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RESUME

La pyriculariose du riz est la principale maladiedique la plus destructive de cette culture au iBark
Faso et au Togo. Afin d'élaborer une méthode deigreslurable de cette maladie, la connaissanceade |
diversité de l'agent pathogene s’avere nécesshiohjectif est d’acquérir des données sur la stroest
génétique des isolats dd. oryzaecollecté entre 2013 et 2015 au Burkina Faso et @ayn.TTreize (13)
marqueurs microsatellites ont été utilisés pouactériser 220 isolats selon la méthode décritédgeeit et al.
(2007) Les résultats révelent un niveau de polymorphisgseélevé entre les isolats. Les valeurs moyedees
la diversité (He) et des alléles par marqueur sespectivement 0.55 et 9.36. Sur la base de lla teés
séquences génotypes, 86 génotypes multilocus (Mb@sEté identifiés. Ces résultats sont la consémien
probable de la diversité variétale du riz et detlan environnementale sur I'expression des gehez ¢e
pathogene. Des MLGs sont partagés entre les deys giales pays voisins. Ce qui est probablement la
conséquence directe des échanges de matériel Vétfétaé entre ces pays. Ainsi, ces données ces@éla
pathogénie de chaque génotype multilocus permetteonélioration des résistances de riz a la pyacaseet
les diverses relations identifiées nous inspirezs déflexions sur les stratégies de lutte coMreoryzae
excluant toute spécificité d’action dans la gestier’agent pathogéne a l'intérieur d’'un méme pays.
© 2016 International Formulae Group. All rights exged.
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Analysis of the genetic diversity of Magnaporthe orzae isolates from Burkina
Faso and Togo by microsatellite markers (SSRs)

ABSTRACT

The blast is the most serious fungal disease, hartofthe cultivation of rice in Burkina Faso and
Togo. In order to elaborate a methods of lastingagament of disease, the knowledge a diversityatifqgen
will be necessary. This study aims to collect datathe genetic structure within the isolatesMf oryzae
collected between 2013 and 2015 in Burkina FasoTagw. Thirteen (13) microsatellite markers wereduse
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characterize 220 isolates. The results showed ya high level of polymorphism between the isolat€se
average values of gene diversity and allele frequevere 0.55 and 9.36, respectively. Based onitfeecs the
sequences genotypes, 86 genotypes multilocus (Ml@ske identified. These results are the probable
consequence of the varietal diversity of rice ahd environmental action on the gene expressione Th
common MLGs were identified between the two cowstiand the neighbour countries. What is probaldy th
direct consequence of the exchanges of plant rahfefected byM. oryzaebetween these countries? Thus,

these data coupled to pathogenesity of each gematypgtilocus will improve rice resistance to blastd the
various relationships we identified inspire reflens on control strategies d¥l. oryzae excluding any
specificity action in the management of the patinogéhin the same country.

© 2016 International Formulae Group. All rights mrged.
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INTRODUCTION

La faible durabilité des résistances
génétiques est liée a l'adaptation des agents
pathogénes avec I'apparition et la sélection de

nouvelles souches virulentes. Chez les
champignons phytopathogénes, grace a
certaines caractéristiques telles que la

sexualité et la mitose les permettent de
s’adapter trés rapidement a des modifications
de leur environnement (McDonald et Linde,
2002), ce qui conduit a la diminution, voire a
la perte de l'efficacité des moyens de lutte.
Chez Magnaporthe oryzaeagent pathogene
de la pyriculariose du riz la forte variabilité au
sein de la population de I'agent pathogene est
la principale raison de la faillite des
résistances des cultivars de riz.

