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RESUME

Les pressions de sélection exercées par les pathogreuvent induire des changements
evolutifs extrémement rapides chez leurs hotesst@eobablement le cas chez le rat noir
(Rattus rattuy a Madagascar, qui présente des populations agtist a la peste (infection a
Yersinia pestijsdans la zone des hauts plateaux centraux, oeslkz st endémique depuis un
siécle environ, tandis que les populations de laezde basse altitude, ou la maladie est
absente, sont sensibles. Le rat noir est actuelielaeseul réservoir possible de la maladie a
Madagascar. L'objectif de ce travail est d’étudéerésistance a la peste chizrattus car ce
trait a des conséquences importantes dans la tisgiemet le maintien de la maladie.

Les patrons de génétique neutre sont en accord awec colonisation unique de
Madagascar par le rat noir, il y a 1000-2000 anspm@venance de la Péninsule Arabique.
Comme pour les populations humaines, des poputatdm rat noir se seraient d’abord
installées dans les régions cétieres, s’étendasuitensur les hauts plateaux centraux. Des
travaux expérimentaux (infections contrélées etiseraents) ont permis d’étudier le
phénotype de résistance et sa transmission a lzendsnce. La différence de niveau de
résistance entre zone de peste et zone sans pasts &té confirmée et étendue a d’autres
localités. Enfin, des approches genes candidaséreimiques ont conduit a I'identification de
marqueurs génétiques potentiellement sous séledh@ngente entre zone de peste et zone
sans peste, et/ou associés a l'issue d’infectinpérenentales par la peste.

Mots-clés : adaptation, génomique des populations, pathoggrtedpgéographie Rattus
rattus, résistance, rongeur commenaéysinia pestiszoonose.

Genetics and evolution of the black ratRattus rattus), reservoir of plague in
Madagascar

ABSTRACT

Selective pressure applied by pathogens can leadttemely rapid evolutionary changes
on their hosts. It could be the case for the blatkRattus rattuy which presents populations
resistant to plagueYgersinia pestisnfection), where plague have been endemic sihoaita
one century, whereas low altitude zone (where theade is absent) populations are plague
susceptible. The black rat is the only possiblgyareservoir in Madagascar. This work aims
to study plague resistanceRn rattus as this trait has important consequences fodigease
transmission and maintenance.

Neutral genetic patterns agree with a unique cafdion of Madagascar by the the black
rat, 1000-2000 years ago, from Arabian PeninsutafoA humans, rat settlement would have
begun by coastal regions, and latter expandedecacémtral highlands. Experimental work
(controlled infestations and crosses) allowed thelys of the resistance phenotype and its
offspring transmission. Resistance level variabetween plague focus and plague-free zone
was confirmed and extended to other localities.aliincandidate gene and genomic
approaches lead to detect genetic markers potgniiadilergoing divergent selection between
plague focus and plague free zone than neutral dadi/or associated with experimental
plague challenge issue.

Key words : adaptation, commensal rodent, pathogens, phylogpbygr Rattus rattus
resistance, population genomi¥®rsinia pestiszoonosis.
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Préambule :

Ecologie et evolution des maladies infectieuses

Les maladies infectieuses sont un enjeu de soonftértant puisqu’elles sont aujourd’hui
responsables de 19 % de I'ensemble de la mortalitéaine mondiale, et représentent méme
53 % des décés en Afrique (WHO, 2004). Pourtamis dies années 1950-60, les progres liés
a I'hygiene et au contréle des vecteurs, ainsi lgudéveloppement des traitements et des
vaccins, laissaient espérer une victoire de I'honfimee a ses pathogénes (Snowden, 2008).
Cet espoir a vu son apogeée en 1979 quand l'orgamsmondiale de la santé a déclaré la
variole éradiquée a I'échelle mondiale. Cependegitte confiance a été ébranlée dans les
vingt dernieres années par la mise en évidenceahigme de la résistance des bactéries aux
antibiotiques (Spellbergt al, 2008), de I'émergence de certaines maladies colarS¢DA,
ou la ré-émergence d’autres telles que la tubeseulBnowden, 2008).

