose new species, provided that there is
sufficient congruence with DNA-DNA reassociation.

We used CGH of a spotted microarray reflecting the
pan-genome of GMI1000, IPO1609, and Molk2 to further
define phylogenetic relationships among a set of 51
strains selected to span the known diversity within the
species complex, and to verify that the three new
genomes selected were truly representative of their
respective phylotypes. Hierarchical clustering of these 51
strains (figure 8) differentiated five clusters, which each
cluster matching to a phylotype (or a phylotype subdivi-
sion). This dendrogram is fully congruent with the vali-
dated phylogeny of the species complex [15,54] and
deepens a previous analysis performed on a smaller set of
strains with a less complete CGH microarray based only
on the GMI1000 genome [16]. Furthermore, the position
of each sequenced strain within its own phylotype cluster
allowed us to extend ANI results to the other 46 strains.
The taxonomy of the species complex can now be
reviewed based on these consistent results from several
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different techniques. The analyse of genetic distance
between genome sequences of much strain, especially in
phylotype IV, should be decisive, but our CGH data sug-
gest that there is a solid phylogenetic basis for dividing
this group into three species, according to the phylotype
scheme: one species containing Phylotype II, a second
containing Phylotypes I and III, and a third containing R.
solanacearum strains from Phylotype IV.

Conclusion

We compared the genome organizations and gene reper-
toires from six phylogenetically distant and phenotypi-
cally divergent strains from the R. solanacearum species
complex. These strains shared many structural and geno-
typic traits observed in the first sequenced strain of R.
solanacearum, GMI1000. Our results significantly
expanded the known R. solanacearum pan-genome, iden-
tifying thousands of genes that more sharply define the
common core, the dispensable and the specific (strain-
unique) genomes. However, the genomes differed quite
significantly. Our ANI and other analyses suggest that
this large and heterogeneous species complex spans
enough variation that it could be reclassified into at least
three distinct taxonomic groups, which each have the
equivalent of more than 30% divergence from the other
two at the DNA-DNA hybridization level. Post-genomic
mining of this pan-genome can combine comparative
tools like CGH microarrays with phenotypic experiments
to determine the distribution and the biological functions
of likely traits identified with ix silico analyses. Such com-
bined approaches will increase our understanding of the
evolutionary past, the phylogeography, and the biological
specialization of R. solanacearum species complex
strains. Although four of the six strains sequenced to date
were isolated from tomato plants, our analysis did not
identify any variations in previously known virulence fac-
tors that were unique to tomato pathogens. This could be
explained by either 1) an insufficiently large sample of
non-tomato pathogen genomes or 2) a biological unity in
the core mechanisms of bacterial wilt across all R. solan-
acearum species complex members, with host specificity
and ecological adaptations conferred by traits that remain
to be identified. Sequencing of additional species com-
plex members that infect highly divergent plant hosts
such as clove trees and plantains will offer additional
insights into the traits that confer host specificity on bac-
terial wilt pathogens.

Methods

Strains

The three sequenced strains were isolated from infected
tomato plants (Solanum lycopersicum) in different geo-
graphic locations: CFBP2957 (phylotype IIA-36) was iso-
lated in the French West Indies [Syn. MT5, [55]], CMR15
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(phylotype III-29) in Cameroon [56] and PSI07 (phylo-
type IV-10) in Indonesia [12]. Bacteria were grown at
28°C in B liquid medium [57]. Strains CFBP2957, PSI07
(CFBP7288) and CMR15 (CFBP6941) were deposited at
CFBP [58] (Collection Frangaise de Bactéries Phyto-
pathogénes, Angers, France). Table S6 [Additional file 6]
provides a list of the 51 R. solanacearum strains used in
microarray experiments, with their geographical origin
and host of origin.

Sequencing and assembly

Genomic DNA was purified from overnight liquid cul-
tures of each strain using a DNeasy Blood & Tissue Kit
(Qiagen, Hilden, Germany), according to the manufac-
turer's recommendations. Sequencing of the R. solan-
acearum strains CMR15, CFBP2957 and PSI07 was
performed using the strategy described by Aury et al.
[59]. Around 20x coverage of 454 GSflx reads were mixed
with 1x coverage Sanger reads for the scaffolding, which
was derived from a 10 kb insert fragment size library.
Each library was constructed after mechanical shearing
of genomic DNA and cloning of generated inserts into
plasmid pCNS (pSU18-derived). Plasmid DNAs were
purified and end-sequenced (11520 R. solanacearum PII],
14592 R. solanacearum PIIA and 7680 R. solanacearum
PI) by dye-terminator chemistry with ABI3730 sequenc-
ers (Applied Biosystems, Foster City, USA) leading to an
approximately 1-fold coverage. The sequences were
assembled using Newbler (Roche Diagnostics) and vali-
dated via the Consed interface [60]. For the finishing
phases, we used primer walking of clones and/or PCRs
and transposon bombs Template Generation System™ II
Kit (TGS™ II Kit) (Finnzyme), Kan3 as well as around 60x
coverage using Solexa reads GAI to polish the genome
draft.

Automatic and expert annotation of the Ralstonia genomes
Coding sequences (CDS) were predicted using AMIGene
(Annotation of Microbial Genomes) software [61]. Each
predicted CDS was assigned a unique identifier prefixed
with "CMR15_", "CMR15_mp" and "pCMR15_", for R.
solanacearum CMR15 (respectively the chromosome,
megaplasmid, and plasmid), with "PSI07_", "PSI07_mp"
and "pPSI07" for R. solanacearum PSI07 (respectively the
chromosome, megaplasmid, and plasmid), and with
"RCEBP_", "RCFBP_mp" for R. solanacearum CFBP2957
(respectively the chromosome and megaplasmid). The set
of predicted genes were submitted to automatic func-
tional annotation using the tools listed in Vallenet et al.
[62]. Apart from the plasmid-encoded genes, the func-
tional assignment was first based on the reference
genome of Cupriavidus taiwanensis annotations [63] for
strong orthologs i.e., 85% identity over at least 80% of the
length of the smallest protein. All these data (syntactic
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and functional annotations, and results of comparative
analysis, see below) are stored in a relational database,
called RalstoniaScope. Manual validation of the auto-
matic annotation was performed using the web-based
MaGe [64] (Magnifying Genomes) interface, which
allows graphic visualization of the annotations enhanced
by a synchronized representation of synteny groups in
other genomes chosen for comparison. As described by
Vallenet et al. [65] the system also offers several functions
to guide accurate manual expert annotation. We per-
formed a complete manual annotation of the CMR15
genome and then used it to automatically annotate strong
orthologs in PSI07 and CFBP2957. Only 'specific' regions
of these two strains, i.e. those containing genes not
orthologous to ones in CMR15, were manually anno-
tated. Finally, this expert work was used to update the
annotation of GMI1000, which was published in 2002,
and to automatically annotate the two other sequenced
(but not finished) strains, Molk2 and IPO1609 [24]. Using
the available contigs of Molk2 and IPO1909, we were not
able to properly organize the corresponding sequences
using GMI1000 as a reference genome. Genomes of these
two R. solanacearum strains are thus not correctly assem-
bled in MaGe and some analyses remain impossible with
these genomes.

Complete sequence data for CFBP2957, CMR15, PSI07,
GMI1000, Molk2 and IPO1609 are publicly available via
the MaGe interface (RalstoniaScope [66]). Sequences and
annotations data of R. solanacearum CFBP2957, CMR15
and PSIO7 have also been deposited at the EMBL data-
base [67] [EMBL:FP885897 and EMBL:FP885907 (chro-
mosome and megaplasmid), EMBL:FP885895 and
EMBL:EFP885896, and EMBL:EP885906 and
EMBL:FP885891 respectively. Sequences of plasmids
pRSC35 and pRSI13 are available using accession num-
bers EMBL:FP885893 and EMBL:FP885890].

Genomic Island Identification

We used the RGPfinder tool in the MaGe annotation plat-
form (Roche et al., in preparation) to investigate Regions
of Genomic Plasticity (RGPs) in the whole genome
sequences of R. solanacearum GMI1000, CMR15, PSIO7,
CFBP2957, Molk2 and IPO1609. RGPs are defined as
regions of at least 5 kb that are missing in at least one of
the genomes compared. This definition makes no
assumption about the evolutionary origin or genetic basis
of these variable chromosomal segments. RGPfinder
searches for synteny breaks between a target genome and
a set of closely related bacteria (generally other strains) to
define RGPs. It also provides information about composi-
tion abnormalities (%G+C deviation, Codon Adaptation
Index) and RGP flanking features such as tRNA, IS and
repeats, which are common characteristics of genomic
islands (GI). Moreover the tool integrates the results of
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Alien Hunter [68] a method that analyses compositional
biases to detect atypical sequences (i.e., sequences poten-
tially acquired by horizontal gene transfer).

Synteny group computation

Sequence data for comparative analyses were obtained
from the NCBI database (RefSeq section [69]). Putative
orthology relationships between two genomes were
defined by gene pairs satisfying either the BBH criterion
or an alignment threshold (at least 40% sequence identity
over at least 80% of the length of the smallest protein).
These relationships were subsequently used to search for
synteny groups (i.e., conservation of the chromosomal
co-localisation between pairs of orthologous genes from
different genomes) among several bacterial genomes
using an algorithm based on an exact graph-theoretical
approach [70]. This method allowed for multiple corre-
spondences between genes, detection of paralogy rela-
tionships, = gene  fusions, and  chromosomal
rearrangements (inversion, insertion/deletion). The 'gap’
parameter, representing the maximum number of con-
secutive genes that are not involved in a synteny group,
was set to five.

Average nucleotide identity calculation

The average nucleotide identity (ANI) was calculated
according to Konstantinidis and Tiedje [51]. Pairwise
comparisons between sequences were done separately for
chromosomes and megaplasmids (GMI1000, CFBP2957,
CMR15 and PSI07), and then for entire genomes
(GMI1000, Molk2, IPO1609, CFBP2957, CMR15 and
PSI07). Similarity between strains (using Euclidian dis-
tance) and dendrogram computation were conducted
with the R statistical environment [71], using ape and
ade4 libraries [72,73].

Metabolic network comparison

The metabolic network of each genome was predicted by
the "Pathway Tools" software [74] using MetaCyc [75] as a
reference pathway database (version 12.0). Starting with
the functional annotation performed in MaGe, this soft-
ware applies selection rules to infer possible metabolic
pathways and builds a special database called a PGDB
(Pathway/Genome Database). These metabolic networks
for each R. solanacearum genome are directly available in
the MaGe graphical interface.From those data, a two-
dimensional matrix was built, wherein each line repre-
sents a Ralstonia genome, and each column a specific
pathway measure (according to the Metacyc metabolic
classification). Each value corresponds to a pathway com-
pletion measure (defined as the number of enzymatic
reactions which have been found in a given pathway
divided by the total number of reactions in this pathway
in Metacyc). This data matrix is the starting point of
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Principal Component Analysis, which highlights possible
metabolic similarities and specificities between the
genomes.

All R. solanacearum genomes were considered in this
statistical analysis, but only pathways with non-constant
completion could be analyzed. After examination of the
amount of inertia captured by the method's resulting fac-
tors, 2 axes were kept for further analysis (they represent
more than 67% of the total dispersion). For graphical rep-
resentations, the variable (pathways) plot and the individ-
ual (genomes) plot were combined, restricting plotted
variables to those with a quality of representation greater
than 0.75, in order to conserve interpretability. Solely as
an additionnal aid to interpretation and to listing read-
ability, for each factorial plane, the pathway variables
were hierarchically clustered according to the angles
between their vectors. The clustering method used a
Euclidean distance and ward's criterion; the number of
classes was chosen after manual examination of the clus-
ter tree, and led to 8 classes for the first factorial plane
(see also Table S4-A).

CGH microarray experiments

The DNA microarray used in these experiments was gen-
erated by C. Boucher and collaborators (INRA-CNRS,
Toulouse, France). This spotted microarray consists of
6,516 65-mer and 70-mer oligonucleotides representative
of the genes identified from the genomes of R. solan-

acearum GMI1000 [EMBL:AL646052.1 and
EMBL:AL646053.1], IPO1609 [Gen-
Bank:NW 002196569.1] and Molk2 [GenBank:

NW_002196564.1]. Each gene was represented by a sin-
gle oligonucleotide except for 115 effector genes, which
were represented by two to six oligonucleotides to distin-
guish allelic forms of a given gene. A limited number of
oligonucleotides representative of particular intergenic
regions were also included on the microarray. This
microarray also includes a set of appropriate negative
controls. Each oligonucleotide was spotted twice on the
microarray. DNA extraction and labelling, and microar-
ray hybridization were performed as described by Guidot
et al [16]. Standard control DNA used for all genome
hybridization experiments consisted of an equimolar
combination of the genomic DNA from the three
sequenced strains GMI1000, IPO1609 and Molk2. Analy-
sis was conducted as previously described using ImaGene
and GeneShight (BioDiscovery) softwares [16]. A gene
was considered as absent from the tested strain when the
base 2 logarithm of the ratio of the normalized hybridiza-
tion signal of the tested strain over the normalized
hybridization signal with the control DNA was lower
than the cutoff value of -1 [28].
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Additional material

Additional file 1 genomes overview. Main features of CMR15, CFBP2957,
PSI07, GMIT000, Molk2 and IPO1609 genomes.

Additional file 2 new CDS GMI1000. New CDS detected in GMI1000
chromosome (sheet 1) and megaplasmide (sheet2).

Additional file 3 Genomics Islands. Genomic Island predicted in CMR15
(sheet 1 and 2), CFBP2957 (sheet 3 and 4) and PSIO7 (sheet 5 and 6)
genomes.

Additional file 4 Metabolic pathways. Sheet A: class of each pathway
class according to figure 6. Sheet B: Pathway completion.

Additional file 5 Virulence genes. CDS involved in virulence.
Additional file 6 strains (microarray). Strains used in CGH microarray
experiments.
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Conclusions partielles

Le but de cette étude était I'analyse comparative du génome de trois souches de
R. solanacearum : CFBP2957 (phylotype IIA-36), CMR15 (phylotype IlI-29), et PSIO7
(phylotype IV-10) isolées respectivement en Martinique, au Cameroun et en Indonésie. Ces
nouvelles souches ont été séquencées pour leurs caractéristiques phénotypiques, leur
position phylogénétique distante et une meilleure couverture du complexe d’espéces. Ces
données viennent compléter et renforcer les connaissances préétablies par le LIPM de I'Inra-
Toulouse avec les souches GMI1000 (phylotype I-18), Molk2 (phylotype IIB-3) et IPO1609
(phylotype 1IB-1). L'objectif est bien de se donner les moyens de développer I'approche
postgénomique pour aborder certains des mécanismes évolutifs impliqués dans la
spécialisation parasitaire dans le modele R.solanacearum. Ainsi, sur un plan
méthodologique, une meilleure description des différents répertoires de génes sera associée
a I'exploitation de I'’ensemble de ces données dans le cadre du développement d’une puce a
ADN. La construction de cet outil haut débit va permettre des analyses en génomique
comparative sur de grands effectifs de souches, pour améliorer les connaissances dans le

domaine de I’évolution pour cet agent pathogéene.

Malgré l'inhabituelle et forte hétérogénéité qui caractérise le complexe d’espéces chez
R. solanacearum, de nombreux genes et fonctions relatives au pouvoir pathogéne sont
conservés et les seuls répertoires de génes spécifigues que nous avons pu identifier ne
peuvent expliquer les traits écologiques distincts. L’architecture du génome de
R. solanacearum en deux réplicons est conservée dans toutes les souches et plus de 80% des
génes de ménages sont distribués sur le chromosome. Les principales caractéristiques des
génomes disponibles, a savoir la taille, le taux de G+C, et le nombre de génes, sont
homogenes entre les six souches séquencées. Ainsi, on peut décrire le génome de
R. solanacearum comme ayant une taille moyenne de 5.7 Mb (3.6 Mb pour le chromosome
et 2.1 Mb pour le mégaplasmide), un taux de G+C de 66.7%, pour un total de 5300 CDS
prédit (3500 CDS pour le chromosome et 1800 CDS pour le mégaplasmide). Un seul opéron
ribosomique caractérise les souches séquencées, sauf pour CMR15 et GMI1000 qui
possédent respectivement trois et quatre de ces opérons. Les données fournies par I'analyse
des séquences de ces six génomes ont permis de décrire un total de 9093 genes
caractérisant le pangénome connu de R. solanacearum ; il se structure en trois parties
distinctes : (i) le génome core, composé des génes orthologues conservés dans les six
souches pour au moins 30% d’identité en BBH (Bidirectional Best Hit) et un recouvrement de

80% de la plus petite séquence (minlLrap); (ii) le génome variable, composé des genes
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conservés dans au moins deux souches ; et (iii) le génome spécifique composé des génes

uniques a chacune des six souches actuellement séquencées.

En dépit des nombreux réarrangements chromosomiques, la plupart des génes sont en
synténie : plus de 70% pour le chromosome et plus de 60% pour le mégaplasmide. Les arbres
phylogénétiques construits sur la base des répertoires de génes de virulences connus
présentent une topologie différente de ceux basés sur les variations de séquences de génes
comme l'egl ou mutS. Cela semble indiquer que les génes impliqués dans la virulence
évolueraient a une vitesse plus rapide que le génome considéré dans sa globalité.
Néanmoins, les analyses portent ici sur six souches de R. solanacearum et il serait d’'un grand
intérét de confirmer ces résultats sur plus de souches afin d’obtenir une résolution plus fine
de la phylogénie ; les puces a ADN seraient de bons candidats pour cette étude. Ces travaux
confirment I'importance des transferts horizontaux de génes, ayant trait a des capacités
biologiques encore non décrites chez R. solanacearum : un systéme de sécrétion de type IV,
I'opéron « rhi » codant pour une toxine antimitotique appelée la rhizoxine, ainsi que deux
plasmides de petite taille. Ces deux plasmides ont été retrouvés chez CMR15 : pRSC35 (35
kb, G+C% = 61.3) et chez PSIO7 : pRSI13 (12.8 kb, G+C% = 61.0).

Sur le plan taxonomique, la comparaison des génomes par paire a l'aide de calculs basés sur
I’ANI (average nucleotide identity) (Goris, Konstantinidis, et al., 2007; Konstantinidis &
Tiedje, 2005) révele d’une part I'appartenance de GMI1000 (Asie, phylotype l) et CMR15
(Afrique, phylotypelll) a la méme espece génomique et, d’autre part des souches
d’Amérique : CFBP2957 (phylotype IIA), Molk2 (phylotype IIB), et de IPO1609 (phylotype IIB).
La souche indonésienne de phylotype IV, PSIO7, est proche du phylotype Il, mais pas
suffisamment pour étre considérée comme la méme espece génomique. En complément,
I"utilisation d’'une puce a ADN CGH basée sur les génomes de GMI1000, Molk2, et IPO1609
révele une forte congruence entre la phylogénie établie a partir d’un lot de 51 souches de

R. solanacearum, avec celle basée sur I'egl, ainsi qu’avec les résultats ANI.

Ces données convergentes seront complétées afin de proposer la reclassification du
complexe d’espéces R. solanacearum en trois especes génomiques : une espece regroupant
les phylotypes| et lll, une autre regroupant les phylotypesIIA et IIB, et une derniere
regroupant le phylotype IV. Cette proposition sera sans doute acceptée au niveau
international, suite a I'analyse de deux nouveaux génomes produit par notre groupe
(Remenant et coll. en préparation) : R. syzygii et le Blood Disease Bacterium (BDB). Nous
montrons en effet que I’ANI entre les souches séquencées du phylotype IV est au-dessus de
98% et dépasse les 99% entre PSIO7 et la souche BDB, confirmant I'appartenance de ces trois
souches a une méme espece génomique. Vaneechoutte et al. (2004) ont revu la taxonomie

de Pseudomonas syzygii et concluent bien a I'appartenance de ces souches au genre
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Ralstonia, et proposent I'espéce R. syzygii, pathogeéne du giroflier. Leurs études se basaient
sur la souche type de R. solanacearum K60 (LMG 2299 phylotype IIA-7), soit clairement dans
une espece génomique distincte. Ainsi, il n’est pas surprenant de comprendre les raisons
pour lesquelles Vaneechoutte et al. considerent R. syzygii comme une espéce proche, mais
distincte. Les conclusions de ces auteurs auraient été totalement différentes si la souche de
référence de R. solanacearum comparée avait été un représentant du phylotype IV, par
exemple la souche PSI07. Basé sur ces récentes données de génomique et de phylogénie, il
sera proposé de constituer trois espéces génomiques: R. solanacearum, regroupant les
souches de phylotype Il ; Ralstonia sequeirae (se.que.i'ra.e. N.L. masc. gen. n. sequeirae, de
Sequeira, nommé d’apres Luis Sequeira), regroupant les phylotypes | et lll dont I'espéce type
serait GMI1000 ; et R. haywardii (hay.war'di.i. N.L. masc. gen. n. haywardii, de Hayward,
nommé d’apres Christopher Hayward), regroupant les souches de phylotype IV. De fait,
compte tenu de la forte divergence phénotypique et écologique au sein de cette I'espece
génomique, nous proposons de les regrouper dans trois sous espéces: les souches de
R. solanacearum de phylotype IV seraient renommées R. haywardii subspecies
solanacearum dont PSIO7 serait la souche type ; les souches de BDB seraient renommées R.
haywardii subspecies celebensis; et les souches de R.syzygii seraient renommeées R.

haywardii subspecies syzygii, en proposant les souches séquencées comme souches types.