En effet, [l'utilisation des variétés
résistantes intégrant de bonnes pratiques
agricoles qui était le moyen le plus efficace et
le plus économique pour combattre la maladie
est affrontée aujourd’hui aux phénomeénes de
contournement de la résistance des variétés
(Fukuta, 2014 ; Kassankogno et al., 2015b).
C’est pourquoi la connaissance de la structure
génétigue de la population de Il'agent
pathogéne est nécessaire dans I'élaboration
d’'une méthode de gestion efficace et durable
contre la maladie. Aujourd’hui, les
microsatellites, connus sous le nom de «

ont été utilisés dans plusieurs études de
diversité de population dd. oryzaeen Corée
(Liu et al., 2008 ; Choi et al., 2013), en Iran
(Brondani et al., 2000 ; Motlagh et al., 2015) ,
au monde (Sahel et al., 2012). Cette étude a
pour objectif de déterminer la structure
génétique au sein des isolats Be oryzae
dans un but de mieux choisir les souches
représentatives de la diversité existante dans
les zones d'études pour les activités
d’amélioration variétale.

MATERIEL ET METHODES
Matériel fongique et culture mycélienne

Une collection de 220 isolats
monospores d®l. oryzaeréalisée pendant les
campagnes rizicole 2014 et 2015 a été utilisée
dans cette étude. Ces isolats proviennent des
échantillons de feuilles ou de panicules de
plantes de riz infectées qui ont été collectés
dans plusieurs zones agro-écologiques au
Burkina Faso et au Togo. L'isolement
monospore et la purification ont été réalisés
selon le protocole décrit par Hayashi et al.
(2008). Le renouvelement des isolats a été fait
sur milieu farine de riz (composé de : 15.0 g
d'agar, 20.0g de farine de riz, 2.0 g d’extrait
de levure, llitre d'eau distillé et 1ml de
pénicilline G). La culture sur milieu liquide
(composition e: 1 litre deau, 10.0 g de

séquences simples répétées (SSR) » sont les glucose, 3.0 g de KNO3, 2.0 g de KH2PO4 et

plus appréciés des marqueurs moléculaires
utilisés pour la détection du polymorphisme
moléculaire chezaVl. oryzae.Ces marqueurs
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2.0 g d'extrait de levure et autoclavé) a été
faite a 25 °C.
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Extraction d’ADN et génotypage des isolats
de Magnaporthe oryzae

L'extraction ADN a été faite suivant la
méthodologie décrite par Adreit et al. (2007).
Pour le génotypage, treize marqueurs
microsatellites ou SSRs (Simple Sequence
Repeats) définis par Kaye et al. (2003) et
Adreit et al. (2007), ont été utilisés pour
évaluer le niveau de polymorphisme des
isolats étudiés (Tableau 1).

Les microsatellites ont été amplifiés par
PCR multiplex en utilisant le kit multiplex
QIAGEN. Les produits PCR ont été séparés
par électrophorése capillaire sur le séquenceur
ABI 3700 (Applied Biosystems) de la
plateforme Genseq du Labex CEMEB a
I'Université de Montpellier (France).

Analyse des données

Cing logiciels sont utilisés :
GeneMapper V4.1, a permet de convertir les
pics d'amplification de chaque alléle taille
d’amplicon. Ensuite les génotypes multilocus
MLGs sont déterminés a l'aide de la macro
Excel développée par Jean Peccoud. Puis avec
PowerMarker 3.25 et Darwin 6.0 (Sokal et
Michener), la description de la diversité
génétique de la structure génétique est faite
(Nei et al., 1983). Une analyse discriminante
en composante principal DAPC a été réalisée
en utilisant le « package » DAPC (Jombart et
al., 2010) dans R (v2.13.1 R Development
Core Team, 2008).

RESULTATS
Diversité génétique et structure des isolats
de M. oryzae du Burkina Faso et Togo

L'analyse a révélé un taux de
polymorphisme élevé pour 11 marqueurs avec
103 alléles détectés pour un nombre moyen de
9.36 alleles par locus. La fréquence des alléles
majeurs varie de 0,14 pour Pyrms409 et 0,83
pour Pyrms319 avec une moyenne de 0,59.