La nécessité de prendre en compte I'écologie eblidion des maladies infectieuses pour
comprendre leur dynamique est de plus en plus adifBsehrag & Wiener, 1995), en
particulier dans le cas des zoonoses. Ces derngmes des infections se transmettant
naturellement entre des animaux vertébrés et I'henfdéfinition incluant les pathogenes
pour lesquels 'homme est I'h6te principal et diagtvertébrés les hbtes occasionnels, ainsi
gue la situation inverse ; Woolhouse & Gowtage-8eay 2005). Les zoonoses représentent
environ la moitié des maladies infectieuses hunsga{i846 espéces de pathogénes sur 1407
connues) et seraient plus frequemment des maladesgentes ou ré-émergentes que les
infections proprement humaines (Woolhouse & GowAGgqueria, 2005). Comprendre la
circulation des maladies dans les réservoirs sasvagt nécessaire pour gérer le risque de
transmission, ce qui est actuellement reconnu aets de I'émergence de I'écologie de la
santé. Cette discipline est d’autant plus impoeantjourd’hui que les changements globaux
actuels influencent la dynamique des maladies figfigges, et peuvent conduire a
I'émergence de pathogenes (Lebarbenchbral, 2007 ; voir Lilley et al, 1997 pour un
exemple concernant I'effet de la déforestationunLdes exemples les mieux documentés est
celui de la maladie de Lyme aux Etats-Unis, oudmposition de la communauté d’hotes
vertébrés détermine le risque de transmission ¢fds& Keesing, 2000 ; LoGiudicet al,
2003 ; Logiudiceet al, 2008), illustrant 'importance de la biodiversé@a tant que barriere a
I'’émergence de maladies (Dobsetral, 2006).

En retour, I'écologie peut avoir besoin de comprendes maladies infectieuses,
notamment dans un but de conservation des espanescaes (Daszakt al, 2000 ; Lafferty
& Gerber, 2002 ; Lebarbenchaat al, 2007). L’introduction d’'un pathogéne peut menacer



une espéce en particulier, mais aussi modifietrlacture de I'ensemble de la communauté.
C’est le cas par exemple si le pathogene affeaesgpéce clé (Collingat al, 2008), ou bien

si le niveau de sensibilité varie selon les espéll8tes, avec par exemple des especes
natives plus sensibles que des especes introdo@eagyi facilite I'invasion (Van Ripest al,
2002 ; Tompkins et al, 2003). Les modifications de [I'écosysteme conseest a
I'introduction d’'une maladie pourront en retour lugncer la transmission de la maladie
(Collingeet al, 2008).

En plus de I'écologie, la compréhension des matadidectieuses peut bénéficier de
I'utilisation de concepts d’évolution (Stearns & éla, 2008), bien qu’il existe encore
actuellement un fossé entre les disciplines deddanine et la biologie évolutive. En effet, les
médecins prennent peu en compte l'importance delléon des hotes et des pathogénes
(Nesse & Stearns, 2008), ce qui est paradoxal nagrand probléme médical actuel, la
résistance aux antibiotiques (Normark & NormarkQ20 Bergstrom & Feldgarden, 2008),
est I'un des meilleurs exemples d’adaptation coptaaine, mais le mécanisme de sélection
naturelle sous-jacent reste rarement cité danselages meédicales (Antonovies al, 2007).

La biologie évolutive en revanche s’est intéresa®emaladies infectieuses depuis Darwin et
la prise de conscience de I'importance des apicaten santé est réelle aujourd’hui (Levin
et al, 1999).