L’analyse comparative de ces trois nouveaux génomes de R.solanacearum a permis
I’élargissement des connaissances et compléte le pangénome de cet agent pathogene. La
principale conclusion est I'organisation future du complexe d’espéces en trois espéces
génomiques. Notre analyse va maintenant porter sur I'approche postgénomique pour
compléter les connaissances sur la phylogénie de R. solanacearum, associées aux questions
d’évolution, relatives aux relations entre la spécialisation d’h6te et le contenu en genes ou

encore a la dynamique évolutive du génome.

92



CHAPITRE 5 : DYNAMIQUE EVOLUTIVE DU GENOME




Chapitre 5 : Dynamique évolutive du génome

CHAPITRE 5
DYNAMIQUE EVOLUTIVE DU GENOME

L’approche écologique moléculaire du complexe d’espéece R. solanacearum n’en est encore
gu’a son commencement et méme si aucun concept fort d'espéce n'est actuellement associé
a cette définition (Stackebrandt, Frederiksen, et al., 2002), les espéces bactériennes peuvent
étre percues comme des groupes de souches unifiées par leurs fortes similitudes
génomiques, tout en étant distinguables entre elles du fait des similarités entre les espéces
génomiques (Grimont, 1988). A I'ére des « omics », il est désormais envisageable d’établir
I'ensemble des particularités génétiques « spécifiques » des especes au sein des génomes
disponibles. Les théories évolutives suggérent que l'existence de groupes de souches
génétiquement cohérents résulte de leurs différentiations en « écotypes » adaptés a des
niches différentes (Cohan, 2001). De ce fait, il y a vraisemblablement dans le génome
commun aux bactéries d'une méme espéce des genes « spécifiques de I'espece »

déterminant son adaptation aux niches écologiques communes.

Les relations que R. solanacearum entretient avec ses hotes sont décrites dans leurs
ensembles dans la littérature, mais peu de renseignements concernent ces relations et le
contenu du génome en genes spécifiques. Les technologies d’analyse de I'’ADN sont
présentées généralement comme étant de plus en plus abordables, les techniques de
séquencage en routine deviennent elles méme communes et I'extraction des informations
clés a partir de la quantité astronomique de données produites par la génomique est sans
doute le nouveau défi a relever (Alfano, 2009). Ceci dit, cette masse d’information doit
contribuer a consolider la connaissance des relations entre génome/transcriptome et
écologie/spéciation parasitaire par le biais de la caractérisation des voies métaboliques et
des cascades de régulation. Ces régulations sont requises pour I'adaptation de
R. solanacearum au pouvoir pathogéne ou comme saprophyte dans le sol. Ainsi, |'utilisation
des outils disponibles recoupant les biotechnologies, la bio-informatique, les centres de
ressources biologiques... permettra de traiter les données de génomique et devront servir a
éclairer les phénomeénes biologiques sous-jacents. Ainsi, de nombreuses approches
postgénomiques peuvent étre utilisées pour I'étude de la biologie des systémes, replacant
par exemple la fonction d’un gene dans le contexte biologique global d’'un organisme. Ce
domaine de la biologie moléculaire apporte donc un caractére prédictif au fonctionnement

d’un organisme par le biais de données de génomique.

Ces travaux font suite a ceux de Guidot et coll. (2007) sur la caractérisation des flux de génes

expliquant la diversité de R. solanacearum, par le biais des puces a ADN. Cette étude
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Figure 17. Nombre de publications annuelles relatives aux puces a ADN

Analyse selon la recherche de mots clefs « microarray » et « DNA chip » sous Pubmed
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) avec la syntaxe suivante :
« ((microarray*[Title/Abstract]) OR "DNA chip*"[Title/Abstract]) AND "X"[Publication Date] »

avec « X » I'année recherchée ; [derniére mise a jour : octobre 2010].

Occurences Espéces

Viroides
Archaea a1

198

Viroides
Plasmides Arghags 4 Plasmides

40 39

Figure 18. Nombre de génomes séquencés a ce jour

Données issues du site NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/genome) montrant le

nombre total de génomes séquencés (gauche) et le nombre total d’especes différentes

séquencées (droite) ; [derniere mise a jour : octobre 2010].


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/genome�

Chapitre 5 : Dynamique évolutive du génome

pionniere a permis de mieux comprendre les concepts d’évolution de cet agent pathogene,
tant au niveau de la relation entre les réplicons (chromosome et mégaplasmide), que pour
les mécanismes de transferts horizontaux. Cependant, cette analyse de diversité avait deux
limitations : (i) le phénotype des souches étudiées n’était pas complétement caractérisé au
plan du pouvoir pathogene, ce qui manquait pour conclure sur une éventuelle relation entre
le contenu en gene et la pathogénie; (ii) les analyses ont portées sur une puce a ADN
dessinée avec le seul génome de la souche de phylotype I, GMI1000 ; par conséquent, il
n’était pas possible d’apprécier la distribution des génes spécifiques aux autres phylotypes.
Ainsi, parmi les divers outils moléculaires en postgénomique, mes travaux de theéses ont
porté sur la conception et le développement d’une puce a ADN CGH couvrant le pangénome

R. solanacearum.

1 Les puces a ADN

Les efforts de séquencage de génome a la fin des années 80 ont ouvert de nouvelles voies en
génomique, donnant des perspectives d’analyse de postgénomique qui y sont
inéluctablement associées. Les premieres puces a ADN datent de 1993, mais le concept fut
développé dés 1987 (Bellis & Casellas, 1997). Le nombre de publications sur les puces a ADN
a augmenté exponentiellement dans les années 2000, pour atteindre une moyenne de 7000
publications par an a partir de 2008 (Figure 17). Le séquencage médiatisé du génome
humain commenga en 1990, la majeure partie du génome a été publié en avril 2001
(LanderLinton, et al., 2001; VenterAdams, et al.,, 2001), pour s’achever en 2006 (Levy,
Sutton, et al., 2007). Puis, les génomes complets de nombreux organismes ont été
séquencés a ce jour, pour atteindre un effectif total de 12 518 génomes disponibles,
comprenant les chromosomes, organelles et plasmides, soit 6 621 especes différentes
(données NCBI, octobre 2010, Figure 18).

Le principe des puces a ADN est issu directement des techniques de Southern blot
(Southern, 1974) permettant la détection de fragments d’ADN cibles dans une mixture
d’ADN, ainsi que des techniques de Northern blot (Alwine, Kemp, et al., 1977) appliquées
aux ARN. Ainsi, deux fragments d’acide nucléique complémentaires peuvent s’associer et se
dissocier de facon réversible sous l'influence de différents parameétres physicochimiques,
comprenant la température, la concentration en sel, et le pH. Le procédé se déroule en
quatre temps : la conception des lames, I’hybridation, I'acquisition des données numériques
et leurs interprétations. A ce jour, il existe trois types de puce & ADN dont le plus ancien, le
« macroarray », est basé sur 'utilisation de membranes poreuses de nylon ne permettant de
disposer que d’une faible densité de sondes. La miniaturisation du procédé a été rendue

possible par I'utilisation d’un support solide en verre, de marqueurs fluorescents et par les
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progres de la robotique (nanotechnologies). Elle permet la fabrication de puces a trés haute
densité de sondes, allant jusqu’a plus de 2 millions de spots pour la derniere génération de

puce. Les principales puces a ADN disponibles sur le marché sont présentées Figure 19.

Sur lames de verre, les oligonucléotides peuvent étre insérés de deux facons sur le support :
par greffage ou par synthese in situ. Cette premiére technique d’insertion par greffage est
aussi appelée « spottage » et a été mise au point a I'Université de Stanford (DeRisi, lyer, et
al., 1997). L'ADN cible est obtenu soit par amplification PCR a partir du génome ou de
banques d’ADN complémentaires (ADNc), soit par synthése d’oligonucléotides longs (30-70
mers). Des microgouttelettes sont déposées par un robot, selon une matrice
d’emplacements définis, sur une lame de verre traitée par un revétement chimique qui
permet de fixer 'ADN par une de ses extrémités ; il n’y a alors pas de restriction de longueur,
mais les densités sont faibles et le procédé d’industrialisation tres difficile. La technique de
synthese in situ se décline en deux technologies : la photolithographie (Lipshutz, Fodor, et
al.,, 1999) (« GeneChips » de la société Affymetrix ou Nimblegen), et I'impression « jet
d’encre » (Hughes, Mao, et al., 2001) (Agilent Technologies). Ces deux technologies ne
peuvent pas étre déployées dans un laboratoire indépendant et la fabrication des puces est
sous-traitée dans des processus industriels. Ceci implique un co(t supérieur tant au niveau
de la lame qu’au niveau des équipements de laboratoire imposés par les constructeurs ; les
méthodes de production restreignent la longueur des oligoméres qui n’est pas possible au-
dela de 70 mers. Néanmoins, le contréle qualité est plus intense et les fabricants offrent une

diversité importante dans leurs gammes de produits.

Les technologies développées durant ces derniéres années ont rapidement évolué vers un
choix plus large de produits, de protocoles, et d’équipement de laboratoire, qui permet une
plus grande reproductibilité des expérimentations, ainsi que d’augmenter la sensibilité et la
spécificité (Holloway, van Laar, et al., 2002). Pour la fabrication des puces a ADN, nous avons
choisi la solution proposée par Agilent Technologies qui permet d’obtenir des lames
produites avec des oligonucléotides synthétisés in situ par impression de type « jet
d’encre ». Ce choix nous permet de nous affranchir de I'étape de fabrication, du colt de
I’achat massif d’oligonucléotides et de la gestion des stocks. Les plans de dép6t peuvent étre

gérés a la volée permettant une flexibilité et une réactivité accrue.
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1.1 Applications générales des puces a ADN

Les puces a ADN sont une technologie encore récente et bien que souvent évoquées, elles
touchent surtout le domaine médical dans lequel elles rentrent dans le cadre d’analyses de
routine. Les applications sont diverses et touchent aussi bien aux mécanismes post
transcriptionnels, qu’a I'analyse des génomes (Ye, Wang, et al., 2001). Pour illustrer ce qu'il
est possible de réaliser grace aux puces a ADN, voici une liste non exhaustive des axes de
recherche des différentes plateformes opérationnelles a ce jour: étude des facteurs de
virulence, des interactions hote-pathogene, de l'effet des pressions environnementales
(stress, pression immune, pression médicamenteuse) sur I'agent pathogéne, comparaison de
transcriptomes inter-espéces, ou encore identification des cibles de régulateurs (virulence,
motilité...). Ainsi, des techniques ont été développées pour comprendre ces phénomeénes

biologiques :

L’expression des génes. L'analyse des profils d'expression des génes ouvre une approche sur
I’exploration des fonctions cellulaires et I'identification des genes candidats pour un trait
donné. L’analyse du transcriptome, c'est-a-dire I'expression des genes par I’analyse
guantitative ou qualitative de la production d’ARNm d’un organisme, permet ainsi de
comparer des profils d’expression quantitatifs d’'un organisme dans diverses conditions

expérimentales ou entre divers organismes.

Les hybridations de génomiques comparatives sur puce a ADN (aCGH). L’hybridation
génomique comparative (Comparative Genomic Hybridization ou CGH) a été premierement
développée comme méthode de comparaison entre un échantillon de référence et des
échantillons tests. Les méthodes traditionnelles bas débits de CGH ont permis des analyses
préliminaires sur les variations chromosomiques, mais restaient imprécises. Les hybridations
de génomiques comparatives sur puce a ADN (Array Comparative Genomic Hybridization ou
aCGH) permettent d’analyser la structure d’'un génome et d’établir une carte des
changements chromosomiques avec une précision supérieure, et d’établir des profils

comparatifs poussés entre échantillons.

Le développement de méthodes d'analyse et de séquencage des segments courts d'ADN
conduit a la découverte des short tandem repeats (Edwards, Civitello, et al., 1991) et des
polymorphismes nucléotidiques simples (SNP) (Mir & Southern, 2000; Taillon-Miller, Gu, et
al., 1998; Wang, Fan, et al., 1998). Il est ainsi devenu clair que les variations génétiques
allaient de quelques paires de bases au niveau de la séquence, jusqu'aux différences

chromosomiques larges détectables par microscopie.
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Les variants de nombres de copies (CNV) est un segment d'ADN dans lequel les différences
du nombre de copies ont été trouvées par la comparaison de deux ou de plusieurs génomes.
La taille du secteur peut varier de 1kb a plusieurs milliers de bases en taille. lls sont
maintenant reconnus comme une forme répandue de variation structurelle du génome
contribuant a la variabilité génétique. Récemment, des études ont montré que les CNV sont
associés a la fois et les maladies humaines communes et complexes : maladie de Charcot-
Marie-Tooth (Lupski, de Oca-Luna, et al., 1991), susceptibilité au VIH (Gonzalez, Kulkarni, et
al., 2005), lupus avec glomérulonéphrite (Aitman, Dong, et al., 2006), et maladie de Crohn

(Fellermann, Stange, et al., 2006). La technique de détection est basée sur I'aCGH.

ChiP-on-chip. Les techniques traditionnelles d'analyse de I'expression des génes fournissent
de précieuses informations pour déchiffrer les génomes. La caractérisation de la complexité
de la régulation de la transcription nécessite de traiter les interactions et les associations
protéines-ADN, associant ainsi les domaines de la génomique et la protéomique. La
technique d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) sur une puce contenant des
régions intergéniques (chip) permet d’effectuer I'analyse de génome pour la recherche des
sites de liaison et des régions promotrices, permettant d’apprécier les éléments fonctionnels

des réseaux régulateurs des génes.

La méthylation de I’ADN. Les événements méthylation de I'ADN sont des modifications
héréditaires qui régulent I'expression des génes sans modifier la séquence d'ADN. lls sont
impliqués dans les mécanismes épigénétiques de régulation pour un large éventail de
processus biologiques. D’autres mécanismes similaires peuvent étre analysés de la méme
fagon que la méthylation de I’ADN, comme I'acétylation et la phosphorylation (Pollack &
lyer, 2002).

microRNA. Les microARN (miARN) sont de petits ARN non codants qui régulent |'activité de
certains ARNm cibles et jouent un role crucial dans une grande variété de processus
biologiques, comme I'expression des geénes, le développement, la prolifération, la
différenciation, et I'apoptose. Les signatures d'expression des miARN sont une nouvelle

classe de biomarqueurs moléculaires (Sioud & Cekaite, 2010).
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1.2 Application a I’'aCGH

Le principe de I'aCGH est de comparer deux échantillons d’ADN dont I'un sera considéré

comme I"échantillon « test » et I'autre comme la « référence » (Figure 20).

L’ADN total des cellules est extrait pour étre amplifié a I'aide d’une polymérase : la Klenow
fragment, protéine enzymatique obtenue a partir du clivage de la polymérase | d’Escherichia
coli par la protéase subtilisine. Cette réplication est réalisée a I'aide de « random primers »,
primers universels s’hybridant au hasard sur la molécule d’ADN, ainsi que de dCTP marqués
a la cyanine. La cyanine est une famille de marqueurs artificiels qui trouve utilisation dans la
technologie de marquage des puces a ADN notamment par le biais des molécules de
cyanine 3 (Cy3) et cyanine 5 (Cy5), marqueurs fluorescents réactifs et solubles dans I'eau.
Ces deux molécules permettent d’hybrider sur une méme lame I’ADN dit « Test » de I’ADN
dit « Référence » en le marquant différemment. Pour le Cy3, le pic d’absorbance est maximal
a 550 nm et I’émission est a 570 nm, conférant une couleur verte au signal. Pour le Cy5, le
pic d’absorbance est maximal est a 649 nm et I'émission est a 670 nm, conférant une
couleur rouge au signal. L’hybridation implique le mélange des deux ADN marqués aux Cy3
et Cy5 sur la puce a ADN et se déroule ensuite sur 15 h durant lesquelles les fragments
marqués vont s’hybrider aux oligonucléotides synthétisés sur la puce a ADN. Des lavages
successifs vont permettre d’éliminer les cibles non hybridées et d’affiner le signal interprété
par le scanner lors de I'extraction des données. L'intensité du signal est calculée pour chaque
oligonucléotide et renseigne sur la présence ou l|'absence de la cible pour laquelle

I'oligonucléotide a été dessiné.

1.3 Application au diagnostic

Les puces a ADN dédiées au diagnostic peuvent étre congues pour permettre I'identification
d’un organisme cible, allant jusqu’a son génotypage, et évaluer la variabilité génétique. Dans
le cadre d’'une mise au point d’une puce a ADN pour le diagnostic de I'organisme de
quarantaine R. solanacearum, j'ai orienté mes travaux vers l'identification de(s) I'agent(s)
pathogene(s), les positions phylogénétiques prédites et I'appartenance a un groupe
phénotypique a risque (listé organisme de quarantaine, émergent...). Il est évident que le
dispositif doit permettre d’accéder aussi a I'écotype auquel la ou les souches appartiennent
et de renseigner sur le spectre d’hote et sur la virulence. Le principe de fonctionnement des
puces a ADN de diagnostic est identique a celui des puces a ADN CGH ; seul le design des
sondes est différent, car elles sont dessinées a couvrir 'ensemble de la séquence
nucléotidique des génes cibles spécifiques. Il n’est pas question ici de sonder le pangénome,
mais d’orienter vers |'analyse de groupes de sondes discriminantes dans un test de

diagnostic. Cet outil permet une analyse haut débit sur plusieurs groupes bactériens en
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méme temps et de ce fait, augmente la rentabilité des examens et la mise en quarantaine
durant une longue période n’est plus nécessaire. Pour les Solanaceae, plusieurs puces ont
été mises au point pour le diagnostic de virus (Agindotan & Perry, 2007) ou encore

comportant des multiples bactéries pathogénes (Aittamaa, Somervuo, et al., 2008).

1.4 Les parametres de I’hybridation

Outre la complémentarité entre deux molécules d’ADN, leur hybridation requiert des
parametres physico-chimiques bien précis pour obtenir une stabilité suffisante du complexe
formé. De nombreuses études portent sur la stabilité de ce complexe en solution, mais le cas
des puces a ADN est différent puisque les oligonucléotides sont fixés sur un support de
verre. Cependant, il a été montré que les parametres de stabilité des complexes en solutions
sont corrélés avec ceux sur puces a ADN (Fotin, Drobyshev, et al., 1998; Kunitsyn,
Kochetkova, et al., 1996) et permettent ainsi de prédire le comportement des complexes
(Maskos & Southern, 1992; Vasiliskov, Prokopenko, et al., 2001). La qualité de I’hybridation
est dépendante de la qualité du design des sondes. Celles-ci doivent étre spécifiques,
homogenes dans leurs caractéristiques thermodynamiques et doivent éviter les

conformations (structures) secondaires stables sur elles-mémes.

La spécificité des sondes est une partie critique du design d’une puce afin de produire une
sonde qui ciblera une région précise du génome. Quelles soient spécifiques d’'un géne, des
orthologues de ce gene, d’une région inter génique ou autre, les sondes doivent étre
congues pour éviter dans la mesure du possible les phénomeénes d’hybridation aspécifique.
Elles doivent aussi présenter une identité d’au moins 70% avec leurs cibles, quelle que soit la
longueur de la sonde (Hughes, Mao, et al., 2001). Une sonde congue comme courte sera plus

spécifique au niveau de I’ADN qu’une sonde congue comme longue.