Le Polymorphic Information Content
(PIC) a varié de 0,24 pour Pyrms319 a 0,93
pour Pyrms409. La diversité génétique (He)
de Nei (ou hétérozygotie attendue) estimée
pour chaque locus a varié entre 0,28 pour
Pyrms319 et 0,94 pour Pyrms409 avec une
moyenne de 0,55 (Tableau 2). De facon
générale, on note une grande diversité
génétigue au sein des isolats étudiés.
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L'analyse de la structure génotypique avec la
macro excel, révele 86.0 génotypes multilocus
(MLGs) au sein des isolats analysés.
L'assignation des 86 génotypes multilocus
(MLGs) par pays donne une répartition
suivante : 67 MLGs au Burkina Faso sur 185
isolats analysés équivalent a 36,21% ,16
MLGs au Togo sur 24 isolats analysés
correspondant a 66,66% et 8 MLGs parmi les
11 isolats témoins inclus dans I'analyse.
Distribution de groupes génotypes sur le
Burkina Faso et sur le Togo 74.0.

Distribution de groupes génotypes sur le
Burkina Faso et sur le Togo

Les résultats de la distribution des
MLGs a travers le Burkina Faso (Figure 1) et
le Togo sont les suivants : Au Burkina Faso
les 67 groupes génotypes multilocus identifiés
a travers le pays sont réparti comme suit:
Dans les Hauts-Bassins, les MLGs suivant
sont rencontré :(1*-8-13-19-20 -21-22*-23-
24-25-26-27-28*-29-30-31-32-33-34-35-36-
37-38-39-41-42-43-44-45-46-47-48-49-50-52-
73-74-75-77-79-80). Dans les Cascades
MLGs (1-8*-9-10-11-12-13-14-15-15-17-18-
28-35-51-52-53-54-55-56-57-58-59). Dans le
Boucle du Mouhoun, on rencontre les MLGs :
(1*-2-36-37-40). Dans le Sud- Ouest, on
rencontre les MLGs : (28-37-39-41-78). Dans
le Centre- Est, nous avons les MLGs : 1-3-4-
5-6-8-76. Dans I'Est, nous avons les MLGs :
(4-7) et dans le Centre-Nord, nous avons le
MLG: (2). L'analyse comparative des
génotypes multilocus de chaque région, fait
ressortir un nombre de MLGs partagés entre
certaines régions. Cependant cela n’exclut pas
également des spécificités de groupes
génotypes. Nous constatons par exemple que
le MLG 1 se retrouve dans la région des
Cascades, Boucle du Mouhoun, Centre-Est et
Hauts-Bassins et le Centre-Est. De méme, le
MLG 8 est rencontre dans les régions du
Centre-Est, Cascades, Hauts -bassins.
Cependant on rencontre les MLGs 21, 22
uniqguement dans la région des Hauts-bassins.
Au Togo, sur les 16MLGs identifiés, on note
une répartition comme suit a travers les
régions du pays : la région des Savanes 5
MLGs (36-37-61-62-63), la région de la Kara
(60-63-64-69-72) ; la région de la Centrale
(12-62-65-67-70-71) ; la région des Plateau
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(36-66) et la région Maritime (36-66). Ce pays
posseéde des MLGs partagés avec le Burkina
Faso a savoir les MLG12, MLG36, MLG37
qui sont répartis sur I'ensemble du territoire
togolais. Les chiffres précédés de signe astérix
(*) sont les MLGs les plus importants de la
région.

Diversité inter-isolats du Burkina Faso et
du Togo

L'analyse de l'arbre de distribution des
groupes génotypes multilocus identifiés parmi
les isolats étudiés du Burkina Faso et du Togo,
montre une certaine similitude génotypique
entre les isolats provenant des deux pays. Cela
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suppose que les alléles amplifiés par les
marqueurs au niveau de chaque loci sont
identiques et égales.