La biologie évolutive permet en effet d’étudierdaptation des hotes et des pathogéenes
(Nesse & Stearns, 2008), notamment I'évolution @evifulence ou de la résistance des
pathogenes aux traitements (Galvani, 2003), I'&miudes variations de la résistance /
sensibilité de I'néte (Frank, 2002), ou encore d&wwolution entre les acteurs (Woolhouse,
2002). La prise en compte de ces résultats peutaerdes stratégies de santé publique (par
exemple, la prédiction d’'une virulence accrue dahqgenes lors de I'utilisation de vaccins
imparfaits, Gandonet al, 2001). D’autre part, des méthodes développéedielngie
évolutive peuvent étre utiles pour I'étude des uhiak infectieuses. Notamment, I'étude des
relations phylogénétiques entre les pathogénes giee retracer [I'histoire (origine,
dispersion géographique) des pathogénes appodannfibrmations sur leurs modes et routes
de transmission (Nesse & Stearns, 2008 ; Arehial, 2009). L’application de ces méthodes
au VIH (Virus de I'lmmunodéficience Humaine) a paxemple permis de démontrer ses deux
origines simiennes indépendantes (Heeatwl, 2006), ou de retracer certaines voies de
transmission entre patients (Ciesielekal, 1992).






Introduction générale



Introduction

| — L’évolution des populations d’hotes face aux paogenes

1. Rapidité des changements évolutifs sous la pressexercée par les pathogénes

L’introduction d’un pathogéne dans une populatishume pression de sélection forte, qui
peut conduire & une évolution extrémement rapidsotehéte (Thompson, 1998 ; Altizet
al., 2003 ; Parker & Gilbert, 2004). L'utilisation d@ myxomatose comme agent de lutte
biologique contre le lapin europée®ryctolagus cuniculysen Australie, qui conduisait
initialement a des épizooties impressionnante$438e la population décimée) a ainsi montré
peu d’efficacité apres quelques années seulementpeséquence d’une diminution de la
virulence du virus et d’'une augmentation de lastésice des lapins (Fenner & Fantini, 1999).
La truite arc-en-ciel@®ncorhynchus mykiss aussi vu son niveau de résistance augmenter au
cours des quinze années qui suivirent I'introductio parasitélyxobolus cerebralislans un
lac du Montana (Miller & Vincent, 2008).

De telles observations longitudinales de la répoadaptative d’'un hoéte face a un
pathogene introduit sont rarement possibles danatiare. Une méthode d’étude alternative
est le recours a I'expérimentation, qui a permis ndentrer que quelques dizaines de
générations peuvent suffire a une augmentationfiigtive de la résistance, par exemple
dans les populations dBaphnia magna suite a l'introduction du parasite eucaryote
Octosporea bayer{Zbindenet al, 2008), ou chez la drosophile suite a I'expositéra
bactériePseudomonas aeruginogde et al, 2009).

Les traits actuels de I'h6te observés en populati@turelles peuvent aussi étre interprétés
comme la conséquence de I'adaptation passée faqm#wgenes. La forte mortalité du lapin
européen face au virus de la myxomatose est axpiigaée par I'absence de co-évolution
entre les deux acteurs tandis que I'héte d'origileevirus, le lapin d’Amériqgue du Sud
(Sylvilagus brasiliens)s ne développe gu'une maladie bénigne (Fenner Atikia 1999).
Dans ce cas, I'observation actuelle résulte derédagmce ou non d’'une longue co-évolution
entre I'hote et le parasite. En revanche, d’augtades montrent que la structure spatiale de la
résistance de I'héte est corrélée a la présencepatasite dans I'histoire récente des
populations (Kalbe & Kurtz, 2006 ; Duffy & SivarseBker, 2007 ; Encadil), ce qui suggére
une évolution rapide des populations d’hotes.

2. Sélection naturelle pour la résistance des hotes

Invoquer la sélection naturelle exercée par lesiqugines sur les populations d’hotes
nécessite de considérer que la résistance / sigsila I'hote est variable dans la population,
gu’elle est héritable et qu’elle a un effet sucégpacité de survie et de reproduction (c'est-a-
dire la valeur sélective) des variants (il fautpoela que le parasite soit présent et vird)ent

! La virulence est définie comme I'effet, en termeditainution de la valeur sélective, qu’a le pamsitir son
hote.