Le rendement des sondes est un autre critere qui se définit par le ratio entre le nombre de
sondes répondant spécifiquement sur le nombre de sondes totales ; il caractérise la qualité
d’un design. Les sondes doivent posséder le méme profil thermodynamique dépendant des
caractéristiques des acides nucléiques : le taux de G+C est lié positivement a |’élévation de la
température de fusion (Tm), et I'énergie libre, I'enthalpie, et I'entropie sont liées au
complexe formé par I'association sonde-cible (Doktycz, Morris, et al., 1995; Santalucia,
1998). Le Tm de la sonde correspond a la température a laquelle la moitié des acides
nucléiques est sous forme double brin et conditionne la température de la réaction
d’hybridation (SantaLucia, Allawi, et al., 1996). La température de réaction doit étre abaissée
de 5 a 10°C par rapport au Tm (Rychlik & Rhoads, 1989). Néanmoins, cette valeur est
calculée pour un ADN en solution et du fait de la fixation de la sonde sur la lame en verre, il

faudra abaisser cette température de 7 a 8°C supplémentaires par rapport au Tm (Wallace,
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Shaffer, et al., 1979). |l est par ailleurs démontré que le marquage de I’ADN cible ne modifie
pas les caractéristiques thermodynamiques (Griffin & Smith, 1998). Le Tm est influencé par
deux parametres majeurs externes au design de la sonde, que sont la concentration en acide
nucléique et la concentration en sels, qui sont, comme le taux de G+C, positivement lié a
I’élévation du Tm. Un autre parametre concerne la formation de structures secondaires
stables sur la sonde elle-méme : ces formations en épingle a cheveux nuisent a I’hybridation
avec la cible, et donc au rendement, et sont dépendantes de leurs énergies libres de
formation ; plus cette énergie libre est petite, plus la probabilité d’observer une formation
secondaire est grande (Southern, Mir, et al., 1999). La stabilité du complexe sonde-cible
influe positivement sur le rendement de [I'hybridation et est basée sur quatre
caractéristiques principales : (i) la complémentarité des séquences ; (ii) la composition des
pentameres a I'extrémité libre des sondes doit étre majoritairement des guanines ou des
cytosines (Mitsuhashi, 1996) ; (iii) la nature des bases situées aux extrémités de la sonde qui
doit étre des guanines ou des cytosines (Southern, Mir, et al., 1999; Xia, Santalucia, et al.,
1998) du fait du phénomeéne de « fermeture éclair » (zippering process) (Maskos &
Southern, 1993) qui débute sur la base a I'extrémité libre de la sonde pour finir sur
I’extrémité solidaire de la lame, et limite aussi les risques de dénaturation (Williams, Case-
Green, et al., 1994); et (iv) la présence de séquence contenant trois guanines ou trois
cytosines successives qui, lorsque cette condition n’est pas vérifiée, induit une erreur dans le
calcul des énergies d’interaction par rapport aux valeurs expérimentales (Santalucia, Allawi,
etal., 1996; Williams, Case-Green, et al., 1994)..

1.5 L'analyse des images

A I'issu de I'hybridation des échantillons marqués sur la puce a ADN, des lavages successifs
plus ou moins stringents sont réalisés pour éliminer au maximum les ADN non hybridés ou
partiellement hybridés. La numérisation de la lame va alors permettre de fournir une image
précise qui va étre analysée pour en extraire des données quantitatives. Dans le cas d’un
double marquage, cette phase permet de quantifier de facon relative le niveau d’intensité
de chaque couleur. La qualité de cette étape est cruciale puisqu’elle va jouer sur les
interprétations biologiques des données et se déroule sur quatre phases : la localisation des
spots, leurs segmentations pour l'identification des zones précises a quantifier, I’extraction

des données et enfin leur traitement.

La localisation des spots se fait par une grille numérique répertoriant les coordonnées de
chaque spot. Cette grille est fournie par le fabricant et est issue du plan de dépét. La
localisation des spots requiert plusieurs paramétres, comme ['‘espace entre les spots,

I’espace entre les blocs d’une puce... La précision est de rigueur, car les analyses ultérieures
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dépendent de cette étape. La segmentation des spots permet un classement des pixels pour
différencier les classes « signal » (foreground) et « bruit de fond » (background). Ainsi,
I'image est analysée spot par spot et nécessite un découpage en plusieurs zones qui
serviront a l'extraction numérique : spot a quantifier, background immédiat, background
général... L'analyse doit s’adapter a des variations de la taille des spots, des formes
complexes, et des irrégularités et fournir des données au cas par cas. L'extraction des
valeurs se fait une fois que les deux classes de pixels sont identifiées et consiste en une
mesure quantitative de parametres clefs, appelés indices, sur la lame et permet de
guantifier le niveau d’intensité de fluorescence en rouge et vert de chaque classe de pixel.
De nombreuses données brutes sont produites et caractérisent chaque spot. La derniére
étape est le traitement de ces données brutes par leurs normalisations afin d’obtenir des
résultats comparables et homogénes entre les hybridations. Appliquée sur les données
brutes, la normalisation de ces données par des traitements statistiques donnera une
représentation permettant leur interprétation et autorise ainsi la vérification d’hypothéses

biologiques.
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2 La puce pangénomique

Les travaux de génomique comparative ont révélé ces dernieres années des degrés de
diversité intra espéce jusqu’alors inaccessible par les outils phénotypiques traditionnels
(Pallen & Wren, 2007). Les avancées moléculaires permettent désormais de travailler a
« génome ouvert » et la facilité relative avec laquelle il est possible d’obtenir des séquences
de génomes complets (non refermés et constitués par un trés grand nombre de contigs tout
de méme) offre de nouvelles perspectives de recherche et autorise des questionnements
scientifiques impossibles dans le passé. Ainsi pour une espéce donnée, il apparait
stratégique de déterminer combien de génomes il resterait a séquencer afin d’obtenir le
répertoire le plus complet de génes pour rendre compte précisément de la diversité
génétique au sein de I'espéece étudiée. Cependant, I'expérience montre que la description de
nouveaux genes est une donnée inéluctable au séquencage de nouveaux génomes (Tettelin,
Masignani, et al., 2005). En théorie, il apparait donc impossible de décrire la totalité du
génome qui caractérise une espece bactérienne particuliere. C'est pourquoi la plus fidele
approximation pour décrire l'espece se base aujourd’hui sur la caractérisation du
pangénome (Medini, Donati, et al., 2005). La démarche que nous avons adoptée pour choisir
les nouvelles souches R. solanacearum a séquencer est basée sur I'évaluation du nombre de
génes nouvellement décrits pour chague nouveau séquencage (Figure 21). Cette stratégie a
été utilisée dans la littérature pour évaluer ce besoin de séquengage (Hogg, Hu, et al., 2007;
Tettelin, Masignani, et al., 2005). Dans ces deux cas d’études ainsi que dans le nétre, il a été
décrit un répertoire de génes commun a I'espéce, encodant potentiellement les éléments
nécessaires a la survie de lindividu et aux traits phénotypiques communs. Ainsi le
pangénome associe le répertoire de genes commun a l'espece (Génome core) et les
répertoires de genes décrits comme accessoire (Génome variable ou accessoire). Le génome
accessoire est moteur de diversité de I'espece et ces génes codent pour des fonctions qui ne
sont probablement pas indispensables a la survie de l'individu. En revanche, le génome
accessoire contribue a procurer les avantages sélectifs, comme la résistance antibiotique, la
possibilité de coloniser la plante hote ou encore l'adaptation a une niche écologique
(Tettelin, Riley, et al., 2008).

Malgré les avancées importantes des connaissances que peuvent apporter les efforts a
décrire de maniere exhaustive le pangénome, il faut constater que seuls 10% des génomes
bactériens séquencés appartiennent a la méme espece (Liolios, Chen, et al., 2010) et
I'espece bactérienne R. solanacearum fait partie des 16% des bactéries phytopathogénes a
avoir été ségquencées au moins deux fois. Suite au séquencage de deux nouvelles souches
dans le complexe d’espéces R. solanacearum : R. syzygii et I'agent du BDB, ce complexe

d’especes se positionne second des bactéries phytopathogénes les plus séquencées au
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monde, juste apres P. syringae. Nous anticipons que la caractérisation complete de ce
pangénome sera difficile pour R. solanacearum, car cet organisme évolue rapidement a la
faveur de multiples mécanismes permettant notamment d’acquérir du matériel génétique
exogene, de coloniser de multiples niches écologiques, et se déployer sur une gamme
d’hotes large et inhabituelle. Néanmoins, le core génome de R. solanacearum n’évoluera
gue trés peu relativement au fait que les souches séquencées sont réparties dans I'arbre
phylogénétique. Aussi, ce pangénome peut étre caractérisé comme ouvert (Medini, Donati,
et al., 2005; Tettelin, Masignani, et al., 2005), montrant un réel caractére d’espéce pour

R. solanacearum (Tettelin, Masignani, et al., 2005).

Par souci d’homogénéité dans la présentation de ma these, I'ensemble des données
expérimentales et concepts concernant la génomique évolutive du génome chez

R. solanacearum est présenté dans un format de publication.
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Abstract

Certain bacteria can cause severe damages on hosts and evolved as a highly profiled. pathoge
Ralstonia solanacearum is known as an ancestral plant pathogen on a wide range of hosts, where
ecotypes Brown rot iphylotypellB-1 and Moko in phylotyes 1IA-6, 11B-3, and IIB4 are sadly
famous for theirworldwide epidemic situation. To access the evolution history and to characterize
those ecotypes, we analgZeé2 R. solanacearum strains, mainly fronphylotypellB, on a pangenomic
microarray designed from six representative and fully sequenced strains. Froidizhtibn
responses, strains phylogeny was reconstructed using both hierarchicBlayeslan clustering.
Clustering analyses revealed a phylogeographic strufiiunghylotypellB strains,with an Andean

and an African origin for European strailfdoreover, based on the inferred tree, it was possible to
reconstruct ancestral events of geaequisition and loss. We found significantly more gain of genes
targeting the chromosome than on the megaplasmid and conversely, more genes loss on the
megaplasmid. Ancestratatereconstructionrdemonstratedhigh gain of mobile elements among the
phylogeny and also the importance of pathogenicity and environmental adaptation relateth dbe
evolution of R. solanacearum. These findings improve our understanding of evolutionary forces
driving this plant pathogen to be successful

Introduction plant pathogens, is surely one of the most
successful vascular bacterihis soil borne and
Facing the microbial communities plants Xylem inhabitant encompassed thousands of
represent ecological niches that provide a widdfferent strains distributed worldwide and
range of nutriens for bacteria. While a large causing bacterial wilt diseasen more han 50
number of bacterial taxa can develop around &etanical families(Hayward, 199% Moreover,
on plant tissue, only few of themdeveloped the beéing both —a highly genetically and
ability to enter and multiply within plartissue Phenotypically heterogeneous plant pathogen
itself (Alfano & Collmer, 1998. Analyses of species R solanacearum is an excellent case
adaptation of thesespecialized organisms Study to understandmechanisms ofgenome
towards plants demonstrate the “arms race” evolution in general and plant adaptation in
between parasite and hogtsan Valen, 1978 particular. While genome structure, genes
This raceoccurredoy selectivepressure that lead content and distribution of this plant pathogen
to acquire new genes to enhance their adaptatidave been well studied these last yg&senye
or virulence or by losing or modifying genes that& Vandamme, 2003Genin & Boucher, 2004
have become elicitors of host defens&uidot, Prior et al, 2007 Remenant, Coupat
mechanisms(Alfano & Collmer, 1996 Dangl, Goutalander al., 201Q Salanoubat, Genirz al,
1994. Hence, investigation athe evolutionary 2002, providing a better understanding of the
past of pathogenic plaaissociated bacteria molecular processes ensuri®) solanacearum
provides new insights onthe relationships SPecialization(see Genin, 2010 for revigntheir
between genomics and hostesialization. relationships with phylogeny are still largely
unexploredThelatest phylogenetic classification
R. solanacearum (Smith) Yabuuchir al. (1999, Scheme based on molecular tools clearly
a highly destructive and widespread bacterig¢onfirmed that R. solanacearum strains are
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unified into four distinct phylotypeselatingto environmental conditions (Stouthamer &
geographical origin of the straifSegan & Prior, Kooijman, 1993 Combining those evolutionary
2005 Villa, Tsuchiya et al., 2003. Hence, this abilities together, it is therefore easier to
phylotype classification accounts forunderstand thesuccessof R. solanacearum in
phylogeography and evolutionary past of straingxtending its hostange its phenotype diversity
which are distributed in Asian phylotypel, andits geographical distribution. It is probably
American phylotypell, African phylotypelll, only with a constant and fine tune of genome
and IndonesianphylotypelV, which host the contents that such a diversity and specificity can
closely related specieR. syzygii (Sumatra be explained. Nevertheless accessing those data
disease of clove) and the banana blood diseasg questioning full genome content on a large
bacterium (BDB) (Taghavi, Hayward et al., strain collection remain problematic.
1996 Vaneechoutte, Kampfeg#s al., 2009.

A former study used a CGH microarray approach
As a major breakthrough fdtalstonia evolution to estimate genes distribution among 18
and comparative genomithyreeRr. solanacearum  solanacearum strains shared in the 4 phylotypes
genomes were recently fully sequenced an@uidot, Prioy et al., 2007. This microarray was
annotated(Remenant, Coupdboutaland et al., designed from the GMI1000 genome sequence
2010 in addition offour other straingGabriel, (phylotypel) and encompassed about 5,000
Allen, et al., 2006 Guidot, Coupater al., 2009 oligonucleotides.Data from the whole genome
Salanoubat, Geninet al, 200). More than confirmed the phylogeny in four distinct
confirming the previous phylotype cléfésation, phylotypes and brought a first estimation of the
this analysis highlighted the remarkableeore genome. Hoewer, the design of this
heterogeneity of this bacteria species betwegenomic CGH microarray was restricted on one
phylotypes and the probable need to furthghylotypel strain, inducing a bias for estimating
reshape its classification into at lealiree specific genes of the three other phylotypes.
species. There are evidencethat pathogenic Based on this studgnd going one step further
bacteria have mechanisms allowing a highave choose here todevelop a pangenomic
mutation rate on genes implicated into thenicroarray from the six available sequenced
interaction with hosts, in order to trigger newgenomes, distributed in the phylogeny &f
natural selected innovative traits and therefore, Belanacearum. Hence, this new pangenomic tool
more responsive to any environmental changedowed accurate exploration of genes content,
(Metzgar & Wills, 2000 Moxon, Rainey et al., distribution and further inference of gene
1994. Those innovations are also observed bgcquisition and loss along the phgeny
the acquisition of foreign DNA fragments by thg Hudson, 2008
mean of lateral gene transfdEisen, 2000
Ochman, Lawrence al., 2000, and also by the It is expectedhat the genomscale information
loss of gene function or genome decagarnered from the pangenomic microarray will
(Andersson & Andersson, 199@/ren, 2000. R.  provides new insights in revisiting the evolution
solanacearum is naturally competent for taking forces that leadR. solanacearum to be such a
up and recombining exogenous DNRBertolla, successful plant pathogen. The respective
Van Gijsegemet al., 1997 Coupat, Chaumeille contribution part of each replicaand gene class
Dole et al., 2008, a major evolutionary force into diversification processes between and within
that shapedts genome structure. strains assigned to the same phylotypé be

investigated. Moreover than offering a bette
In conjunctionwith its ability to acquire foreign understanding othe generalevolutionaryrules
DNA, a major characteristic of the genomeRof shaping bacterial genom@ general, it also
solanacearum is itS mosaic structure in a bipartiteprovides clues on the first events predating
organization, where all strains are harboring twevolution ofR. solanacearum into phylotypes.
replicons (e. units of replication): a
chromosome (~3.6Mb), the lager and more We further hypothesize there is much more
conserved replicon, and a megaplasmid (~2Hiodiversity to learn from genomic population
Mb) (Genin & Boucher, 20Q4 Salanoubat, that structured group of strains phylotypell,
Genin et al.,, 200). Furthermore,relationship namely cold tolerant potato Brown rot (HB
between bacterial ecology and genome structua@d tropical Moko diseasmusing strains (11B
was formally reported (Petrov, 2001 4), which were recognized to be nophyletic
Vinogradov, 2004 and bacteria with multi (clonal) after neutral marker approa@ellier &
replicons usually gain adaptation to manyrior, 2010Q. We thus focus on closely related
different ecological niches with variousphylotypell groups ofstrainsthoseshared well
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characterized ecological and phenotypical traitargetinggenespresent in at least twbut not all
within their clusters, in an attempt to reconstrucdequenced genomeand were enaed “VAR”.

their
acquisition of tleir very specific phenotypes.

Materials and methods

Bacterial strains

A set of 72 uniqueR. solanacearum strains was
selected according to their

evolutionary pathway along with theTo avoid the redundancy of probes targeting

orthologousgenes probeswere filtered basedn
their BLASTN results(Altschul, Maddenet al.,
1997 andbest probes werselectedconsidering
a 80% minimum match a melting temperature
(Tm) of 77°C+/- 9°C, anda G+C contenif 57%
+/- 20% (see Supplementaryrigure 1 and
Supplementary Table 2 for details). After

phylogenetidiltering, the final set of probe was constituted

distribution among the four phylotypes and theiwith 3317 core,3631variable and 3963 specific

well
(Solanum tuberosum), tomato (S. lycopersicom),
eggplant(S. melongena), and bananéfusa spp.)
(Cellier & Prior, 2010. A single strain ofR.
pickettii was includedas outgroup Strainswere
obtained from different bacterial
(Supplementary Table) Inaintained aCentre de
coopération  Internationale en  Recherche
Agronomique pour le Développement (CIRAD -
Saint Pierre, Reunion
Martinique, French West Indies),aboratoire
National de la Protection des Végétaux (LNPV -
Angers, France), Institut National de la
Recherche Agronomique (INRA - Rennes,

characterized virulence against potatgrobes.To assess the hybridization quality and

innerslide reproducibility, 10 replicates 0f300

biologicalprobes (275 from the “core” group and
25 from the *“variable” group, Supplementary
Table 3 and Agilent Controls were added to the

collectionsmicroarray.A total of 42negative probeswvhich

were notcomplementary withR. solanacearum
genomes (7 probes of random sequences and 35
Cupriavidus taiwanensis sequencebased probes

Island; Le LamentinSupplementary Table 2) were also added.

Microarrays were manufactured by Agilent
Technologies (Santa Clara, CAJsing in-situ
synthesis. Oligonucleotides were randomly
spottedon the slide surface.

France), University of Queensland (Brisbane,

Australig, andCollection Frangaise de Bactéries
Phytopathogenes (CFBP -Angers, France).

Probe design and microarray manufacturing

Biological robes (n=10911, see
Supplementary Table) 2vere designedrom six
sequenced and annotated genomes Rf
solanacearum: GMI1000 (Salanoubat, Geniret

al., 2002, Molk2 and IPO1609Guidot, Coupat
et al., 2009, CMR15, CFBP2957and PSIO7
(Remenant, Coupd#boutaland et al., 2010.

DNA labeling and hybridization

Overnight liquid cultures were pelleted at
5400rpm andwashed with 50@nI NaCl 1M,
before genomic DNA purificationusing a
DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, Hilden,
Germany according to the manufacturer's
recommendationsLabeling of genomic DNA
was performedaccordingto Guidot et al (2007).
Labeling reactios were performedin complete
obscurityat 37°C for 2hReactions werstopped
with 5ul of 0.5M EDTA pH8 from Bioprime

These six genomic sequences are publicNA Labelling system kit (Invitrogen, Carlshad,

available on the online MaGe interface
(https://www.genoscope.cnsdgt/microscope/a
bout/collabprojects.php?P_#67). Probe design
was performed by Imaxio (ClermontFerrand,
France)using the following strategywo 60 mers
probeswere designedrom every CDS (coding
sequence)of each sequenced genomdhree
groupsof probeswerethenconstitutedand called
“specific¢, "coré€’, and “variablé€, accordingto
their targetsspecificity. The groupg'specific” was
composed ofthe probes onlytargetinga single
strain out of the six fully sequencexhd were
then encoded “CFBP”, “CMR”, “GMI", “IPO”,

CA) and stored on ice

Purification of labeled productsvas performed
using CyScribe GFX purification kit GE
Healthcare, Bucks., UK, according to the
manufacturer's recommendations. DNA
concentratiorwas adjustedo 70 ng.pul* in HPLC
grade waterusing Nanodropspectrophotometer
ND-8000 (Nanodrop Technologies, Wilmington,
MA), for an average dykabeling concentration
of 12pmol.I*. Hybridizatiors were performed
overnight (approxl16h) in the G2545A Agilent
Technologies microarray hybridization oven,

“MOLK”, or “PSI”, depending of the targetedusing the microarrayigilent's recommendations
strain The groug‘core” was composed of probesand reagents with the 8x15KCustom CGH

targeting all orthologous gere in the six
sequenced genomes, am@s encoded “COR”.