Trois groupes génétiques  sont
distingués a savoir : G1, G2 et G3 (Figure 2).
Ces groupes comportent des sous-groupes
spécifiques notés A a M. Chaque sous-groupe
comporte soit des isolats spécifiques d'un
pays ou des isolats provenant de pays
différents mais ayant des similitudes
génotypiques proches.

De facon générale, on note que les
groupes G1, G2 et G3 ont une base génétique
commune mais trés différenciés au niveau des
loci amplifiés par les microsatellites.
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Figure 1 : Carte de distribution des génotypes multilocussdas régions prospectées du

Burkina Faso.
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Tableau 1:Caractéristiques des amorces microsatellites ésilis

Nom des amorce: Chromosome  Position Motif répété Séquences d’amorce T (°C)

Pyrms43t-44 4 177(54492-544939 TAL; F :(NED)-GGGAATCTTGGCCATTAACC 53
R: CTTGATTGGTGGT(GTGTTGC 53

Pyrms40¢- 41( 4 187 (52002-520045 TA: F: (VIC)-TCCCAGTACTTGCCCATCT( 53
R: CTCCGATTCATGGCACACAC 53

Pyrms99k-10C 5 134 (18281-182830 ACCy F: (PET-CTAATTGCGGCTTAGGGTC/ 53
R: ACCTAGGTAGGTATACATGTTGTT 53

Pyrms62-64 1 9 (243:39-243601) CTys F: (NED-TTGGGATCTTCGGTAAGACG 57
R: GCCGACAAGACACTGAATGA

Pyrms82-84b 2 18 (21163-211742) TCA43 F: (PET-GTCTGCCTCGACTCCTTCAC 57
R: GCAAAGTTGTTTGAGCAAGG

Pyrms31¢-320 2 18 (5250-52795) CAA; F: (NED-TAAGACCACTGGCGGAATCT 57
R: GGCTTTGTCTGGTTGTACGC(

Pyrms77t-78 3 24 (51059-510813) CAz4 F: (PET-AGGCTCTCTGCCTACGAAGT 57
R: GCTTTCGGCAAGCCTAATC

Pyrms607-608 3 28 (109557-1095864) GCA;3 F: (VIC)-CCCAAGCTCCATAATACGCTAC 57
R: TCCGAGACT(TTTGGATAGCAC

Pyrms37-38 4 15 (104275-1042961, CAs+CTy, F: (NED)-ACCCTACCCCCACTCATTTC 57
R: AGGATCAGCCAATGCCAAGT

Pyrms47-48 4 12 (70702-707203) TA1s F: (FAM)-TCACATTTGCTTGCTGGAGT 57
R: AGACAGGGTTGACGGCTGAA

Pyrms23:-234 5 10 (3836:-38617) CAGy¢ F: (FAM)-TGAGATGGACCGCATGATTA 57
R: TTGATGGCAGAGACATGAGC

Pyrms427-428 5 13 (33182-332045) AT 16 F: (VIC)-CTGTCACCACAACCAAGACG 57
R: TTGCCCTGATTTGTCAGTCA

Pyrms657-658 6 21 (374578-3745947, CAg, F: (VIC)-ATCAGTCGAACCCACAAAGC 57
R: ATGTGTGGACGAACCAGTCC

Tm déterminé selon la formule : Tm = 2°C x (nomibegA+T]) + 4°C x (nombre de [G+C]).

2263



A. . KASSANKOGNO et al. / Int. J. Biol. Chem. Sci. t®859-2267, 2016

Tableau 2: Description de la diversité des isolats génotypis pchaque loci.