Introduction

Les populations naturelles présentent généraledetd variabilité pour la résistance aux
pathogenes (par exemple Webster & Woolhouse, 1898kelinet al, 2002). L’héritabilité
de la résistance aux pathogénes dans les popudatainrelles a été montrée par I'existence
de corrélations entre les parents et leurs desoengaur le niveau de parasitisme (Moller,
1990 ; Boulinier et al, 1997 ; Smithet al, 1999), ou pour certaines mesures de
limmunocompétence(Brinkhof et al, 1999 ; Cotter & Wilson, 2002), ou encore par laem
en évidence d'associations entre l'infection etylpe de clone de I'h6te (Little & Ebert,
1999). L'identification de genes ou de régions aweomiques impliqués dans la résistance a
méme été réalisée dans certains contextes (vhiDlautre part, plus le taux de mortalité ou
I'effet sur la fécondité di au parasite est foftsplintensité de la sélection sera forte. La
virulence du pathogene influence ainsi la vitesgealution de la résistance (Altizet al,
2003).

Encadré 1 Relation entre I'histoire de I'exposition des populations d'hdte au parasite et le niveau
de résistance: I'exemple des isopodes (Asellus aquaticus) et de leurs parasites (Acanthocephalus
lucii) en Finlande.

70- Populations naturellement
exposées

— 1T 1
60 Population 57.6

naturellement exposée

au pathogéne utilisé 50.0

50- pour expérience :

— 45.5

i 41.2 Population sans

40 pathogéne depuis

environ 10 ans

Populations naives

30- Populations naturellement
exposées a un autre
pathogéne que celui utilisé
pour 'expérience

Niveau de sensibilité

20

o 'o149
11.7
10-
4.2
B C D

A

[Prévalence chez les hbtes exposés (%)]

Population d’'isopodes

Des populations d'isopodes présentant différentes histoires d’exposition au parasite ont été
exposées expérimentalement au parasite de facon a déterminer leur niveau de résistance /
sensibilité. Les populations n'ayant jamais été exposées au parasite (naives) sont les plus
sensibles. Les populations ayant été exposées au parasite sont globalement plus résistantes ;
cependant, la population d'ou vient le parasite ayant servi pour I'expérience est relativement
sensible, ce qui peut s'interpréter comme le résultat de I'adaptation du parasite (développement
d’'une virulence plus forte spécifique de la population dont il est issu).

Issu de Hasu et al. (2009)

2 immunocompétence est une notion théorique comesant a la capacité générale d’un individu a activ
une défense immunitaire de fagon a réduire I'eféetinfection sur la valeur sélective.
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En I'absence du pathogene, la résistance peutétree-sélectionnée (Thompson, 1998 ;
voir par exemple Cruz & Wiley, 1989), en conséqeedaun éventuel colt associé a la
résistance (May & Anderson, 1983). En effet, lessoeirces disponibles n’étant pas infinies,
un compromis évolutif existe pour I'héte entre Vastissement dans les défenses contre les
pathogénes et les autres fonctions, notammentpl@adaction (Sheldon & Verhulst, 1996 ;
Schmid-Hempel, 2003 ; Sadd & Schmid-Hempel, 200@)colt de la résistance a été mis en
évidence empiriguement dans différents systemes ¢ependant Rigbwt al, 2002), que ce
soit en évolution expérimentale (Webster & Woollgus999 ; Yeet al, 2009) ou dans les
populations naturelles (Duffy & Sivars-Becker, 2ROl pourrait étre la conséquence d'un
compromis énergétique entre linduction d’'une ré&eommmunitaire et la survie ou la
reproduction (voir par exemple Moret & Schmid-Hem@&00 ; Bonneaudt al, 2003).