The group*“variable” was composed of probes

microarray protocol (available on Adent
website.
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Each Cy3labeled genomi®©NA was hybridized ranging from 1 to 10. The appropriate number of
one time, except genomic DNAf the six cluster (K) was estimated following the method
sequenced genomashich werehybridized three described by Evanng al. (2005.

times to assess intatide reproducibility

Genomic DNA of CMR15 strain labeled with Gene content evolution

Cy5 was included in ah hybridization as

referenceor further reproducibility tests While the experimental design used here, a CGH
microarray, doesn'allow the dicovery of new
Image scanning and data analysis genes inhe pangenome @. solanacearum (i.e.

the analysis is limited to probespecifically
Scanning of slide was performed at a pm designed to target knowsequences), it can be
resolution using the Agilent Technologies use efficiently whert comes o estimate the core
scanner G2565CAmanaged by Scan Controlgenome of close relative strainknowing the
software 8.5 (Agilent Technologies) Data microarray design already includle probes
extractionfrom the 16bit TIFF imagewasdone corresponding to the CDS of six full genome
with Feature Extraction software 10.5.1.1sequences, questioning a group of neighboring
(Agilent Technologies) strain will effectively downsize the number of
positively responding probes to the set absolutely
The free statistical R softwar@® Development conserved in this group.
Core Team, 2009was used to perform data
manipulation and statistical analysis. Spot This number of core oligonucleotide preheas
intensity was calculated with the difference computed for a growing number of strains with
between the median foreground and thedian 100 resamplingAnalysis of the datathrougha
backgroundntensitiesand normalized according so-called depletion curve, alloven esimation of
to the standard normal deviate methodlong the exhaustiveness of the strain sampling: the
with a base 2 logarithnirhe dispersion of the curve is expected to reach a plateauth an
massdistribution was assessedsing akernel optimumnumber of strais corresponding to the
density methodvith the bandwidth of a Gaussiancore probe set.
kernel density estimatgSheather &ones, 1991
Silverman, 198§ available in the R packageBase& on the phylogenetic tree, we also
“stats”. A thresholdwas estimatethdependently attemped to reconstruct the ancestral state of
for each hybridization as the intensity value each probe (present or abseft) every nodes.
between the two peaks of the spdensity To this end, we use the likelihood method for
distribution. This threshold allowed estimating discrete sate reconstruction implemented in the
two response®f probes based otheir binary “ace” function from the R package “ape”
signal: 1 (i.e. gene present in the strammd 0 (Paradis, Claudeer al., 2004. Taking branch
(i.e. gene absentn the straij. All further length into account, this method computbe
analyses were performed on thisary dataset presence and the absenpeobability, ranging
from O to 1,of probes ata given node of the
Clustering phylogeny. Comparison of those probabilities
between two nodegave an estimation of the
To assess the phylogenetic relationships of the hature anchumberof probeloss and gairvents
R. solanacearum strains, ainary distance matrix (loss or gain), both defined with a variation
was computedPhylogeny was then reconstructegupeior to 0.5 of the probability of presence and
from this distance matrix using the neighborabsence. When focusing on the very deep branch
joining algorithm(Saitou & Nei, 198, available of the tree, thsedatafirst provide a view ofjene
in the R package “apg(Paradis, Claudeet al., events of acquisition and loss predatinghe
2004), with 1,000 bootstrap replicates formation of each phylotypesAlso, when
summarizing loss angain valus over the whole
Bayesian clustering was performed with th@hylogeny, itis possible to estimate and compare
software STRUCTURE v2.3.3 (Pritchard, dynamics ofgenesgain and losslepending on a
Stephens et al, 200Q. This iterative model given criterion such as gene localization (i.e.
based analysis aimed to assess the populatieiromosome or megaplasmid) or gene function.
structure withassgnmentof individuals to “K” These valug of “gene movement” where
clusters, allowing for admixture. Analyses wergompared using Chisquared contingency table
set to a burning period of 50,000 iterationgest
followed with 100,000 iterations. A total of 20
independent simulations were performed with K
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Figure 22. Depletion curves

Depletion curve of the core probe set for the phylotype IIB strains (n=59, blue whisker plots)
and all the four Ralstonia solanacearum phylotypes (n=85, black whisker plots). Each whisker
plot represents the distribution of the number of positive probes in every strains of the

tested group (size given on the horizontal axis) after 100 resamplings.
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Results Comparison of the threleybridization replicates
of the six sequenced strains showed an average
Microarray performance inter-slide reproducibility of 96.8%(i.e. same

binary responseyangingfrom 94.3% (CMR15)
Assessment of the experiment quality viased t0 98.6% (CFBP2957).
on the analysisof replicates probes response
along with hybridization prediction through Depletion curves

genomes sequerse _ _
Depletion curves (Figure 22) represents the

Specificity and sensibility relationbetweenthe number of strain hybridized
on the pangenomic array artie number of
Specificity and sensibility of the pangenomiddositive probes for every of those strai@urves
microarray were estimated with thersparison were computed and plotted for all the.
of the gene content of the sk solanacearum solanacearum strains (black curve) and the
full genome sequenceand the gene content PhylotypellB (blue curve). In both cwes, aftela
revealedby the pangenomic microarraffrobes Mmassive decrease in population of posifwebe
designed as negative controls were always givégsponse for the first ten strains sampled, the
a negative responsddore than 98.1% of the number of positive prolsetendedto stabilize
genes are retrieved in the pangenomic microarr#jth the growing number of strain testeohd
experiments and thug.9% of probes responsesieéached plateau a2,690genesand4,228 genes
could be considered as false negative. On thosefoa all and for the phylotypellB strains
total of 36 probes always gavenagative signal respectively.
and were removed from analysis. In addition, less
than 4.8% of the positive responses werBhylogeny in Ralstonia solanacearum species
triggered by hybridization of genomic DNA tocomplex
probes designed on another genome and thus
constituted false positive responses. Out dfierarchical clustering
10,911 probes, 2690 probes (2%) always gave ] ) ) ]
a positive response with the. solanacearum CONfirmed with high bootstrap valuesstrains
DNA and were mainly targeted chromosomaj/éré distibuted into four major clusterand
genes (83%); these probes constituted the arrajtPdivisions, respectively correspondingtheir
core probes (ArCP). Further analysis focused diylotypes and sequevas (Figure 3A).
the minimal gene set described by Gil ait Replicates of hybridizations were clustered
(2009, which includes well ConserVedtogetr_lelr The R. pickettii  strain  clearly
housekeeping genes for basic metabolism aﬁansptutedan outlier from theR. solanacearum
macromolecular synthesigheremany of which SPecies complexand was assigned as an eut
are essential gene®f the 205 unique genes pard"OUpP- It is impartant to notice here that athe
of the minimal gene set, 199 were found in thBNYlotypes where monophyletic on the tree. From
R. solanacearum sequenced genomemd were theR. solanacearum common ancestdindicated

targeted by at least one probe from the Arcpith a red star on Figure32), the ancestor of

group what is now the phylotypelV appeaed to
diverge early. The tree topology then sleova
Reproducibility split between phylotypell and the ancestor

phylotypel and Ill. In thephylotypell, a clear
The reproducibility of the experiment wasSegregatiorshowed bya long branch appeed
assessedising 300replicates ofprobes oneach betweenphylotypesliA and IIB. Looking closer
array (innerslide reproducibility),85 replicatss Within  phylotypes, three strains clearly
of stran CMR15 (Ill-29) labeled with Cy5 consftituted putlie_rs from their sequevars
(normalization between slideand interslide confirmed with high bootstrap valise strain
reproducibilty), and 3 replicates of eachCMR15 (lll-29) in the phylotypeslll; strain
sequenced genomes (intide reproducibility). CFBP6797 (IIBANPB)in the phylotypellB; and
Replicate probeswithin an array showed an Strain CFBP3858 (IIEL) in the phylotypellB-1
average inneslide reproducibility of 9%%. Some other strains, such as IBSBF1712 or
Cross comparison of strain CMR15 Gigheled CFBP7014, unique members of their seqrs
hybridizations showed 93.4% of reproducibilityShow only a distant relationship to the other
96.7% of reproducibility between Cy3 and Cystrain in their phylotypes.
labeled hybridizations on all replicates, and
99.6% of reproducibility on the same array
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Figure 23. Phylogenetic structure of Ralstonia solanacearum species complex

(A) Neighbor joining phylogenetic tree of 72 Ralstonia solanacearum strains computed with
1,000 resamplings. Bootstrap values below 95% are represented on nodes. Strains are
detailed with their phylotype and sequevar (in parenthesis), along with their country and
host of isolation. (B) Clustering and source of ancestry of the strains. Each colored box
represents independent analyses of all R. solanacearum strains (red) or ecotype with Moko
causing strains (light green), phylotype IlIA strains (dark green), Brown rot strains (light blue)
and phylotype [IB-1 and [IB-2 together (dark blue). Within an analysis, each bar represent
with different colors the proportion of ancestral nucleotides inherited from each of the

inferred ancestral populations.
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Bayesian clustering adaptation were also studieBinally, regarding
gene class metabolism clagas chosen to set up
Bayesian clustering performed witha comparison of stabilitthrough evolutionOur

STRUCTURE software was used to assd®s tfifth and last category was genome localization,
occurrence of a structure within a givereither on the chromosome or on the
population According to the probability of the megaplasmid.

data given the number of cluster, the appropriate

number of cluster in the whol solanacearum  Dynamics of genes

population was defined tiree(Figure 3B, red

box). The first clustered bar)was composed of After sorting the loss and gain into the different
all strains fromphylotypesliB-1 and 1IB2 with class of probes, the statistical comparison of
an average inference of cluster membership dfstributions demorigate therewere significant
0.975 and a FST value of 0.87The second differences between these clessvith different
cluster (green bar)was composed of all strainslevelsof probe gais and losss(Figure24). The
from phylotypeslIA, 11B-3, 11B-4, [IB-4ANPB, “Extrachromosomal origin” class of geneshas
[IB-27, and 1IB51, with an average inference ofthe highestmovement valuesvhich was mainly
cluster membership d@.814 and a FST value ofassociated witlgairs. On the contraryin other
0.811.The third cluste(blue bar)was composed classesthe main movemenwas due tolosses.

of strainsfrom phylotypesl, 1ll, and IV, with an Genes assigned in th@athogenesis” classwere
average inference of cluster memberstip.649 characterized by both high losses and gains
and a FST value of 0.290. More than statisticallgmong the phylogengnd had a similadynamics
infer probable groups of strains, informatiorof movementcompared to those assigned e t
which is in fact available with a quick"Environmental  Adaptation”  class  The
examination of the tree, the STRUCTURE Metabolism” class was showed to havime
analysis also attempto determine the possiblelowest movement values both in loaad gain
admixed nature of indiduals (i.e. their amongthephylogeny ofR. solanacearum.
interbreed origin). This is translated withe

assignment of an individuab more than one Regarding genomic localization, it appears
group (see for example drigure BB the red, clearly that probes targeting the megaplasmid
green and blue in the IIA bars). Looking closer tpresent significantly more movemeint general
the clustering, it appeed that individuals fron  (p-value=2.9210"") than probes targeting the
the phylotypelV, from the IIA and 1IB6 groups chromosomgthe same observation was done for
present an admixed signature. Interestingly, tw@ene losses pfvalue=9.6610"%. But probes
others sequences CFBP358 (IIB-1) and targeting the chromosome present significantly
IBSBF1712 (lIB27), defined as outliers when more gains than pbes targeting the
examining thetree were assigned with relatively megaplasmidy-value=1.96107).

high inference value to both the red and the green
groups Ancestral movement of genes

Evolution of gene content among ancestral The acquisition and lossf the four previously
branches describedgeneclassesvere summarizeon the

phylogenyalong withtheir localization(the fifth
By reconstructing the ancestral state (presence®ass) on either the chromosome or the
absence)of each probe along the phylogeny, imegaplasmid(Figure 25A). For convenience,
was also possible to track their acquisition andnly the branch predating the apparition of the
loss events. Following this approach, we attemphylotype, and so representing the evolutionary
to (i) estimate the dynamiosf movementof a Step from the most recent common ancestor of all
given category of prolseand (i) characterize theR.solanacearum (RSO\rca) tO every ancestor
events at the origin of the diversification of eaclf each phylotype, are displayed on the tree.
phylotypes. We choose to focus ofive Regarding the brancbf R. pickettii (data not
categoriesof probes relatively to theirtarget showed, as expected because none of the probe
types Hence, genes related to pathogenesis wengs designed to be specific to this sequence, only
selected in first place. Since thimcteriumis high losses for every class of geme=re inferrel.
naturally competent for DNA exchangewias of Evolution of R. solanacearum strainsbelonging
particularinterest to appreciate gene movemeripo phylotypelV was straightfrom the ancestor
across mbile elementsR. solanacearum being and undergon®oth high losses and gains for all
also adapted to a wide rangé environmental classeson both repliconsThe descriptiorof the
conditions, genes relatedto environmental other phylotypesncestriesmplied each time the
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Figure 24. Genes class distribution

Representation of the distribution in boxplot of the movement (A), loss (B) and gain (C) of
Ralstonia solanacearum genes along its phylogeny. Letters over boxed graphics are
character-based statistics estimated using a Chi-squared contingency table test. Letters are
assigned to the distribution from the highest to the lowest (p-value=0.05) following the
alphabetical order. Classes of genes are organized in four groups: “Environmental
Adaptation”, related to toxin production and resistance, biosynthesis of natural products,
detoxification and cell adhesion; “Extrachromosomal origin”, related to phage, prophage,
and transposon; “Metabolism”, related to the metabolism of amino acid, sugar, lipid, purine
and pyrimidine, protein, aerobic and anaerobic, scavenge, central intermediary metabolism,
phosphor, sulfur, nitrogen, and transport and binding proteins; “Pathogenesis”, related to

effectors and pathogenicity related traits.
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analysis ofthreeother consecutive branchégdn shown above, the “metabolism” probes presént
the branchseparating the Rs@ica to the MRCA the lowest rates ahovements

of phylotypesl, IIA, 1IB, and Il (branch2 on

figure 4A), only limited losses and gainare Brown rot phylogeny

inferred mainly on the megaplasmidThe

subsequenbranchesleading to thephylotypell — Hierarchical clustering

(branch3) or to thephylotypesl and Il (branch

6), showedhighergene gais and lossson both We then focus on the wethown ecological
the chromosome and the megaplasmidroups, such as coldlerant potato Brown rot
Interestingly while many genes in all the fourstrainsandbananavioko diseasecausing strains
defined classes were acqmjrenosﬂy on the Brown rot strains are distributed intohe
megaplasmidon the branch leading to the IIAsequevars 1 and @igure BA and Table6),
subgroup (branch), only a high loss of geneswhich are both monophyletim the phylogeny.
related to environmental adaptation was observ&gquevarl is subdivided into at least five
on the branch predating thehylotypellB clusters some presenting geographical clustering,
(branch5). While ahigh number of gain or loss namely northern Europereferred as “North

of genes are inferred on the brar&lpredating two strains), Africa and Indian Ocearferred as
the phylotypel, only few movements were “AlO”, eight strains) and the Andean region

observed on the branch leadingpiylotypelll ~ (referred as “Andean”, six strainsjVhereas a
(branch?). fourth clusteris constituted with eleven strains

with heterogeneous geographical (referred as
Now focusing on the intra phylotypes gain andEuMr”) origin, an outlier, CFBP3858 isolated in
loss (Figure 25B), it is important tonotice that the Netherlandsormthe fifth cluster(referred as
the gain and loss value doesn't have the exaout”’). This same phylogeny wasnferred if
same meaning as when considering the ancestigstricting tke probesto the onedistributed either
events leading to phylotype. If both summargnly onthe chromosome asn the megaplasmid
statistics are computed from the same primafg@ata not shown).
value (i.e. the probabilities of presence and
absence of a probe at a given node), the -intrBayesian clustering
phylotype results represe the cumulative loss
and gain events occurring upon the whole set ¥ye then assessed the population structure on
branch forming the phylotype. In this frameworkBrownrot strains fronphylotypesliB-1 and I1B
a probe will account in the summary statistics a& Usinga Bayesian clusteringpproach (Tabl®
manytimesas it is loss or gain in the phylotypeand Figure 3B, light blue box) As a first step,
This second analysis is then moepresentative We analyzed the population structure of all strains
of the specific dynamics occurring inside each diustering intothe two Brown rot sequevarsut
the phylotypes. It is first interesting to notice thatve decided taliscardstrain CFBP3858, isolated
phylotypeslIB and Il for which the ancestral in the Netherlands from potatas regardsits
branch doesn't display high acquisition or Jos®uter position towardsphylotypellB-1. Data
are the two phylotypesin which the highst showed a two partition Bayesian clustering
number of gainwere observed (3026 and 1913where 20  strains  from phylotypellB-1
probes  respectively). Along with  theconstituted a firstmajor cluster (red bar)and
phylotypellA, the phylotypellB has also the sevenstrains fromphylotypellB-1 along with
particularity toshow a high dynamic ofprobes threestrains fromphylotypellB-2 canstituted a
gain related toelements ofextrachromosomal Secondmajor cluster (yellow bar) As a second
origin. Regarding the loss, Wasalso the group Step, we focused our Bayesian clustering analysis
IIB and Ill along with the IV (2841, 1651 andonly on the 20 Brown rot strains from
2098 probes respectively) that presenthe PhylotypellB-1 that previously clustered into the
highest numbers of events. For hieylotypelll ~ first major cluste(Table6 and Rgure 23B, dark
loss, importantly, gene for environmentapPlue boj. A partition into four clusters was
adaptation presents a statisticallynigher inferred where nine strains constituted cluster
dynamics ofossthanother probsclases Fewer ‘@’ (redbar) six strains constituted cluster "
events are observed in the groupsnd 1I1A, green bar) three strains constituted cluster “c”
reflecting the lower intrggroup diverty (0.14 (blue bar), and two strains constituted cluster “d”
and 0.19 respectivelyI value onFigure 25B) (orange bar)
than in the other groups (0.25, 0.2nd 0.28 for

the phylotypes I1B, IV, and Ill respectively). As Moko disease causing strains and emerging
strains phylogeny
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Figure 25. Ancestral reconstruction of Ralstonia solanacearum phylogeny

(A) Schematic representation of ancestral branches of Ralstonia solanacearum phylogeny
based on pangenomic microarray. Graphical representation over branches represents the
inferred percentage of gain (positive number) and loss (negative number) of probes signal
along the branch. Results are presented for both chromosome “K” and the megaplasmid
“mp” relatively to four classes linked to gene product. From the left to the right:
“Environment Adaptation”, related to toxin production and resistance, biosynthesis of
natural products, detoxification and cell adhesion; “Extrachromosomal origin”, related to
phage, prophage, and transposon; “Metabolism”, related to the metabolism of amino acid,
sugar, lipid, purine and pyrimidine, protein, aerobic and anaerobic, scavenge, central
intermediary metabolism, phosphor, sulfur, nitrogen, and transport and binding proteins;
and “Pathogenesis”, related to effectors and pathogenicity related traits. (B) Summary
statistics of the inferred number of gain and loss of probe signal inside each phylotype. The n
diversity index is given on the left while numbers in brackets correspond to total gain or loss

in the considered phylotype.
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Hierarchical clustering Classification of the plant pathogenk.
solanacearum has undergone many changes
We then considerethe Moko disease causing during these last 20 vyears. Historically,
strains phylogenyFigure BA). Three clusters of biodiversity of strains was mirrored by the race
strains appead, and wereconstitutedby the and biovar system based on phenotypic traits
phylotypesllA, IIB -3, and 1IB-4. It is important (Buddenhagen & Kelmanl964 Buddenhagen,
to notice thatthe phylotype 1IB4 didn't form a Sequeira et al, 1962 Buddenhagen, 1986
monophyletic groupwhere some strainswere Nevertheless, this classification evolweith the
emergent andnot pathogenenic to banananew tools the genomiara provide allowing the
(“NPB” strains) All these strains were describedassessmenof the relationship betweewidely
in South America = 8), West Indies {=7), heterogeneous organisms regarding their

Philippines ¢ = 5), and Europern(= 1). physiology, ecology, and genome cont@@bhan
& Perry, 2007 Staley, 200% Breakthrough of
Bayesian clustering DNA based technology brought new insights