Fréquence des

Marqueurs Alléles majeurs A He PIC
Pymrs47  0.38 14.00 0.71 0.66
Pyrms427 0.25 10.00 0.83 0.81
Pyrms657 0.67 5,00 049 043
Pyrms77B 0.68 12.00 0.52 0.50
Pyrms63  0.74 8.00 041 0.37
Pyrms83B 0.66 8.00 051 047
Pyrms607 0.74 5,00 0.42 0.39
Pyrms37  0.69 6.00 045 0.37
Pyrms233 0.67 7.00 049 043
Pyrms319 0.83 200 0.28 0.24
Pyrms409 0.14 26.00 0.94 0.93
Total 103

Mean 0.59 936 055 0.51

F alleles majeurs: Fréguence des alléles majeuss ; nombre d'allélestie : hétérozygotie attendue calculée sans biais ou
diversité génétiquePRIC : Polymorphism Information Content.

Figure 2: Structure des génotypes nultilocus de A oryzae du Burkina Faso et Togo

N | es branches en noir représentent les MLGs du Burkina Faso

@ Les branches vertes representent les MLGs du Togo

BN [ .cs branches rouges représentent les témoins Sénégal Niger., Mali, Mozambigque et
Madagascar. Les cercle montrent les sous-groupes des groupes G1.G2 et G3
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DISCUSSION

Nous avons étudié le polymorphisme
de 220 isolats deMagnaporthe oryzaedu
Togo et du Burkina Faso avec des marqueurs
microsatellites (SSRs). Les résultats de I'étude
montrent un polymorphisme élevé entre les
isolats testés. Les SSRs utilisés ont permis de
détecter 103 alléles avec un nombre moyen de
9 alleles par marqueur. Le nombre d'alleles
par marqueur a varié de 2 a 26 respectivement
avec Pyrms 319 et Pyrms 409. La fréquence
des alléles majeurs varie de 0,14 a 0,83
respectivement avec Pyrms 409 et Pyrms 319
avec une moyenne de 0,59. Nos résultats
différents en termes de richesse allélique de
ceux de Liu et al. (2008) et Choi et al. (2013)
qui ont étudié respectivement la diversité
génétique de 46 isolats et 109 isolatsMle
grisea du Corée avec respectivement 13
marqueurs et 11 marqueurs SSRs. Ces auteurs
ont trouvé respectivement dans leur étude
entre 2-10 alléles et 2-17 alléles par locus.

L'analyse des données de la diversité
génétique entre les isolats a révélé un He
variant entre 0,24 et 0,94, ce qui montre un
trés grand polymorphisme généré par les
marqueurs utilisés. La grande diversité
observée dans notre étude s’expliquerait par
'effet de I'environnement dans les zones
d’étude qui aurait favorisé expression d’autres
génes et la diversité variétale qui aurait
favorisé la diversité au sein de la population
du pathogene.

L'analyse du polymorphisme en se
basant sur le « Polymorphisme Information
Content » (PIC) considéré comme le premier
index important dans la détermination de
l'efficacité des amorces a donné un PIC
compris entre 0,24 et 0,93 respectivement
enregistré par les marqueurs pyrms 319 et
pyrms 409 avec une moyenne de 0,51. Nos
résultats difféerent peu de ceux de Motlagh et
al. (2015), de Brondani et al. (2000) qui ont
trouvé des PICs compris respectivement entre
0,661-0,862 et 0,44-0,54 lors de I'analyse des
isolats deM. oryzaelranien. Cette variation
de PIC observée dans notre étude est
significativement associée au nombre d’alléles
observés par marqueur. L'analyse de la
diversité génétigue mesurée par lindice He
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(ou hétérozygotie attendue) a été estimée pour
chaque locus. La plus faible valeur de
diversité génétique (0,28) a été enregistrée par
le locus pyrms 319 et la plus forte valeur
(0,94) par le locus pyrms 409 avec une
moyenne de 0,55. Le nombre d’alléles (A=26)
et la diversité génétique (He=0,94) trouvés
dans notre étude sont supérieurs a ceux
trouvés par d’autres auteurs. Nos résultats ont
révélé une plus grande diversité par rapport a
ceux trouvés par Choi et al. (2013) lorsqu'ils
ont étudié la diversité des isolats Coréens de
M. oryzaeavec 11 amorces microsatellites. En
effet, ceux-ci ont trouvé A moyen de 6.5 et He
de 0,412 contre 26 et 0,94 respectivement
dans notre étude. Cette différence des résultats
pourrait s’expliquer par le fait qu'en Corée, il
y'a une faible diversité de riz cultivé par
rapport au Burkina Faso et au Togo. En effet,
le systeme rizicole en Afrique de I'Ouest et
plus particulierement au Burkina Faso et au
Togo est caractérisé par la culture
plurivariétale. Cette pratique qui permet
d’avoir un minimum de rendement quelle que
soit l'influence des facteurs biotiques et
abiotiques sélectionne aussi plus de diversité
chez les pathogénes. Notre isolement étant
réalisé sur plusieurs variétés de riz ce qui
expliquerait la diversité constatée dans notre
étude.