La sélection pour la résistance d’'un héte a ungiteraera influencée par les modalités de
cette résistance. En effet, il existe différentsyers pour les hbtes de s’opposer aux effets
négatifs imposés par les pathogénes (Encadet les modeles théoriques d’évolution de la
résistance dépendent ainsi du type de défensestardse au sens strict ou tolérance (Boots &
Bowers, 1999 ; Roy & Kirchner, 2000 ; Boots, 20@8)des colts associés a la résistance
(Boots & Haraguchi, 1999 ; Boots & Bowers, 2004).

3. Conséquences de I'évolution de I'hdte dans la gagation / persistance des

maladies

Les variations spatiales de la résistance de I'dgavent influencer les possibilités
d’'implantation locale du pathogéne, résultant ee telation négative entre résistance des
hotes et prévalence du parasite dans les popuai@ine, 2004 ; Springer, 2007). De méme,
au niveau intra-populationnel, I'hétérogénéité mhekvidus hbtes face aux pathogénes a des
conséquences importantes pour la diffusion et litiea ou pas d’'une maladie (Anderson &
May, 1991). En patrticulier, la prise en compte dasations de contagiosité (Woolhouse
al., 1997 ; Lloyd-Smithet al, 2005) ou de sensibilité (Dwyet al, 1997) de I'h6te au sein
des populations modifie les prédictions théoriquaatives a la dynamique des maladies
infectieuses (par exemple pour le bombyx dispaeatke virus de la polyedrose nucléaire,
Dwyer et al, 1997).

De plus, I'évolution de I'h6te modifie le régime délection du parasite, ce qui peut
conduire a une évolution de la virulence (Galva2003). Par exemple, les variations
individuelles de la résistance des souris affectantcompétition entre deux souches de
Plasmodium chabaudide Roodeet al, 2004). L'effet de la variabilité de la résistarae
I’héte sur I'évolution de la virulence des parasite cependant été peu étudié, que ce soit
théoriqguement (mais voir Regoetal, 2000) ou empiriquement.
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Encadré 2 Quelques exemples illustrant la diversité des mécanismes de défense des hbtes face
aux pathogénes.

= Evitement comportemental
Limitation de I'exposition au parasite et ainsi du risque d’infection. Par
exemple, les tétards de la grenouille taureau sont capables de détecter
les congénéres infectés par Candida humicola (signaux chimiques) et
de les éviter (Kiesecker et al., 1999).

= Barrieres physiques
Réduction du taux d’invasion de I'organisme. Par exemple, la longueur
des épines du cactus Echinopsis chilensis lui permet de se protéger
contre l'infection par la plante parasite Tristerix aphyllus (Medel, 2000).

= Défenses cellulaires constitutives empéchant I'entrée du pathogene
Blocage de l'entrée du pathogene (notamment les virus) dans les
cellules cibles. L'absence de récepteur CCR5 empéche ainsi I'entrée du
VIH dans les lymphocytes (Samson et al., 1996).

= Réponse immunitaire induite
Induction d'une réponse immunitaire en réponse a la présence d'un
pathogéne. La Drosophile induit par exemple la production de peptides
anti-microbiens, I'activité phenoloxydase et la phagocytose en réaction
face a la présence de la bactérie Listeria monocytogenes (Okado et al.,
20009).

= Mémoire immunitaire

= Activation de la production de défenses mises en place lors d'une
exposition préalable au pathogeéne. Par exemple, en réponse a
l'infection par Borrelia, les mouettes tridactyles développent des
anticorps qu’elles peuvent transmettre a leur descendance (Gasparini et
al., 2001).

= Capacité a limiter les effets du parasite
Réduction des dommages causés par les pathogénes, sans pour autant
éviter leur invasion et croissance. La reproduction est ainsi anticipée
chez le grillon infecté de fagon a compenser les effets négatifs induits
par les pathogénes (Adamo, 1999).