(Hudson, 2008 and novel classifications
We assessed the population structfrheMoko  emerged.R. solanacearum is not an exception
disease causingtrains from phylotypesllA-6, and many studies revisited its phylogenetic
IIB-3, 1IB-4, and the newly describeddiversity, at thegenus leve{Cook, Barlow et al.,
phylotypellB-51, along with the emerging 1989 Cook & Sequeira, 1994Vaneechoutte,
strains fromphylotypellB-4NPB (Table7 and Kampfer er al., 2009, at the spcies complex
Figure BB). As a first step, we analyzed thelevel (Fegan, Taghaviet al., 1998 Poussier,
population structure of all strains clustering int@rior, ez al., 200Q Villa, Tsuchiya et al., 2005,
the threeMoko sequevarand sequevars 4NPB,or at the ecological leve{EdenGreen, 1994
7, and 36 (Table and Figure 3B, light green Thwaites, Mansfielder al., 1999 van der Wolf,
box). Three clusters were inferrefom the Bonants er al, 1999. Phylogeny of R.
analysis where strains fromphylotypellB-3  solanacearum has been recently revisited into
constituted a first major clustéblue bar) strains four major groups called phylotypes, subdivided
from phylotypesllA-6, 1lIA-7, and 1IA36 into sequevars(Fegan & Prior, 2005 and a
constituted a second major clusteurple bar) proposal was made to split tiRe solanacearum
and strains fromphylotypellB-4 along with species complex into three distinct genomic
strains from phylotypellB-4NPB constituted a species (Remenant, Coupdboutaland et al.,
third major clustegreen bar)As a second step, 2010. Hence, the CGH pangenonic microarray
we focused our Bayesian clustering analysis onBfeveloped in this study was designed as an
on the third major cluste(Table 2 and Figure attempt to look deeper at the genomic level in the
23B, dark green box)In this analysisa three phylogendc diversity ofR. solanacearum and to
partition Bayesian clustergnwas inferred, where bring new insights into the molecular ecology of

six strains fromphylotypellB-4, along with oe  this successful plant pathogen.
strain from phylotypellB-4NPB constituted

cluster “a” (green bar) seven strains from Microarray validation
phylotypesliB-4 constituted cluster “b{yellow
bar) and one strain from eagthylotypellB-4, Assessing the microarray efficiency was
[IB-4NPB, and IIB51 constituted cluster “c” mandatory to ensure meaningful data. Thus,
(purple bar) results showed high intatide reproducibility
(96.8%) allowingthe comparison of data without
Discussion replicating  strains. Furthermore, high
reproducibility across all Cy5 hybridizations on
This molecular approach of the solanacearum One hand, and between Cy3 and Cy5
genomic diversity through pangenomic CGHybridizations of strain CMR15 on the other
microarray unraveledi) new insights into the hand, validates each hybridizations separately
evolutionary past of this successful plan@nd crosscomparisons among Cy3
pathogen and (i) a broad diversity among hybridizations. Finally, high inneslide
phylotypell strain; especially for weknown reproducibility value on replicate probes
ecotypes such as Brown rot strains frornalidates thelesign ofthemicroarray without the
phylotypesliB-1 and 1IB2, but also Moko need of replicating all probes. In term of
disease causing strains frgrhylotypellB-4 and specificity, tte microarray developed in this
the emerging strains frophylotypellB-4NPB, study is characterized by both low false positive
(4.8%) and false negative respondd.9%)
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Table 6. Bayesian clustering analysis with STRUCTURE software on brown rot

strains from phylotypes II1B-1 and 11B-2°

. b b . L Structure®
Strains Phy” Seq Country Host Hierarchical
Major sub

CFBP4787 11B 1 Portugal Potato AlO 1 a
UW551 1B 1 Kenya Pelargonium AlO 1 a
CMR34 1B 1 Cameroon Tomato AlO 1 a
JT516 1B 1 Reunion Potato AlO 1 a
CFBP3870 1B 1 South Africa  Potato AlO 1 a
JT646 1B 1 Sri Lanka Potato AlO 1 a
LNPV28.23 1B 1 Reunion Potato AlO 1 a
JQ1051 1B 1 Reunion Tomato AlO 1 a
CFBP3865 1B 1 France Potato EuMr 1 a
CFBP3785 1B 1 Portugal Potato EuMr 1 b
CFBP4812 1B 1 France Tomato EuMr 1 b
JQ1006 1B 1 Reunion Potato EuMr 1 b
CFBP3579 1B 1 France Tomato EuMr 1 b
CFBP4578 1B 1 Egypt Tomato EuMr 1 b
PSS525 11B 1 Taiwan Potato EuMr 1 b
LNPV19.66 1B 1 France Potato EuMr 1 C
RM 1B 1 Uruguay Potato EuMr 1 c
CFBP3927 1B 1 Greece Potato EuMr 1 c
CFBP3884 1B 1 Sweden Potato North 1 d
IPO1609 1B 1 Netherlands Potato North 1 d
AP31H 1B 1 Uruguay Potato Andean 2
CFBP3784 1IB 1 Portugal Potato Andean 2
CFBP3873 1B 1 Belgium Potato Andean 2
CFBP7103 1B 1 Spain Potato Andean 2

ETAC 1B 1 Uruguay Potato Andean 2
CFBP3107 1B 1 Peru Potato Andean 2
CFBP4808 11B 1 Israel Potato EuMr 2
CFBP1410 1IB 2 Colombia Banana Plantain 2
CFBP3879 1B 2 Colombia Potato 2
CFBP4611 1B 2 Colombia Potato 2
CFBP3858 1B 1 Netherlands Potato Out ND

® ND refers to “not done” and Out referred to the outer phylogenetic position of the strain compared to its

sequevar.
b Phylotypes (Phy) and sequevar (Seq), as determined by sequencing of partial endoglucanase (eg/) gene
(Fegan & Prior, 2005).

¢ Cluster determined by hierarchical clustering based on an “average” agglomerative clustering computed
on a binary distance matrix using a bootstrap value of 1,000 resamplings. Names reflected the main origin
of strains within the cluster: A/O referred to African-Indian Ocean regions; EuMr referred to European and
Mediterranean regions; North referred to northern Europe regions; and Andean referred to Latin
Americas regions.

9 Statistical groups obtained by a Bayesian clustering analysis with STRUCTURE software for K varying from
1 to 10. Population “Major” was assessed to K = 2 clusters, according to the likelihood of assighment
decreasing from AK = 74 for K =1 to AK = 1.44 for K = 6. Cluster 1 was assigned with an average inference
of 0.872 and a FST value of 0.744. Cluster 2 was assigned with an average inference of 0.799 and a FST
value of 0.003. Population “Sub” was assessed to K = 4 clusters, according to the likelihood of assignment
increasing from AK = 11.210 for K = 1 to AK = 25.814 for K = 3, and then decreasing until K = 10. Sub-cluster
a was assigned with an average inference of 0.837 and a FST value of 0.804; sub-cluster b was assigned
with an average inference of 0.576 and a FST value of 0.967; sub-cluster ¢ was assigned with an average
inference of 0.554 and a FST value of 0.002; and sub-cluster d was assigned with an average inference of
0.693 and a FST value of 0.975.
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allowing us to accurately rely onour (Genin & Boucher, 2004 Nevertheless,
experimental data. Bayesian analysis unraveled new insights in the
apparently monophyletic distribution of strains
Questions about the optimum number of straiamong the phylogeny of the species complex.
needed in an analysis ¢btan a clear view of the Strain CFBP858 was the only strain of
diversity have always been of major interegthylotypellB-1 to cluster in another group than
(Hogg, Hu et al, 2007 Tettelin, Masignanietr 1IB-1 or IIB-2 strains, suggesting a gene flow
al., 2005. Curves based analysigFigure 22) with Moko disease causing strains from
demonstrate: that ten hybridied strains on the phylotypesllA-6 or IIB-3. Inference value of
pangenomic microarray were enough teluster membership for the strains from
drastically downsize the population of positiv phylotype 11B-4 and 11IB4NPB showed that they
probe responses (core probédpre strains were were different from other strains, even in the
analyzedin order to clearly characterize the same Bayesian cluster. This explains the outer
innerphylotype diversityFirstly, number ofcore phylogenetic position of strains CFBP6797 (lIB
probesfor all strains(2,690) that wererevealed 4NPB) and CFBP7014 (IH81) since they
with those curves was close to the one revealgtiowed higher inference value for tfiest II1B-
with sequencing technologf2,543), suggesting 1/IIB-2 cluster thanphylotypellB-4 and |IB
that most of the core genes were identifiediNPB strains cluster. The third cluster was
Secondly,despite a high number @bre probes gathering strains fromphylotypesl and 1lI, along
shared among phylotypellB strains this with  strains from phylotypelV in a
phylotype showed a great diversity. This suggeskgterogeneous clusterCompared to other
that only a limited amount of genes are involvedlusters, lte lower FST valuewas mainly explain
in the genomic diversity of these strainsby the occurrence gfhylotypelV in this cluster,
Furthermore, the minimal gene s@&il, Silva, ez where those strains showed a lower inference
al., 2009 retrieved inR. solanacearum genome value.
was targeted by at least one core probes revealed
by the pangenomic microarrayhis confirmed Gene content
that all strains hybridized are homogeneous in the
minimal gene set content. The microarray pangenomic approach, with its
high throughput capabilés provides us the
Pangenome and the Ralstonia solanacearum unique opportunity to assess gene content of a
species complex large number of strains and thus reconstruct the
history of gene loss and acquisition along the
Clustering of the 72. solanacearum strains and phylogeny. We choose to focus our analysis on
unique R. pickettii strain was performedoth four gene classes involving environmental
using a hierarchical analysis via bootstrapadaptation, pattgericity, metabolism and
resamplings and a Bayesian analysigxtrachromosomal related probe targets.
Hierarchical clustering data clearly sheav a Distribution of genes among the phylogenyRof
clustering in four major divisions in thesolanacearum was  significantly different
phylogeny of R. solanacearum, and many between the four described clasgEgure 24).
subdivisions confirming the phylotypes andHence, probes from the “Extrachromosomal
sequevars scheme obtained from partégl origin” class were found highly mobile among
sequencefFegan & Prior, 2006 This phylogeny the phylogenymostly with high gene gains,
is also highly congruent with previous CGHsuggesting that they may have played an
microarray or genomic da{&uidot, Prioy et al., important role in the evolution of theR.
2007, Remenant, CoupatGoutaland et al., solanacearum (Frost, Leplag et al., 2005.
2010, except for phylotypelV strains which Pathogenicity related genes clustered into the
didn't appear as beinghylotypell sister clade. “Pathogenesis” class were found as mobile as the
The same phylogeny was found when thelass “Environmental Adaptatitnin both gene
selection of probes was restricted to either tHesses and gainkighlighting the probable rolef
chromosome or the megaplasmid or eithehis gene class in théacteriumexpansion and
restricted to the type Il effectors encoding genesxtended host range.
or genes involved into pathogenicity (data not
shown). This supports hypothesis of the long-ocus on the ancestral branches of the four
coevolution of those two replicon€oenye & phylotypes revealed high rearrangements and
Vandamme, 20Q3 Genin & Boucher, 2004 unilateralacquisitions and lossed geneswhich
Guidot, Prior, et al., 2007 and the ancestral may be a general trend ofR. solanacearum
character oR. solanacearum as a plant pathogen evolution (Figure 25). Compared to the ancestral
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Table 7. Bayesian clustering analysis with STRUCTURE software on Moko disease
causing strains from phylotypes l1A-6, 11B-3, |IB-4, 1IB-4NPB, and 1IB-51.

. a a ) b Structure”
Strains Phy® Seq Country Host Hierarchical
Major sub

CFBP1416 1B 3 Costa Rica Banana Plantain 1
CIP417 B 3 Philippines Banana 1
CIP418 B 3 Indonesia Peanut 1
Molk2 B 3 Philippines Musa 1
uw28 B 3 Cyprus Potato 1
uw9 B 3 Costa Rica Heliconia 1
GMI8044 A 6 Grenada Banana 2
RUN394 A 6 Grenada Banana Bluggoe 2
uwi1si A 6 Venezuela Banana Plantain 2
15927 A 7 Porto Rico Tomato 2
CFBP2957 IIA 36 Martinique Tomato 2
CFBP2957 IIA 36 Martinique Tomato 2
CFBP2957 IIA 36 Martinique Tomato 2
uw170 B 4 Colombia Heliconia 4A 3 a
CFBP6778 IIB 4NPB Martinique Tomato NPB 3 a
CFBP6783 IIB  4NPB Martinique Heliconia NPB 3 a
RUN432 1B 4NPB French Guiana Water (irrigation) NPB 3 a
IBSBF1503 1IB 4NPB Bratzil Cucumber NPB 3 a
LNPV24.25 1IB 4ANPB France Tomato NPB 3 a
JY200 1B 4NPB Martinique Anthurium NPB 3 a
CFBP1184 1B 4 Honduras Musa 4B 3 b
LNPV31.10 1IB 4 French Guiana  Musa 4B 3 b
LNPV32.36 1B 4 French Guiana  Musa 4B 3 b
LNPV32.37 1IB 4 French Guiana  Banana Plantain 4B 3 b
LNPV32.40 1B 4 French Guiana Musa 4B 3 b
UW160 B 4 Peru Banana Plantain 4B 3 b
uUw1e63 B 4 Peru Banana Plantain 4A 3 b
uwi1e2 B 4 Peru Banana Plantain 4A 3 o
CFBP6797 1IB  4NPB Martinique American nightshade NPB 3 o
CFBP7014 1IB 51 Trinidad Anthurium 3 c

® Phylotypes (Phy) and sequevar (Seq), as determined by sequencing of partial endoglucanase
(egl) gene (Fegan & Prior, 2005).

® Cluster determined by hierarchical clustering based on an “average” agglomerative clustering
computed on a binary distance matrix using a bootstrap value of 1,000 resamplings.

© Statistical groups obtained by a Bayesian clustering analysis with STRUCTURE software for K
varying from 1 to 10. Population “Major” was assessed to K = 3 clusters, according to the
likelihood of assignment increasing from AK = 1.858 for K =2 to AK = 1401.232 for K = 3, and then
decreasing until K = 10. Cluster 1 was assigned with an average inference of 0.980 and a FST value
of 0.826; cluster 2 was assigned with an average inference of 0.956 and a FST value of 0.530; and
cluster 3 was assigned with an average inference of 0.976 and a FST value of 0.782. Population
“Sub” was assessed to K = 3 clusters, according to the likelihood of assignment increasing from AK
= 0.948 for K = 2 to AK = 98.391 for K = 3, and then decreasing until K = 10. Sub-cluster a was
assigned with an average inference of 0.881 and a FST value of 0.840; sub-cluster b was assigned
with an average inference of 0.827 and a FST value of 0.841; and sub-cluster ¢ was assigned with
an average inference of 0.677 and a FST value of 0.002.
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branch of allR. solanacearum strains, common were contributingat different levels. First, while
ancestral branches phylotypesllA and IIB, or I movements and losses were significantly higher
and lll, displayed high genes loss and gainspn the megaplasmid, gains were significantly
which suggests an ancestral divergence amohgyher on the chromosome during evolutionary
those groupsThis data support the hypothesis ofprocess inR. solanacearum. The megaplasmid
three genomic species in the solanacearum appeared more flexible than the chromosome and

species complexphylotypesl-lll, phylotypell, showed high genes gain in the ancestor branch of
andphylotypelV (Remenant, Coupd&soutaland phylotypellA strains, whilethechromosome was
etal., 2010. showing high genes gain in the common ancestor

branch of phylotypel strains. This supports
As we know, strains frorphylotypellB evolved observations thatthe chromosomeis more
in two distinct but genetically close clusters:-HB conserved acrosf. solanacearum strains than
1 and 1IB2. Whereas thehylotypellB common the megaplasmid,with a great amount of
ancestral branch only showed losses and limitéthusekeeping gese (Remenant, Coupat
gain values, a high gene flux characterized b@outalander al., 201Q Salanoubat, Genjrz al.,
both losses and gains was revealed within ti#902.
phylotypellB strains. In contrastiphylotypellA
strains were shown to share a relative low gerRangenome and population structure in
flux after high gene gains in their commorecotypes Moko and Brown rot
ancestor. This strongly indicates a diversity burst
for phylotypellB strains in a more recent eventA wide diversity within the phylogeny okR.
than for phylotypellA strains. Furthermore, a solanacearum was unraveled among strains
massive gain of genes in the “Extrachromosomalustering into the cold tolerant potato Brown rot
origin” class was obserde within the phylotypesliB-1 and I[IB2, and also in the
phylotypeslIB strains, supporting the role of thistropical banana Moko diseasausing strains in
mobile element in evolution of an organismphylotypellB-4. Both hierarchical and Bayesian
Massive gene loss was also observed in thidustering on Brown rot strains unraveled two
phylotype, supporting hypothesis of genomenajor distinct clusters among those strains.
decay and thus a profiling towards pathogenicitgurprisingly, whereas the hierarchical clustering
(Pallen & Wren, 200) characterized by loss of showed the same distribution of strains into the
many genes no longer essential in the hotvo clusters than into sequevar, Bayesian
environment. In a recent review, WréB000 clustering showed a different distribution: strains
discusses three possible origins for bacterighylotypellB-2 was assigned to the major cluster
pathogenicity: lateral gene transfer, antigenig, along with strains fromphylotypellB-1
variation, and genome decay. As an ancestraferred as “Andean”. From our knowledge,
pathogen, R. solanacearum genome had potato §. tuberosum) originated in the highlands
undergone drastieearrangementsvhichwere in  of Central America and this result suggests a long
favor of a pathogenicityrofile. This could be co-evolution with Brown rot strains from
linked with loss of genes during evolution anghylotypesliB-1 and [IB2, before evolving in
gain of mobile elements, which may be in favophylogenetically distinct clusters. This “Andean”
of advantageous selection characteristics. Tleduster, which could be referred as the Andean
same scenario was observed fbwlotypesl and Brown rot strains, was significantly different
Ill, where phylotypeslll strains were fobbwing from phylotypellB-1 strains of the major cluster
the same evolution process phylotypesliB: 1. Although phylotypellB-1 was historically
high gene losses and gains within the phylotypepnsidered as clona{Cellier & Prior, 2010
but low gene flux in their ancestral branch. Thélayward, 1991 Janse, 1996 Timms-Wilson,
fact that the ancestral branch ghylotypel Bryant er al., 2001 van der Wolf, Bonanfset
strains displayedhigh gain values could beal, 199§, it is the first time these strains
explained by their worldwide distribution thatdisclosed unsuspected but highly significant
could have contributed to gene flow. Thisancestral level of heterogeneity.
phylotypeis also considered as polyphage with
an extended host range and this amount of gdiirthermore, focus on the major cluster 1
could be linked with the adaptation of thes#evealed at least four sutusters within those
strains to multiple hosts. strains, linked with thie geographicaisolationor

their recognized capacity to distribute worldwide
When focuig on the role of chromosome andwith long history of plant materials movement
megaplasmid in the evolution of R.  The hierarchical cluster “EuMr” that referred to
solanacearum, it appears that these two repliconstrains mainly originating from Europe was
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phylogenetically heterogeneous, and ifiarted major cluster 1 and 2, where two strains isolated
into two Bayesian clusters: “b” and “c”. Clusterfrom potato (CFBP3873 in Belgium and
“b” was assigned with a high FST value of 0.96 CFBP4808 in Isragl displayed equivalent levels
whereas the cluster “c” was assigned with a loef membership tothose clusters Hence, two
FST value of 0.015, showing a great genetidistinct events of introduction may explain the
diversity among the cluster “c”, compare to aliversity of Brown rot strains observed in
high clonaltendency of cluster “b”. Low averageEurope: a former Andean origin that moved
inference value for both cluster “b” and “c” isaround worewide with potato material and a
explained by a heterogeneous distribution afloser Africanindian Ocean organism that had
inference of cluster membershiwalue, mainly no chance to distrilie elsewhere due to the lack
among these two clusters. This strongly indicates potato production aa historical subsistence
gene flow event between thos®o European food crop.
Brown rot populations. Strain PSS525, isolated in
Taiwan from potato, was assigned to thd&he hierarchical cluster “North” correlated with
European cluster and strongly supports the repdhie Bayesian cluster “d” and refers to strain
of European Brown rot strains introduction iroriginating from northern Europe: Netherlands
Taiwan throughpotato material (P. Prior,not and Sweden. Strain IPO180was isolated by
published J+ Wang, personal communicatjon Jaap Janse in 1995 and CFBP3884 was isolated
The same scenario was observed for stralyy Karen Ollson and received by J. Janse in 1980
JQ1006 isolated in Reunipwhich was assigned (J. Janse, personal communication). These two
to the European cluster from where it wastrains were clearly distinct from the other-1B
introduced (J-J. Chéron, personal clusters.Strain IPO1609 was recently found to
communication) have a large DNA deletion of 68K{tsonzalez,
Restrepp et al., 201Q. This region has been
The hierarchical cluster A10”, referring to a found present in GMI1000 and UWS551 but
geographical origin mainly in Africa and Indianabsent from IPO1609 and encodes 43 genes on
Ocean, was consistent with the Bayesian clustdgre chromosome, where 2 genes encoded
“a”. This cluster is described as homogeneouysoducts related to pathogenicity traits. The high
(high FST value of 0.804 and a high inferenceimilarity between IPO1609 and CFBP3884 and
average value of 0.837), suggestiaglimited the negative probes signal targeting this region,
gene flow intothis population and an endemicconfirmed by replicates (data not shown)
state to African and Indian Oceanthus strongly indicate that this deletion has occurred in
confirming research on African Brown rot strainboth strains. Hence, this deletion event is not an
(Mahbou Somo Toukam, Celligret al., 2009 exception inR. solanacearum. Both IPO1609 and
Poussier, TrigaleDemery et al., 200Q Poussier, CFBP3884 alsehowed avirulence against potato
Vandewallget al., 1999. genetic resource used to characterize their
phenotype(Cellier & Prior, 2019 and IPO1609
Among African and European Brown rotwas known to show limited virulence on
population, three strains showed that gene flo$blanaceae (Mahbou Somo Toukam, Cellieet
event occurred within those populations. Isolategl., 2009. Deletion on UW551 of the same DNA
in France from potato, strain CFBP3865 waffagment induced a virulence reducti¢®mith,
assigned as hierarchical cluster “EuMr” an@mith e al.,, 1993. Thus, this deletion could be
African Bayesian cluster “a” with an inferenceinvolved into the virulence depression but was
value of 0.460. Nevertheless, the inference valumt the only gene contentffdirence between the
for this strain among European Bayesian clustefuster “North” and those distributing in clusters
“c” was 0.418, which suggests that CFBP3865 i%” and “»”. The pangenomic microarray used in
a hybrid between Africaindian Ocean and this study revealed a difference of 91 genes, from
European population. The two strains CFBP378%hich 8 were involved in pathogenicity.
isolated in Portugal from potato, and CFBP4812\evertheless, avirulence on potato and general
isolated in France from tomato, also showelbw pathogenicity profile of strains IPO1609 and
hybrid characteristics. They were assigned tOFBP3884 could also be linked with regulation
both European hierarchical and Bayesiarelated mechanisms and thus, more data is
clusters, but showed close inference values fapeded to make a decision.
both African and European Bayesian clusters.
This strongly suppost hypothesis of African From these phylogenetic data and for the first
Brown rotphylotypellB-1 strains introduction in time, an unsuspectedliversity was described
Europe(Janse, 1996Janse, van den Beldr al., among Brown rot strain fronphylotypellB-1
2004). The same gene flow event appeared in ttend 1I1B-2, which could be correlated to
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geographic distribution and evolution historyoutliers This strain was shown to be highly
Data obviously showed that strains from Africgpathogenic on sensitive Solanaceae and
and Indian Ocean have been limitedly expose &stablished as latent infection on resistant
gene flow, whereas Europeamadts, which have Solanaceae, but did not penetrate into banana
undergone gene flow events, either from Latiplants (Cellier & Prior, 201(. Thus, as strains
Americas or from African regions. from sequevar 4NPB in French West Indies,
strain CFBP7014 might be considered an
Analysis of the Moko diseasgusing strains as aemergenpathological variant in Trinidad.
particular ecotype also revealed unsuspected
phylogenetic diversity. These strains distribute@his study brought new insights into diversity
into phylotypesllA-6, 11B-3, and |IB4. Strains aspects ofR. solanacearum, especially towards
in sequevar 4NPB clustered with the sequevaretolutionary past fothis plant pathogen and on
and gathered emerging strains from French Weshylotypedl and its two ecotypes: Brown rot
Indies (Wicker, Grassarter al., 2007). Sequevar and Mokecausing strains. More researches are
ANPB differed from Moko disease causingstil needed to characterize mechanisms
strains since they showed the highesxplaining relationship between genomics and
aggressiveness dfvlanaceae along with Brown hosts specialization. Nevertheless, the use of the
rot phylotypellB-1 strains (Cellier & Prior, pangenomic microarray developed in this study
2010 and are not pathogenic to banana. Thus, provides a resolution never reached to date for
the phylotype/sequevarclassification, these theR. solanacearum diversity studies
emerging strains were not distinct from the
sequevar 4, although their pathogenicity was Acknowledgments
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Conclusions partielles