L'analyse moléculaire a permis de
comparer les isolats en fonction de leur
similitude sur la base de la taille des
séquences génotypes. A l'aide de la macro
Excel développée par Jean Peccoud, les
souches ont été regroupées en génotypes
multilocus (MLGS).

Ainsi, pour 13 marqueurs polymorphes
utilisés, nous avons identifié 86 génotypes
multilocus.

Nos résultats different de ceux de Sahel
et al. (2012) qui avaient trouvé un faible
nombre de génotypes multilocus lors de son
étude : Thailande (20 MLGs), Chine (5-76
MLGs), Colombie (9 MLGs), France (12
MLGs), USA (20 MLGs) et Madagascar (18
MLGs). Egalement ces résultats présentent
une plus grande diversité génotypique par
rapport a ceux de Consolo et al. (2008) et de
Ying et al (2004), qui ont étudié
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respectivement la diversité génétique de 161
isolats deM. oryzaede I'Argentine et 105
isolats de Chine avec sept (7) SSRs. Les
premiéres ont trouvé cing (05) groupes
génotypes avec une similitude élevée (plus de
70%) alors que les seconds ont rapporté six
(6) groupes génotypes. Sur les 86 génotypes
multilocus identifiés parmi les isolats, le
Burkina Faso a enregistré 67 MLGs et le Togo
16 MLGs. Ces nombres important de MLGs
serait lié soit a la diversité variétale du riz
ayant servi pour l'isolement des isolats ou lié
a la sélection naturelle due a I'écologie des
sites. Nous avons noté un partage de
génotypes multilocus au sein d'un méme pays
et entre les pays. Le cas des MLG1 et MLG8
entre certaines régions du Burkina Faso et le
cas du MLG12 ; MLGs36 et MLG37 partagés
entre le Burkina et le Togo. Nous pensons que
ce résultat est la conséquence directe des
échanges de matériel végétal entre les deux

pays.

Conclusion

L'étude a apporté un nouvel éclairage
sur la structure des populationsMeoryzaau
Burkina Faso et au TogoUn niveau de
polymorphisme élevé entre les isolats a été
révélé.

Les diverses relations identifiées entre
les groupes génotypes multilocus, les groupes
génétigues mondiaux et les sites, nous
inspirent des réflexions sur les stratégies de
lutte contreM. oryzaeet sur la dynamique des
populations de l'agent pathogéne dans le
temps dans ces deux pays. Les similitudes
génotypiques rencontrées entre certains isolats
du Burkina Faso, du Togo et des autres pays
pourrait étre la conséquence directe des

échanges de semences infectées entre ces

pays. Ainsi dans un contexte des échanges
mondiaux intenses, les connaissances sur la
structure et la diversité cheil. oryzae

devraient conduire a une vigilance accrue sur
le risque d'introduction de nouvelles races du

pathogéne a travers les échanges de semences

de riz. Dés lors des investigations devraient
étre menées dans l'avenir sur le role des
semences dans la propagation de la maladie
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ainsi que la détermination des seuils de
nuisibilité du pathogéne sur les semences.
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