Le but de cette étude était I'analyse approfondie de la diversité des souches de phylotype I,
en particulier les écotypes Brown rot et Moko, tout en prenant en compte les aspects
évolutifs qui ont permis a R. solanacearum d’étre un agent pathogéne de plante si bien
adapté. Pour ce faire, une puce a ADN basée sur le pangénome a été développée, avec
I’objectif d’obtenir plus de résolution dans le discernement de la structure des complexes
clonaux. Il est évident que dans un futur proche, nous allons descendre le niveau d’analyse
jusqu’au geéne et décrire ainsi les répertoires de génes permettant de discriminer de facon
précise les groupes de souches identifiés dans cette étude. Cependant, nous nous sommes
attachés ici a une description plus générale dans le but de présenter des hypothéses

concernant les mécanismes ancestraux de I’évolution.

Ainsi, un résultat majeur ressort de cette étude : les souches appartenant a I’écotype Brown
rot sont désormais caractérisées en groupes qui tendent a refléter I'origine géographique
des souches, comme le permet la classification de Fegan et Prior (2005) pour les phylotypes.
Il apparait donc que I'origine ou plut6t les origines sont liées aux régions d’Amérique Latine
(Andes) et d’Afrique. La population européenne a été caractérisée comme hybride entre ces
deux origines, montrant une situation épidémiologique double pour ce territoire. Les
analyses nous ont aussi fournis des éléments de réponses sur I’évolution des souches Brown
rot andines entre les sequevars 1 et 2. Il a été montré une grande proximité des souches
d’origine géographique andine, quelque soit le sequevar Brown rot considéré. Ceci suggere
donc un ancétre commun a ces deux groupes, dont |’évolution a induit leur séparation
phylogénétique : les souches de sequevar 1 ont pu faire I'acquisition de I'adaptation aux
basses températures et trouver un nouvel habitat en Europe, alors que les souches de
sequevar 2 ne présentent pas cette propriété et n’ont d’ailleurs pas été retrouvées sur le
territoire européen. Appuyé par ces observations, les souches Brown rot de sequevar 1
pourraient avoir émergé des souches Brown rot de sequevar 2, comme clone virulent adapté

au froid.

Un second résultat original concerne I'écotype Moko pour lequel le niveau de résolution de
la diversité permet une séparation claire entre les souches Moko du sequevar 4 et les
souches émergentes de sequevar 4NPB. Il est aussi montré la séparation des souches de
sequevar 4 en deux groupes, dont I'un est proche des souches émergentes et qui pour lequel
la recombinaison de genes entre ces souches est probable. L'émergence des souches de
sequevar 4NPB peut alors s’expliquer soit par I’évolution de souches de sequevar 4, soit par

le fait que ces souches 4NPB sont les ancétres de ce sequevar Moko.
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Enfin, cette étude nous a permis de discuter des mécanismes évolutifs ancestraux qui ont
organisé la diversité chez R.solanacearum vers ce que nous tentons de percevoir
aujourd’hui. Les banches ancestrales des phylotypes ont subi de multiples gains et pertes de
geénes, sans que nous puissions voir les mutations de ces génes. Cependant, il ressort de
cette analyse que de nombreuses réorganisations ont effectivement eu lieu dans les états
ancestraux des phylotypes, dont certaines classes de génes sont apparues comme explicites.
Ainsi, les éléments mobiles ont été significativement caractérisés par des acquisitions tout
au long de la phylogénie chez R. solanacearum. De la méme facon, les génes relatifs a la
pathogénie ont subi de nombreux gains et peu de pertes, alors que ceux liés a I'adaptation
environnementale sont caractérisés a la fois par de nombreux gains, mais aussi par de
nombreuses pertes. La conclusion qui peut étre formulée de cette analyse est que les
répertoires des genes expliquent la diversité de R. solanacearum dans des clusters de
souches adaptées a un environnement changeant. Cependant, il apparait aussi qu’il n’est
pour l'instant pas possible de lier un pathotype donné, voire a un niveau d’agressivité
variable un répertoire de gene particulier. En effet, il serait réducteur de ne pas considérer
les nombreuses interactions que cet organisme entretient avec son environnement, pour
lesquelles il existe des régulations fines. Les phénomeénes évolutifs qui ont conduit a la
description de R. solanacearum, tel qu’on le connait aujourd’hui, se sont organisés en
sélectionnant les adaptations environnementales successives qui ont permis a cet agent
pathogene de se maintenir et de développer une diversité exceptionnelle. Différents plans
de I'évolution contribuent a la diversité observée et a I'adaptation de cet organisme, et se
retrouvent aussi bien au niveau de I'événement majeur de I'acquisition du mégaplasmide,
des mécanismes d’acquisition d’ADN exogene, jusqu’a la mutation ponctuelle conduisant a

I'inactivation d’un géne.

Néanmoins, le contenu en gene spécifique pour un groupe de souches d’intérét stratégique
pourra étre exploité pour produire des marqueurs spécifiques pour leur détection et donc
contribuer a enrichir 'approche épidémiologique par une meilleure résolution du diagnostic
chez R. solanacearum. Ces informations pourraient s’avérer tres utiles pour le suivi des
populations de souches. Une des applications des résultats de ma thése devait étre la
production d’une puce a ADN dédiée aux diagnostics de ces groupes de souches d’intérét.
Les recherches vont toujours dans ce sens et il est envisagé de tester ces marqueurs sur une

grande quantité de souches pour confirmer leur spécificité.
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CONCLUSIONS GENERALES ET PERSPECTIVES

La démarcation des espéces bactérienne a d’abord été basée sur le phénotype et le
regroupement génotypique des souches (Goodfellow, Manfio, et al., 1997). Primairement,
les especes bactériennes étaient donc percues comme des groupements de souches
possédant un phénotype commun, basé généralement sur un métabolisme analogue
(Sneath, 1977).

In fine, la systématique a pour ambition de présenter une classification des espéces qui
permet de distinguer des entités évolutives. Cependant, alors que la notion d’espéce semble
étre largement acceptée par la communauté scientifique s’agissant des Eucaryotes, force est
de constater I'absence de consensus clair pour énoncer le concept d’espéce chez les
bactéries. En effet, chez les bactéries, le concept d’espéce est associé a une définition
purement empirique, puisque résolu par des expérimentations basées sur I’hybridation
ADN/ADN (Stackebrandt, Frederiksen, et al., 2002). Mais comme les bactéries ont un type de
multiplication clonale, des groupes génétiquement cohérents ont évolué par des processus
de sélections, fortement influencés par I'adaptation a des niches écologiques particulieres.
Dans ces travaux nous mettons en évidence des degrés de diversité génomique qui
pourraient tout aussi bien étre retenus arbitrairement pour définir I’espéce bactérienne (ANI
se substituant aux hybridations ADN/ADN soutenus par des données de type schéma
MLSA/MLST). Le concept d’espéce écologique arrive alors naturellement si I'on considere
qu’un corpus de traits génétiques particuliers unifie I'espéce bactérienne et si on lui associe
des traits écologiques spécifiques. C'est ainsi que nous pouvons utilement conserver cette

définition de travail lorsque nous évoquons les écotypes chez R. solanacearum.

Il est évident que la classification basée sur I'analyse des séquences des génomes complets
remplacera de facon progressive la classification historique, pour la plupart des espeéces
bactériennes (Wayne, Brenner, et al., 1987). Ainsi, alors que depuis des décennies la
méthode principale se basait sur le génome entier par des hybridations ADN-ADN (Johnson,
1973; Wayne, Brenner, et al., 1987), les clusters phylogénétiques sont désormais établis sur
des analyses des ARNr (Stackebrandt & Goebel, 1994), sur les génes codant des protéines
(Palys, Berger, et al., 2000; Palys, Nakamura, et al., 1997), ainsi que sur de nombreuses
séquences de genes de ménage. Ces outils moléculaires ont permis de développer une
nouvelle classification hiérarchique pour assigner les différentes souches de R. solanacearum
en phylotypes et sequevar (Fegan & Prior, 2005). Elle permet par ailleurs de refléter I'origine
géographique des souches (Villa, Tsuchiya, et al., 2005). De plus, contrairement a tout autre
systéme précédent, cette classification est additive: la phylogénie décrite gagnera en

robustesse avec le nombre croissant de souches caractérisées par ce modele. L'ensemble
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permettant a terme d’apprécier I’évolution du complexe d’espéces R. solanacearum, tout en
considérant des notions de phylogéographie. Le regroupement de certaines souches en
écotypes permet aussi une tentative de prédiction du comportement de toutes nouvelles
souches assignées dans un écotype précédemment caractérisé. Nous avons donc appliqué
ces outils moléculaires a la caractérisation des souches nouvellement décrites de
phylotypes lll. Ce groupe de souches a éveillé une attention particuliere du fait de son
caractére endémique aux régions africaines et de I’'Océan Indien (Cellier & Prior, 2010).
Certains rapports faisaient état de la présence de souches capables de flétrir des Solanaceae
a des températures froides. Les données expérimentales produites ont montré que ces
infections étaient a la fois provoquées par des souches de phylotypes IIB-1, mais aussi par
des souches de phylotypes lll, signalant une forte convergence phénotypique entre ces deux
groupes de souches phylogénétiquement distantes (Mahbou Somo Toukam, Cellier, et al.,
2009). Cependant, le caractére endémique, la description relativement récente et donc la
faible mobilité (voire I'absence) de ces souches de phylotype Ill au plan international, font
que la culture de la pomme de terre dans le monde est particulierement concernée

aujourd’hui par I’écotype des Andean Brown rot de phylotype I1I1B-1.

1 Les écotypes

La compréhension de I’écologie microbienne et de I’évolution de ces communautés ne peut
étre abordée que s’il existe une méthodologie pour démarquer, parmi les vastes et diverses
populations de cellules bactériennes dans une communauté naturelle, les groupes impliqués
dans des roéles écologiques distincts : les écotypes (Koeppel, Perry, et al., 2008). Pour Cohan
(2001), les écotypes sont définis comme un groupe de souches ayant une niche écologique
identique ou trés similaire ; définition qui rejoint celle précédemment énoncée par Koeppel.
Mais, afin de comprendre les enjeux de la caractérisation d’un écotype, il faut auparavant
s'intéresser aux processus ancestraux qui gouvernent [|’évolution d’'une population
bactérienne. En effet, les membres d’une espéce peuvent étre a tout moment les fondateurs
ancestraux d’une nouvelle population (Templeton, 1989). Ces écotypes peuvent étendre leur
diversité en accumulant des mutations ou en recevant du matériel génétique d’autres
écotypes, qu’ils soient de la méme espéce ou non. Ces mutations seront purgées par
sélection naturelle, du moment qu’elles refletent une divergence mineure avec |I'écotype
d’appartenance et qu’elles sont soumises a de faibles pressions de sélection (Cohan, 1994).
La pérennisation d’un mutant ou d’un recombinant ne peut se faire que s’il parvient a
« échapper » a la sélection purificatrice et fondera ainsi un nouvel écotype possédant son

propre cycle de sélection purificatrice (Cohan, 2001). Ce phénomene évolutif explique la
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présence de complexes clonaux évoluant autour d’un ancétre, et montrant parfois une
adaptation environnementale bénéficiant a I'organisme muté. L’adaptation au froid des
souches Andean Brown rot (lIB-1) et African Brown rot (lll) sont de bons exemples
d’écotypes ayant évolué a partir d’'une acquisition de compétence permettant de s’adapter a
une nouvelle niche écologique ; ici la tolérance au froid et la spécialisation parasitaire a la
pomme de terre. Ces souches se démarquent ainsi assez clairement de celles ne pouvant
exprimer leur pouvoir pathogene qu’a des températures tropicales chaudes. Il a d’ailleurs
été montré que la tolérance au froid est une propriété qui résulte de I'interaction avec les
tissus de la plante (Milling, Meng, et al., 2009). En effet, en dehors de la plante hote il
apparait que la survie des souches IIB-1 n’est pas différente de celles d’autres souches
assignées dans les autres groupes phylogénétiques. La description de souches de
phylotypes Il présentant aussi une forte tolérance au froid fait planer une nouvelle menace
pour la production maraichere en climat tempéré ; d’ou I'importance stratégique de mieux
connaftre ces souches. Cependant, dans nos conditions expérimentales, les tests sur plantes
n’ont pas pu aboutir a une vérification des propriétés de tolérance au froid des souches du

groupe African Brown rot (lll) (Cellier & Prior, 2010).

Comme annoncée dans l'introduction de ce chapitre, la définition des écotypes doit aussi
intégrer le fait que les souches d’'un méme écotype doivent partager des traits génétiques
qui leur sont propres, comme |'appartenance a un groupe monophylétique dans une
classification phylogénétique basée sur des séquences géniques (Cohan, 2001). L'écotype
Andean Brown rot IIB-1 suit cette regle et nous manquons de données expérimentales pour
pouvoir affirmer que c’est aussi le cas pour I'écotype African Brown rot (lll). Cependant, a la
fois la position phylogénétique et la définition de I'écotype ont été mises a |I'épreuve pour
caractériser les souches provoquant la maladie de Moko sur Musaceae (bananier, plantain,
héliconia). Deux faits importants sont a considérer: (i) I'écotype Moko rassemble des
souches distribuées dans les phylotypes IIA-6, 1IB-3, 1IB-4 et 1I1B-24 ; ce dernier n’a d’ailleurs
pas été décrit dans ma these par manque de souches et est issu du démantélement du
sequevar 5; et (ii) I'écotype Moko, dans le sequevar 4, inclus des variants phénotypiques
considérés comme des souches émergentes : le sequevar 4NPB (Wicker, Grassart, et al.,
2007). Les souches de sequevars 4NPB étaient jusqu’alors phylogénétiquement
indiscernables des sequevars 4 (Cellier et coll. en préparation, chapitre 5) et possédent un
pouvoir pathogéne élevé sur Solanaceae, Cucurbitaceae et ornementales (Wicker, Grassart,
et al., 2002). D’autre part les souches de I'écotype Moko montrent une spécialisation
évidente pour les Musaceae, mais sont aussi capables de flétrir les Solanaceae (Cellier &
Prior, 2010). La spécialisation sur Musaceae a probablement était rapidement acquis par un
mécanisme génétique exceptionnel : ces souches alors inconnues, émergent dans les années

60 ou elles éradiquent quasiment la variété Bluggoe en descendant le bassin amazonien a
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partir d’Amérique Centrale. Plus tard, inféodées a leur hote cultivé en monoculture sur des
milliers d’hectares, elles subiront un phénomene d’isolement géographique. Au plan
épidémiologique, ces souches Moko ont une probabilité quasi nulle de s’établir dans une
culture de plein champ de type tomate, par exemple. Cependant, si on leur fournit
I'opportunité expérimentale, ces souches sont toujours parfaitement capables de coloniser
les « niches écologiques » Musaceae et Solanaceae et elles soulevent donc des

interrogations légitimes sur lesquelles nous reviendrons quant a leur passé évolutif.

La connaissance actuelle de la dispersion spatiale et temporelle des souches bactériennes
responsables d’épidémies manque de précision (Beres, Carroll, et al., 2010). Notre
compréhension de ces phénomenes est biaisée par plusieurs facteurs, tels que le manque de
bases de données completes d’individus représentatifs de I'épidémie considérée et la taille
importante des génomes bactériens, en comparaison a ceux des virus par exemple. Or, il est
d’une importance capitale de comprendre les modalités et les vitesses de mouvements de
ces populations bactériennes dans le monde, aussi bien au niveau des domaines de la santé
publique, avec la prévention sanitaire, qu’au niveau des domaines de la recherche, avec la
description des mécanismes évolutifs et I'acquisition de propriétés relatives a la pathogénie
(qui reste I'exception dans le monde bactérien). L'image classique que I'on a des bactérioses
épidémiques est celle d’un éveénement récent causé par une population clonale homogene
dans son expression de la virulence envers son ou ses hotes. |l s"avere que les épidémies
sont source de diversification par I'apparition de clones émergents organisés en complexes
clonaux, arborant des caractéristiques parfois différentes (Beres, Carroll, et al., 2010). Ainsi,
il est a prévoir de nombreux changements dans la perception des épidémies, car jusqu’a
présent, la caractérisation de telle population ne se faisait que par le biais de techniques
identifiant de tres faibles portions de génome. Ainsi, il était (est toujours) utilisé le
séquencage partiel de genes et in extenso les schémas MLST, ou la caractérisation de la taille
du génome par PFGE (pulsed-field gel electrophoresis). L'évolution de la caractérisation des
structures d’apparences clonales requiert désormais une technologie d’analyse plus fine
(Foxman, Zhang, et al., 2005) et tend vers une prise en compte globale de tous les génes du

génome de l'organisme, jusqu’a 'ensemble des genes de 'espece : le pangénome.

C’est dans cette optique que nous avons décidé de caractériser de fagcon approfondie les
deux écotypes majeurs de R. solanacearum : les souches Andean Brown rot (lIB-1) et les
souches provoquant la maladie de la Moko. Nous avons donc premierement formulé
I’hypothése de I'existence d’une structuration encore non dévoilée dans la population de
I’écotype Brown rot, constituant le phylotype lIB-1. Dans la littérature, l'utilisation de

marqueurs neutres a clairement établit une structuration clonale de ce groupe de souche
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(Hayward, 1991; Janse, 1996; Timms-Wilson, Bryant, et al., 2001; van der Wolf, Bonants, et
al., 1998), avec de faibles variations génotypiques (Poussier, Trigalet-Demery, et al., 2000).
Nos observations sur les interactions avec la plante reflétaient cependant des différences
significatives dans I'expression de la virulence au sein de ce groupe (Cellier & Prior, 2010).
Enfin, le pouvoir pathogene généralement élevé dans ce groupe de souches avait été
diment validé par les travaux de référence et ceux plus actuels (Carmeille, Caranta, et al.,
2006; Carmeille, Prior, et al., 2006; Lebeau, Daunay, et al., 2010). Aussi, nous avons
développé I'outil puce a ADN en exploitant la connaissance de I'ensemble des génes (environ

11000 genes) formant le pangénome des six souches séquencées chez R. solanacearum.

L’analyse approfondie du cluster de souches Brown rot sur la base de la technologie des
puces a ADN a permis, pour la premiere fois, de caractériser effectivement une structure de
population beaucoup plus complexe que celle connue (clonale), en particulier associée a des
considérations de phylogéographie. Cette structure permet de reconstruire en outre les
évenements épidémiologiques et le passé évolutif de R. solanacearum en Europe (Cellier et
coll. en préparation, chapitre 5). Les données présentées dans le cadre de ma these
montrent d’abord un passé évolutif commun entre les souches de phylotypes IIB-2 et 1I1B-1
avec un rapprochement des souches d’origine andine par rapport au reste des souches. La
seconde structure dévoilée fut la séparation nette entre les souches Brown rot IIB-1
appartenant a la zone géographique Africaine et Indo-Océanienne, et les souches
européennes, présentant pour ces derniéres un héritage génétique hybride, tantét andin,
tanto6t africain. Ces résultats montrent bien la double situation épidémiologique des souches
Brown rot en Europe. Ceci souléve des interrogations quant a la présence de souches IIB-1
au passé évolutif véritablement propre a une origine ancestrale Africaine dans I'écotype
Brown rot et la présence de souches adaptées au froid dans le phylotype Ill, endémique de la
méme zone géographique. Par ailleurs, la tolérance au froid est partagée par la majorité des
souches Brown rot quel que soit son clone ancestral, Andes ou Afrique, mais aussi dans le
phylotype Il dont la structure génomique apparait d’héritabilité simple. Cette structure non
hybride que nous associons volontiers a l'isolement géographique, signale un tres faible
remaniement génétique par échange de matériel entre différents groupes de souches, y
compris avec les souches IIB-1 africaines (Cellier et coll. en préparation, chapitre 5). Ainsi,
des études sont nécessaires pour compléter le raisonnement sur |'acquisition d’une
tolérance au froid par les souches 1IB-1, dont l'isolement géographique des écotypes
africains a empéché I'échange d’information génétique sur leurs territoires avec I'écotype
andin. Chez ces deux écotypes africains, cette structure génomique faiblement remaniée
révele un fort endémisme et renforce |'évidente nécessité de se pencher plus
méthodiquement sur I'épidémiologie du flétrissement bactérien en Afrique et sur I'histoire

évolutive de ces souches. De plus, nous remettons donc en question la dénomination
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« Brown rot Africain » des souches de phylotype Ill (Mahbou Somo Toukam, 2010), puisqu’il
apparait que cela convient mieux aux souches de phylotype IIB-1 africaines. Les travaux
présentés montrent la puissance de I'outil moléculaire que nous avons utilisé pour nous

engager vers un processus fin de description des écotypes chez R. solanacearum.

La justification de développer une puce a ADN couvrant le pangénome a été d’autant plus
stratégique que cela a permis de discerner les souches de sequevar 4 (Moko) du sequevar
émergent 4NPB. Le sequevar 4 a d’ailleurs révélé une structure en deux groupes, dont l'un
des groupes a montré un ou plusieurs événements de flux de génes avec les souches
émergentes. Néanmoins, ces intermédiaires évolutifs sont encore trop faibles en nombre ou
bien n’ont pas encore été dévoilés dans la collection que nous avons établie. Nous les
rechercherons de maniére systématique, car porteur d’informations décisives pour mieux
établir encore le passé évolutif des souches associé a leurs capacités a échanger du matériel

génétique.

Les avancées des biotechnologies permettent désormais de formuler des hypotheses sur des
domaines a la fois plus précis et plus large que les techniques phénotypiques ne nous
permettaient pas autrefois. Les concepts développés ces dernieres années sur la définition
d’especes sont désormais en train d’étre revisités et complétés (Bentley, 2009), et
R. solanacearum n’est pas une exception a cette regle (Remenant, Coupat-Goutaland, et al.,
2010). En effet, au vu des données de séquencage, les comparaisons de génomes justifient la
refonte de la classification du complexe d’espéces R.solanacearum en trois espéces
génomiques (Remenant et coll. en préparation), regroupant les souches de phylotype Il dans
I’'espéce génomique R. solanacearum, ou la souche type K60 est assignée au phylotype I1A-7 ;
les souches de phylotypes | et Il dans I'espéce génomique R. sequeirae, ou la souche type
GMI1000 est assignée au phylotype I-18 ; et les souches de phylotype IV dans I'espece
génomique R. haywardii. Nous tenterons de justifier la création de sous-espéces dans cette
derniere espece génomique : les souches de R.solanacearum de phylotype IV seraient
renommées R. haywardii subspecies solanacearum dont PSIO7 serait la souche type; les
souches de BDB seraient renommées R. haywardii subspecies celebensis ; et les souches de

R. syzygii seraient renommées R. haywardii subspecies syzygii.

L’énorme masse de données produite dans cette ere des « omics » permettra aussi de
clarifier le statut des flux de génes entre organismes et donnera lieu a de nouvelles
nomenclatures, terminologies et définitions. C’'est ainsi que pour parler du génome d’une
espéce, I'on utilise désormais les notions de « pangénome » ou encore de « supragénome ».

Cette montée en puissance est tributaire des capacités de traitement bio-informatique des
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données. Ce domaine de développement est tres actif depuis I'avenement des techniques de
traitement haut débit. La terminologie n’est cependant pas encore entierement établie pour
I’étude du pangénome et certaines définitions demandent a étre homogénéisées. Ainsi,
alors que Hiller et coll. (2007) établissent un seuil pour les familles de protéines orthologues
de 70% d’homologie pour un recouvrement de 70% de la longueur peptidique, Tettelin et
coll. (2005) énoncent un minimum de 50% pour ces deux conditions. Ces deux seuils sont
radicalement différents en termes de résultats et les interprétations pourront ainsi étre
différentes. Si I'on prend I'exemple de la définition du core génome, comme I'ensemble des
génes commun a une espece donnée dont la séquence peut étre variable, son interprétation
avec ces deux seuils différents améne a deux résultats différents. Pour illustrer son propos,
Bentley (2009) prend I'exemple des antigenes de surface et des transporteurs. Les antigenes
de surface sont caractérisés par une forte variabilité de séquence, mais jouent cependant le
méme role en étant impliqués dans a la reconnaissance immunitaire de I’hote ; ils seront
ainsi considérés comme appartenant a une famille d’orthologues ou non, en fonction du
seuil considéré, impactant directement sur la fabrication de vaccins par exemple.
Inversement, certains transporteurs ne présentent qu’une faible variation de leur séquence
génique induisant un transport de substrat différent, soulevant la question de leur
appartenance a une méme famille d’orthologues. De ce fait, il ne sera pas surprenant de voir
dans le futur le recours a des techniques d’annotation indépendantes plutot basées sur les
séquences d’ADN globales, que sur les séquences géniques codantes (CDS), et définiront le

core et le pangénome (Bentley, 2009).

Le pangénome est I'angle de recherche avec lequel nous nous sommes engagés pour
comprendre les mécanismes sous-jacents qui régissent les liens entre le modéle bactérien
que nous étudions : R. solanacearum et ses hotes. Cette approche vient compléter les
précédents travaux sur I'analyse de la structuration des populations et sur les flux de genes
expliquant cette structuration (Guidot, Prior, et al., 2007). Le fastidieux travail de
séquencage et d’annotation a été réalisé pour trois nouvelles souches de R. solanacearum
(Remenant, Coupat-Goutaland, et al., 2010) permettant ainsi de couvrir la diversité connue
dans les quatre phylotypes. Le séquencage des souches R. syzygii et le Blood Disease
Bacterium (BDB) (Remenant et coll. en préparation) vont prochainement compléter ces
connaissances dans le complexe d’espéces. Les travaux engagés dans cette partie ont été
d’une importance capitale dans I'élaboration de la puce a ADN pangénomique visant, en
premier lieu, la caractérisation des écotypes Brown rot et Moko, et en second lieu, la

caractérisation du passé évolutif des souches du complexe d’espéces R. solanacearum.
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A ce jour, 73 schémas MLST (multilocus sequence typing) couvrant 69 espéces différentes

sont disponibles (http ://pubmlst.org/databases.shtml), pour un total de 41 020 profils. Les

épidémies qui sévissent sur les territoires sont causées par des clones de souches
étroitement liées et qui partagent un ancétre commun (Hall, Ehrlich, et al., 2010). Ainsi, pour
comprendre la dynamique de ces épidémies, il est indispensable d’estimer le degré de
proximité phylogénétique entre ces souches. Les schémas MLST s’appuient sur le
séquencage partiel d’'un minimum de sept génes de ménage et chaque séquence unique
d’un locus est associée a un numéro d’alléle ; le profil allélique d’une souche est donc défini
comme l'ensemble des numéros d’alleles pour cette souche. Ces schémas ont permis
d’apprécier les nombreux transferts horizontaux de génes intraespéce (Feil, Smith, et al.,
2000; Feil & Spratt, 2001; O'Rourke & Spratt, 1994). Cependant, il apparait gu’il devient
difficile de quantifier les mouvements de recombinaison entre les individus d’une méme
espéce et que nous manquons d’information concernant le seuil a partir duquel le taux de
recombinaison influe sur le signal phylogénétique. Ainsi, il est communément accepté que
pour tenir compte de la recombinaison, les analyses basées uniquement sur la phylogénie
sont inadaptées pour estimer les relations entre isolats d’'une méme espece. C’'est pourquoi
le schéma MSLT a été développé en relation avec une méthode agrégeant les individus les
plus similaires. Néanmoins, la principale limitation de ces schémas est de ne tenir compte
qgue d‘une fraction infime du génome (0.1 - 0.2%). |l est ainsi fréquent de ne pas pouvoir
différencier un groupe composé d’une multitude de souches, ou le discernement se fait a un
niveau de résolution plus fin. Il apparait donc clair que les études basées sur les génomes
complets et, in fine, sur le pangénome sont a méme de révéler une plus grande diversité. De
nombreuses études sont construites sur ce concept (Hiller, Janto, et al., 2007; Hogg, Hu, et
al., 2007; Tettelin, Masignani, et al., 2005). De ce fait, le core géne révélé par le pangénome
permet de tester I'hypothése de clonalité non plus sur des fragments de sept genes, mais sur
les séquences complétes de milliers de génes. Il est aussi possible de connaitre la répartition
des génes variables au sein de l'espece et ainsi de caractériser les relations entre les
souches. L'utilisation d’'une puce a ADN s’avere particulierement adaptée a ce genre
d’analyse (Dobrindt & Hacker, 2001). Pour le moment, les schémas MLST sont moins couteux
en mettre en ceuvre que les puces a ADN, mais les prix des puces a ADN sont en chute libre
depuis quelques années et promettent une alternative puissante a I'exploration du vivant,
compte tenu du degré de résolution sans commune mesure comparé aux meilleurs schémas
MLSA/MLST produits a ce jour (Hall, Ehrlich, et al., 2010).
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2 La dynamique des génomes

L’étude de la dynamique du génome de R. solanacearum a révélé de nombreux mouvements
de genes dans les états ancestraux des phylotypes (Cellier et coll. en préparation,
chapitre 5). Ces mouvements ont été caractérisés par des pertes, significativement plus
fortes sur le mégaplasmide que sur le chromosome, ainsi que par des gains significatifs, ici
plus forts sur le chromosome. Ces résultats suggerent que le mégaplasmide apparait plus
flexible dans le contenu en géne que le chromosome, et les données expérimentales
apportées soutiennent I'hypothése d’une plus grande conservation du chromosome dans
I’histoire évolutive de R. solanacearum (Remenant, Coupat-Goutaland, et al.,, 2010;
Salanoubat, Genin, et al., 2002). La composition bipartite du génome de R. solanacearum a
donc joué un role important dans son évolution, ce qui explique sans doute que cette
architecture ait été conservée chez tous les Ralstonia, car elle pourrait contribuer a
I’adaptation a de multiples niches écologiques tout en étant un gage de stabilité génomique.
Les résultats de génomique comparative obtenus jusqu’a présent montrent bien
I'importance des phénomenes d’acquisitions et de pertes de genes pour I'évolution des
organismes ; mais suggerent aussi que I'organisation, et probablement Ila taille du génome,

reflete le style de vie de I'organisme (Dobrindt & Hacker, 2001).

En parallele, les données ont montré une forte propension aux mouvements des éléments
génétiques mobiles, surtout caractérisés par des gains de ces génes au cours de I'évolution

de ce pathogéne si « successful ».

Le gain en genes résultant de transferts horizontaux est la principale source d’innovation
dans les génomes bactériens et peut étre occasionné par de nombreux éléments génétiques
mobiles, tels que les plasmides, les bactériophages, et organisé en ilots génomiques (Pallen
& Wren, 2007). R.solanacearum est une bactérie naturellement compétente pour la
transformation, c’est-a-dire pour l'acquisition de séquences d’ADN exogene (Bertolla &
Simonet, 1999; Bertolla, Van Gijsegem, et al., 1997; Coupat, Chaumeille-Dole, et al., 2008;
Guidot, Coupat, et al., 2009). Les études de génomique montrent que les prophages ont un
role d’importance majeure dans la diversification des bactéries phytopathogenes,
notamment cher E. coli, Streptococcus pyogenes et Staphylococcus aureus (Brussow,
Canchaya, et al., 2004; Ohnishi, Kurokawa, et al., 2001; Tobe, Beatson, et al., 2006). En effet,
il est avéré que certains prophages contiennent des séquences additionnelles de génes non
nécessaires pour la réplication, se situant généralement a une des extrémités de leur
génome (Brussow, Canchaya, et al., 2004). Ces compartiments sont appelés « morons », de

par le fait que le génome de prophage associé encode plus d’ADN qu’il n’en est nécessaire
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pour la réplication de I’ADN (Hendrix, Lawrence, et al., 2000), et contiennent des genes de
conversion lysogénique. Nombreux sont ces genes de conversion lysogénique qui encodent
des facteurs de virulence avérés ou suspectés ; ils montrent par ailleurs un biais dans leurs
compositions en bases nucléiques qui permettent de les différencier du reste du génome du

phage et, in extenso, du génome bactérien (Pallen & Wren, 2007).

Ces compartiments sont donc associés a des changements de fitness du lysogene et se
retrouvent ainsi potentiellement impliqués dans I'adaptation de pathogénes a de nouveaux
hotes et a '’émergence de nouveaux agents pathogénes ou clones épidémiques (Brussow,
Canchaya, et al., 2004). Un événement similaire pourrait expliquer I’'émergence des souches
de phylotypeslIB-4NPB sur le territoire martiniquais et compléter les théories
précédemment formulées a ce sujet (Wicker, Grassart, et al., 2009). L'exemple le plus
marguant dans I’histoire récente de I’'humanité dans I'’émergence de clones virulents est la
peste, causée par Yersinia pestis, initialement pathogeéne de rongeurs et de puces et
occasionnellement transmise a 'homme. Cette souche bactérienne est en effet, issue de
I’évolution d’un pathogeéne gastro-intestinal, Y. pseudotuberculosis, par des processus
d’acquisition, de perte et de réarrangement, en seulement 10 000 ans (Achtman, Morelli, et
al., 2004; Achtman, Zurth, et al., 1999; Wren, 2003). Par comparaison, I'ancétre commun
entre E. coli et S. enteritica existe depuis plus de 140 millions d’années (Ochman & Wilson,
1987). De ce fait, il est intéressant de concevoir I'intégration du rble des phages dans
I'association plante-bactérie. Cependant, la conversion lysogénique est une des cinq
différentes possibilités que posséde un phage pour contribuer au changement de
physiologie d’un organisme (Brussow, Canchaya, et al., 2004). Le phage peut en effet (i) agir
comme point chaud pour la recombinaison et le réarrangement du génome; (ii) s’insérer
dans la séquence génique et produire un pseudogéne ; (iii) empécher une nouvelle infection
phagique ; (iv) lyser des cellules en compétition par I'induction de prophage; et (v) par
I'introduction de nouveaux facteurs physiologiques sélectifs (transduction et conversion

lysogénique).

Les évenements de recombinaison sont aussi un moteur pour 'acquisition de nouveaux
génes et l'apport d’innovation au sein des génomes. Cependant, ces événements de
recombinaison sont rares chez les bactéries et les fragments d’ADN recombinés le sont a une
fréguence équivalente a celle d’'un événement de mutation sur ce méme fragment (Selander
& Musser, 1990; Smith, Smith, et al., 1993). Bien que les bactéries peuvent échanger du
matériel génétique avec un « partenaire » possédant une divergence d’ADN allant jusqu’a
25%, (Duncan, Istock, et al., 1989; Vulic, Dionisio, et al., 1997), les principaux facteurs

limitants sont : (i) le spectre d’h6éte du vecteur dans le cadre d’une recombinaison médiée ;
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(i) les endonucléases (Milkman, Raleigh, et al., 1999), sauf dans le cas d’une recombinaison
par transformation (Cohan, Roberts, et al., 1991) ; et (iii) la résistance de certains fragments
a lintégration (Rao, Chiu, et al., 1995; Vulic, Dionisio, et al., 1997). Les événements de
recombinaison sont localisés sur une faible portion du génome et se limitent a des échanges

de quelques centaines de bases nucléiques (Mckane & Milkman, 1995).

Cependant, R. solanacearum apparait comme une exception a ces observations dans le
monde bactérien. En effet, Coupat-Goutaland et coll. (2008) ont montré que la capacité a la
transformation est une caractéristique ubiquiste dans le complexe d’espéces. Les
évenements de transformations ont été observés simultanément de multiples fois dans des
régions distantes du génome, allant jusqu’a des transferts de fragments d’ADN contigu de
90 Kb. Ces résultats suggerent que ces transformations ont pu jouer un role majeur dans
I’évolution de R. solanacearum. Des études ont montré que les évenements de
recombinaison étaient principalement observés sur le chromosome (Smith, Dowson, et al.,
1991). La recombinaison bactérienne n’est cependant pas limitée au transfert homologue de
séquence. L’intégration de nouveaux genes d’autres organismes éloignés est en effet
observable, par un échange des segments homologues flanqués de ces éléments
hétérologues (Hamilton, Aldea, et al., 1989; Majewski & Cohan, 1999). Alternativement, ces
éléments peuvent étre introduits par des éléments transposables (Van Spanning, Reijnders,
et al., 1995). Ainsi, certaines souches de R. solanacearum possédent un opéron rhi conférant
la possibilité de produire la rhizoxine. La rhizoxine est un composé antifongique
antimitotique qui inhibe et dépolymérise la formation de microtubules chez les Eucaryotes
(Takahashi, Kobayashi, et al., 1989), conférant un avantage écologique aux organismes la
produisant (Scherlach, Partida-Martinez, et al., 2006). Cet opéron n’a été retrouvé que dans
les souches de phylotype llA, ainsi que dans les souches émergentes de phylotype IIB-4NPB
et quelques souches de phylotype Ill (données non publiées) et IV. Cette distribution non
ubiquiste suggere donc une acquisition horizontale par |'ancétre des souches de
phylotype lIA et par celui des souches émergentes de sequevar 4NPB. Des ilots génomiques
sont aussi observables dans le génome de R. solanacearum (Remenant, Coupat-Goutaland,
et al.,, 2010; Salanoubat, Genin, et al., 2002) et représentent des éléments génétiques
importants, permettant d’apporter de I'innovation dans I'évolution des génomes. Ces ilots
sont généralement non mobiles et il est avéré que leur évolution dans le génome bactérien a
été influencée par les éléments génétiques mobiles (Dobrindt & Hacker, 2001). Ces ilots sont
des acquisitions d’ADN exogénes pouvant contenir des éléments associés a la pathogénie, et

sont alors appelés « ilots de pathogénie ».
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Les données de génomique ont mis a I'épreuve la vision simpliste que les bactéries
pathogenes émergent de bactéries non pathogenes par le biais d’acquisition de genes de
virulence sur un plasmide, de bactériophages ou d’ilot génomiques, et qu’elles peuvent, de
ce fait, étre caractérisées par la seule présence de ces facteurs de virulences (Pallen & Wren,
2007). La génomique a donc permis d’apporter une nouvelle vision de l'interaction hote-
agent pathogéne, qui passe aussi par la perte de genes progressive dans les génomes les
plus adaptés a un hodte. Ainsi, le gain de nombreux genes dans les branches ancestrales
s’accompagne inéluctablement de pertes, sous peine de voir le génome de 'organisme
croitre de facon importante. La premiere conséquence d’'un accroissement de la taille du
génome est |'élargissement de la taille de la cellule, accompagné d’un retard dans la division
et le développement cellulaire (Bennett, 1998; Petrov, 2001). De ce fait, il existe un équilibre
entre le gain en genes et leurs pertes (Mira, Ochman, et al.,, 2001) et les génes non
maintenus par des pressions de sélection plus faibles sont perdus. Cette perte dans les
génomes est parfois a mettre en relation avec le concept de « genome decay » (Andersson &
Andersson, 1999; Wren, 2000), qui se définit par la perte importante, mais progressive, de
génes non nécessaires a la physiologie ou I'adaptation de I'organisme. Le paralléle peut étre
fait avec le génome du BDB dont la taille est inférieure de 500 Kb a la moyenne des souches
de R.solanacearum (Remenant et coll. en préparation) et il s’agit d’un organisme
phytopathogene notamment transmis par insecte (pas de maniére spécifique) et strictement
inféodé au bananier (Buddenhagen, 2009; Cellier & Prior, 2010; Gaumann, 1923). La
réduction du génome du BDB est modérée, mais il est possible que I'on observe un
intermédiaire évolutif vers un état optimisé du génome avec la perte de nombreux génes
non soumis a la sélection dans la niche écologique du BDB. Ainsi, les génomes des bactéries
pathogenes sont en déclin sur le long terme, en accord avec leur restriction en tant qu’agent
pathogene ou en tant qu’endosymbionte (Cerdeno-Tarraga, Thomson, et al., 2004; Moran,
2002). Le meilleur exemple de «genome decay» étant probablement celui de la
mitochondrie humaine, organite qui appartenait ancestralement aux a-protéobactéries,
dont le génome est de seulement 17 Kb (Anderson, Bankier, et al., 1981). Une sélection
positive visant la perte peut avoir lieu dans le génome d’un organisme. Il s’agit alors d’une
perte bénéficiant a I'adaptation ou a la compétition face a d’autres organismes. Ainsi, chez
les Shigellae, la perte du gene cadA entraina I'arrét de la production d’une enzyme, la lysine
décarboxylase, dont le produit de métabolisme associé, la cadavérine, provoquait I'inhibition

de I'expression de facteurs de virulence encodés sur un plasmide (Maurelli, 2007).
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Alors que les génomes séquencés de Xanthomonas axonopodis pv. citri (da Silva, Ferro, et
al., 2002) et de Pseudomonas syringae (Buell, Joardar, et al., 2003) révelent une forte
présence d’insertion de séquence (IS), il est rare de trouver ce type d’élément dans les
génomes de R. solanacearum. Mira et coll. (2006) proposent un lien entre le nombre
important d’IS dans le génome d’un organisme, avec une récente adaptation a un hote
(Parkhill, Wren, et al., 2001) ou une restriction d’hote (Moran & Plague, 2004). Il a été mis en
relation la présence importante d’lIS dans le génome de Xanthomonas oryzae pathovar
oryzae (Lee, Park, et al., 2005) avec la spécialisation pour les plants de riz (Oryza sativa)
apres leur expansion comme nourriture de premiere nécessité (Mira, Pushker, et al., 2006).
Ainsi, cette hypothese soutient fortement le fait que R. solanacearum soit un pathogene
ancestral pour lequel I'ouverture ou sa spécialisation sur un hote s’est faite dans un état
ancestral lointain. De nombreuses recherches sont encore nécessaires pour déterminer les
mécanismes exacts qui ont fait évoluer R. solanacearum vers |'agent pathogéne complexe

qgue I'on connait.

3 La biologie est-elle technologie ?

Nos connaissances de I’évolution des génomes et de I'écologie moléculaire sont en train de
changer avec I'avéenement des technologies basées sur le séquencage (Hudson, 2008). Les
espéces et souches modeéles ne seront plus les seules a bénéficier d’un séquencage complet
et de nouvelles questions de recherche pourront émerger et ainsi compléter les
connaissances de diversité écologique. La phylogénie sur les espéces modeéles s’est basée sur
I'analyse de genes de ménages uniques ou d’un nombre limité (schéma MLST) et a permis de
grandes avancées dans les domaines de recherche, notamment relatifs a la taxonomie, a
I’étude des flux de genes dans une population, ou encore le diagnostic. Cependant, ces
méthodes se basent sur une caractérisation d’'un évenement biologique, d’un individu ou
d’une population, par une étude d’'un fragment de leur génome. Prendre en compte le
génome dans sa globalité permet d’avoir une résolution plus fine et un raisonnement global
pour un probleme de recherche donné. La publication d’'un génome séquencé et annoté
trouve de multiples applications dans la compréhension de la biologie et de I'écologie d’une
espeéce : génomique comparative, puces a ADN, expression, études du contenu en genes...
On peut donc se poser la question de I'avenir des puces a ADN CGH au vu du prix en chute
libre et de I’évolution rapide des techniques de séquencage. La courbe de Carlson, nommé
d’apres les travaux de Rob Carlson (2009), référe la cinétique de diminution du co(t par base

du séquencage de I’ADN (Figure 26). Elle trouve son analogie dans la loi de Moore prédisant
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I’'augmentation systématique de la densité des transistors dans une puce informatique. Les
courbes de Carlson prédisent ici I’évolution exponentielle des progres dans le domaine du
séquengage, sans aucun signe de ralentissement. Cette « loi » technologique semble pour
I'instant étre respectée avec une diminution des colts d’'une magnitude de I'ordre de 0,3 par
année. Ainsi, la plupart des applications pour lesquelles la puce a ADN CGH est faite peuvent
se faire par un séquencage massif de souches. Le principal obstacle en Europe est
certainement le temps requis pour obtenir une séquence. Les délais sur le marché sont
actuellement de l'ordre de I'année entre le dép6t de dossier et la disponibilité de Ila
séquence, sauf dans le cadre d’un séquenceur a usage privé. Le développement de puces a
ADN ou d’autres techniques moléculaires est actuellement plus rapide a mettre en ceuvre,

mais est-ce suffisant pour pérenniser cette technologie ?

Ce travail de thése s’est voulu exhaustif sur la caractérisation a la fois phénotypique,
génotypique et de I’évolution de I'agent phytopathogene tellurique R. solanacearum
phylotype Il. Il a permis de mettre en évidence de nombreuses facettes de cette diversité. Ce
travail permet de poser de nouvelles bases chez R. solanacearum dans les domaines des
nouvelles biotechnologies, notamment par I'exploitation du pangénome. La premiere
décennie de génomique bactérienne a provoqué une progression sans précédent dans la
caractérisation des organismes, en apportant de nouvelles perspectives significatives dans la
connaissance scientifique de I’évolution de la virulence. Les prochaines décennies sont donc
un présage d’avancées cruciales encore plus importantes dans la compréhension des

mécanismes régissant I’évolution bactérienne et les interactions plante-pathogene.

4 In fine

La thése que j'ai entreprise a permis une avancée significative des connaissances dans la
caractérisation de I'agent pathogéne R. solanacearum. Les disciplines majeures que sont la
phylogénie, le phénotypage, la génomique comparative, la postgénomique et la dynamique
évolutive ont été abordées au cours de ces trois années de recherche. Ces disciplines
contribuent toutes a avancer dans une approche d’écologie moléculaire que I'on peut définir
comme l'application de méthodes moléculaires basées sur I'exploration des particularités de
I’ADN associé a I’étude de la diversité biologique (Moreira & Lopez-Garcia, 2002). Une vision
de la microbiologie plus moderne est perceptible depuis I'avenement des technologies
permettant I'étude moléculaire de I'écologie des organismes, et précisément ici, des
procaryotes (Woese, 1987). Ainsi, appliquer de tels outils a notre modéle d’étude:
I’exploration des souches de R. solanacearum unifiant le phylotype Il, a permis de tirer un
bilan le plus exhaustif possible des souches présentes en Europe. Clairement, la majorité des

foyers de flétrissement bactérien ont été causés par |'écotype Brown rot du phylotype 1I1B-1.
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Aucune souche africaine de phylotype lll n’a pu étre collectée, ni d’ailleurs de souches
asiatiques de phylotype IV. Les souches que nous avons étudiées provenaient d’interception
ou de foyer épidémiques et traduisaient donc une menace potentielle ou réelle pour
I'agriculture. Ainsi, I’écotype Brown rot est majoritairement présent en Europe et les
premiers résultats des tests de pathogénie nous ont conduits a décrire plusieurs pathotypes
pour cet écotype adapté a la pomme de terre, et conclure que les quatre phylotypes étaient
composés de souches capables de flétrir cet hote. Une large base génétique est donc
partagée pour la virulence sur pomme de terre dans la phylogénie de R. solanacearum, non
réservée a I"écotype Brown rot. La puce a ADN développée dans ces travaux, sur la base du
séquencage de nouvelles souches de R. solanacearum, nous a permis de dévoiler la structure
génomique et, dans une certaine mesure, le passé évolutif de I'’écotype Brown rot en
relation avec l'origine géographique des souches étudiées. Les applications de ces
recherches vont s’orienter vers la production de marqueurs moléculaires spécifiques des
différents groupes de souches afin de conforter a la fois I'approche épidémiologique et le
diagnostic éclairé de cette phytobactériose. Nos travaux ont aussi permis d’apprécier les
différentes composantes de I’évolution de cet agent pathogéne vers I'organisme modele que
nous connaissons actuellement : de nombreuses hypothéses sont formulées autour du gain
et perte de génes relatifs aux éléments mobiles, ainsi qu’a ceux liés a I'adaptation a
I'environnement et a la pathogénie; nous renseignant par la méme occasion sur la part
respective de chaque réplicon dans les mécanismes adaptatifs et évolutifs sources de

diversité.

La description de cette diversité a été significativement améliorée par la puce a ADN
pangénomique que nous avons développée, mais aussi par la stratégie de s’appuyer sur les
données phylogénétiques les plus récentes associées aux traits phénotypiques marquants,
pour le choix de souches retenues pour le séquencage des génomes que nous avons exploré
dans le cadre de ma thése. L’étude des souches de phylotype Il devra étre complétée en
s’attachant a comprendre les mécanismes évolutifs associés a la différentiation des souches
de sequevar 4 et 4NPB au sein méme de I'écotype Moko. Des intermédiaires évolutifs
devront étre recherchés, car il est probable que leur étude permettra une résolution plus
compléte du passé évolutif chez R. solanacearum. Le deuxieme écotype étudié, I'écotype
Brown rot, présente encore de nombreuses zones d’ombres quant au passé évolutif de ces
souches, en relation avec la tolérance au froid : (i) comment expliquer cette propriété pour
des souches africaines géographiquement isolées dont la structure génétique ne présente
pas de flux de génes avec le reste des souches du méme écotype ? (ii) Si cette acquisition est
ancestrale, pourquoi ne la retrouve-t-on pas dans d’autres souches de phylotypes Il, mais
chez des souches de phylotypelll ? Ces derniéres méritent de ce fait une attention

particuliére et recoupent des caractéristiques d’endémisme qui offrent une opportunité
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unique de compléter les connaissances sur I’évolution. Un projet est actuellement en train
de se construire autour d’un séquencage massif de souches de R. solanacearum (entre 150
et 200) pour apporter entre autres, des éléments de réponse a ce type d’adaptation

parasitaire.

Autant de données sur la dynamique du génome modele R. solanacearum de phylotype Il
aboutiront certainement a des avancées majeures dans le domaine de I'écologie
moléculaire. Il est donc envisageable d’appliquer cette méme démarche de recherche pour
caractériser les autres phylotypes, pour lesquels une grande partie de la diversité reste
probablement a dévoiler. Le phylotype | par exemple est caractérisé par une large gamme
d’hotes est une distribution mondiale. Il témoigne d’une formidable diversité et la proximité

génomique avec le phylotype Ill suggére une coévolution ancestrale de ces deux groupes.

Il serait aussi intéressant de dater la période d’émergence de I'organisme R. solanacearum
et d’établir la relation avec I'apparition des plantes supérieures pour apprécier la vitesse
évolutive de cet agent pathogene. La Pangée commence a se fracturer a la fin du Trias (~200
millions d'années) par un rift séparant |'actuelle Amérique du Nord de I'Afrique (Schenk,
1971). Ce rift a ouvert I'océan Atlantique nord et séparé la partie nord de la partie sud de la
Pangée pour former deux nouveaux supercontinents: le Gondwana et la Laurasia.
L'ouverture de cet océan a ramené I'humidité dans les régions arides et peu de temps apres
(~150-120 millions d’années), apparaissaient les gymnospermes (Anderson, Anderson, et al.,
1999), dont les ancétres des hotes de R. solanacearum que I'on connait aujourd’hui. Il est
hautement probable que R. solanacearum, pathogeéne ancestral, ait commencé a s’adapter
dans ce contexte d’isolement géographique et botanique progressif; d’ailleurs la
classification par Cook et coll. (1989) des souches de R. solanacearum en deux Divisions va
dans ce sens: l'une correspondant a des souches isolées dans le « Nouveau Monde » et

I’autre dans I’« Ancien Monde ».

D’évidence, I’évolution des génomes bactériens est sous l'influence de leur environnement
direct et donc de la niche écologique a laquelle chacun des organismes s’est adapté. Pour ce
qui concerne la partie relevant du vivant pour niches écologiques, la spécialisation de ces
organismes vers I’'h6te a donc di s’imposer progressivement. Ainsi, si I'on considére que
I’évolution est un moteur de diversification, on aurait pu s’attendre a ce que la diversité soit
plus grande chez les organismes pathogénes de plantes (cinq genres bactériens), que chez
les agents pathogénes humains, du fait de I'apparition plus tardive de 'Homme par rapport
aux végétaux. En fait il n’en est rien et on dénombre une quarantaine de genres bactériens
pathogenes de 'Homme. Les mécanismes adaptatifs vers I’'h6te sont donc aussi a considérer
selon la diversité de I'hote. Le genre Ralstonia regroupe par ailleurs, a la fois une majorité

d’especes environnementales, des especes pathogénes de végétaux, d’animaux et de
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I'Homme. Ainsi, trois espéces chez Ralstonia sont des germes cliniques : mannitolytica (De
Baere, Steyaert, et al., 2001), pickettii (Ralston, Palleroni, et al., 1973) et insidiosa (Coenye,
Goris, et al., 2003).

Ainsi, étudier les mécanismes évolutifs associés au contenu en géne et a leur expression,
dans un tel pathosystéme modeéle bactérie-plante, contribue certainement a renforcer les

connaissances pour répondre a la question universelle de I'adaptation du vivant.
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Description of phylotype Il ecotypes within Ralstonia solanacearum species complex:
diversity and evolution

ABSTRACT:

The studied model is the vascular plant pathogen Ralstonia solanacearum, with a particular focus on phylotype Il
strains. This telluric bacterium has a wide diversity, both on genotypic and phenotypic levels. Its evolving
classification reflects the need to clarify its unusual biodiversity and seek to identify ecotype structure in this
species complex, i.e., groups of strains with both genotypic and specific biological traits. Within the framework of
this model pathosystem, we initially focused on deeply revisiting pathotypes among ecotypes, although well
described in the literature, or describing new ecotypes (African phylotype Ill). We observed high phenotypic
convergence between strains from phylotype lll from the African highlands and Brown rot strains from
phylotype IIB-1, both able to trigger wilt symptoms on potato and other Solanaceae at cold temperatures.
Adaptation of diverse strains for cold tolerance led us to investigate the R. solanacearum situation in Europe and
more specifically in the Mediterranean regions. This strategy allowed us to appreciate the significant divergence
towards pathogenicity (virulence and aggressiveness) on Solanaceae within clonal-like structure of strains in the
Brown rot ecotype, which also established latent interactions in the banana vascular system. In the mean time,
phenotypes of banana pathogenic strains unifying the Moko ecotype, was also revisited on Solanaceae, and was
able to trigger symptoms on both susceptible and resistant genetic resources to bacterial wilt. All these
experimental data yielded selection criteria for choosing three new candidate strains in the R. solanacearum
species complex for complete genome sequencing. Our genomic comparative approach allowed us to describe the
first pangenome of this pathogen: all targeted identified genes of this species complex. These data were analyzed
by various bioinformatic approaches and allowed us to design a complete reshaping of R. solanacearum species
complex into three distinct genomic species, firstly clustering strains from phylotype | (Asia) with strains from
phylotype Ill (Africa); strains from phylotype Il (America); and lastly, strains from phylotype IV (Indonesia). This
pangenome was then used for designing a DNA microarray, a high resolution tool that allowed us to explore a
wide set of genomes. The density of accumulated data allowed for a molecular ecological approach to retrieve a
certain amount of the evolutionary past of R. solanacearum phylotype Il strains. Furthermore, a deeper analysis of
these genomic data, combining phylogeography with population structure analysis of the Brown rot ecotype,
revealed a dual epidemic situation in Europe, both across Andean and African influences. Similarly, the Moko
ecotype presents three distinct genetic structures. These data were analyzed within the purpose of tracking the
main gene flows in the ancestral states of phylotypes and to unravel the strong contribution of the mobile
elements, genes related to environmental adaptation, and pathogenicity as a major driving force into the
evolution of this successful plant pathogen.

DISCIPLINE: Molecular Biology

KEY WORDS: diversity, phenotype, genotype, pangenome, postgenomic, Ralstonia solanacearum, evolution,
pathogenicity.
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Description des écotypes du phylotype Il dans le complexe d’espéeces Ralstonia solanacearum :
diversité et évolution

RESUME :

Le modele étudié est I'agent phytopathogene vasculaire Ralstonia solanacearum, en portant une attention
particuliére aux souches de phylotype Il. Cette bactérie d’origine tellurique est tres diversifiée, tant au plan
génétique que phénotypique. Sa classification en constante évolution témoigne d’une volonté de clarifier cette
biodiversité inhabituellement forte, tout en cherchant a reconnaitre les écotypes structurant ce complexe
d’espéces, i.e., des groupes de souches partageant a la fois des traits génotypiques et biologiques spécifiques.
Dans le cadre de ce pathosystéme modele, nous nous sommes attachés dans un premier temps a revisiter de
facon précise les pathotypes au sein d’écotypes bien décrits dans la littérature, ou a en faire la description
(phylotype Il africain). Nous avons observé une forte convergence phénotypique entre les souches de
phylotype Ill des hauts plateaux africains et les souches Brown rot de phylotype IIB-1, capables de flétrir la
pomme de terre et d’autres Solanacées a température froide. L'adaptation de souches aussi diverses pour la
tolérance au froid nous a conduits a dresser un bilan de la situation R. solanacearum en Europe et in extenso dans
le bassin méditerranéen. Cette approche a permis d’apprécier les degrés de divergence significative dans le
pouvoir pathogene (virulence et agressivité) sur Solanaceae au sein de souches quasi clonales unifiant I’écotype
Brown rot, qui s’établissent aussi sous forme d’infections latentes dans les tissus vasculaires de bananiers
(Musacées). Dans le méme temps, le phénotype de souches pathogenes du bananier, unifiant I’écotype Moko, a
aussi été revisité sur Solanaceae qu’elles parviennent a flétrir, y compris des ressources génétiques résistantes au
flétrissement bactérien. L'ensemble de ces données expérimentales a permis de dégager les critéres de sélection
pour le choix de trois nouvelles souches du complexe d’espéeces R. solanacearum, dont nous avons obtenu les
séquences génomiques. Notre approche en génomique comparative a permis de décrire le premier pangénome
chez cet agent pathogene: I'ensemble les genes repérés de I'espéce. Ces données ont été exploitées par
différentes approches bio-informatiques et permettent de concevoir une refonte pertinente du complexe
d’espéces R. solanacearum en trois nouvelles especes génomiques, regroupant les souches de phylotypes | (Asie)
et Il (Afrique) d’'une part, puis les souches de phylotype Il (Amérique), et enfin les souches de phylotype IV
(Indonésie) d’autre part. Ce pangénome a ensuite été exploité en concevant et développant une puce a ADN, un
outil permettant I’exploration a haut débit d’une grande quantité de souches. La densité des données
expérimentales accumulées permet une démarche vers I'écologie moléculaire et de reconstituer certains pans du
passé évolutif des souches de phylotype Il chez R. solanacearum. Par ailleurs, I'analyse approfondie de ces
données de génomique, associant phylogéographie et structuration des populations de I'écotype Brown rot,
montre une double situation épidémiologique en Europe, recoupant des influences andines et africaines. De la
méme fagon, I'écotype Moko présente trois structures génétiques distinctes. Ces données ont été analysées de
maniére a retracer les principaux flux de geénes dans les états ancestraux des phylotypes et de dégager la forte
contribution de la partie mobile du génome, des génes relatifs a I'adaptation environnementale et a la
pathogénie, comme moteurs dans I'évolution de cet important organisme phytopathogéne.

DISCIPLINE : Biologie Moléculaire

MOTS-CLES : Diversité, phénotype, génotype, pangénome, postgénomique, Ralstonia solanacearum, évolution,
pathogénie.
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