D’aprés Schulenburg et al. (2009)

10




Introduction

lI- La génétique évolutive : évolution neutre et adptation

1. Les mécanismes gouvernant I'évolution des poptians

La composition allélique des populations peut étoglifiée sous I'effet :

- de forces évolutives neutreta mutation (modification allélique rare et at#iee), la
dispersion (flux génique entre les populations)letdérive génétiqgue (échantillonnage
aléatoire des alleles lors de la reproduction, tleffet est d’autant plus fort que la population
est petite), et

- de forces évolutives adaptativeta sélection naturelle (sélection des alléles le
mieux adaptés au milieu, c'est-a-dire ceux assa@cigse reproduction maximale et/ou une
mortalité minimale), dont il existe trois types rmmipaux (Hurst, 2009). La sélection
directionnelle (ou sélection positive ou encore wilaienne) favorise l'allele le plus
avantageux, tandis que la sélection purificatrioe (égative) conduit a I'élimination des
alleles délétéres. Enfin, la sélection balancéerfag la diversité génétique et conduit a un
maintien du polymorphisme.

Les forces évolutives neutres affectent tout leogémtandis que la sélection n'affecte que
certains loci en particulier (Cavalli-Sforza, 19€6)g. 1). Cette propriété est a la base de la
détection de sélection par I'approche de génomidgs populations (Blaclkt al, 2001 ;
Luikart et al, 2003), qui consiste en ['utilisation d’un éch#latinage a I'échelle du génome
pour identifier des loci singuliers, affectés pasdorces évolutives propres a un locus
(sélection, mutation, homogamie et recombinaispaj,opposition aux loci neutres, affectés
par les mécanismes agissant sur I'ensemble du g€n(érive, flux géniques et
consanguinité). Les loci singuliers sont potergi@ént sous sélection (voir 83) tandis que les
loci neutres pourront étre utilisés pour décrirestoire démographique des populations (voir
82).

2. Les marqueurs génétiques neutres comme témoine thistoire des populations

L’histoire des populations et des espéces laisse atapreintes dans leur structure
génétique actuelle. L'analyse de la compositionétj§one des populations permet ainsi d’en
retracer les évenements majeurs, notamment leatioms démographiques (expansion ou
déclin des populations) et les évenements de disperPour cela, on utilise des marqueurs
supposés neutres (généralement pas affectés pateletion naturelle), le plus ouvent des
séquences d’ADN mitochondrial (Avise, 2000) ou descrosatellites (Goldstein &
Schlotterer, 1999).

Les outils d’analyse de génétique des populations aujourd’hui largement utilisés pour
définir des stratégies de conservation (état daspece en danger, Bertoredieal, 2009) ou
de contréle (décrire les routes de colonisatiomé’aspece envahissante, Rolksl, 2006).
Dans le contexte des interactions hoétes-paraditédisation des marqueurs neutres pour
définir la structure génétique des difféerents astgaermet par exemple d’identifier I'origine
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et I'histoire épidémiologique d’'une maladie, deedgtiner les facteurs environnementaux
gouvernant la diffusion des pathogenes, d'étudérehtuelle spécialisation des acteurs ou
d’identifier les changements d’hétes (de Meatsal, 2007 ; Archieet al, 2009 ; voir
Encadré3). La structure génétique des populations a agsscdnséquences importantes pour
la dynamique de la coévolution entre hotes et ffasagSchulenburgt al, 2009).

Fiqure 1 Effet des phénomenes démographiques et séleatiftasdiversité génétique: la
démographie affecte tout le génome tandis que liectsgn est locus spécifique (issu de
Schlotterer, 2003)

Pour chaque scénario (sélectif et démographiqua} tégions du génome ont été représentées (A, B).e

Chacune de ces régions présente quelques sitemqplyes représentés par des symboles différemtsnétle
fond (vide ou plein) correspond a deux états gjleds.
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Encadré 3 Exemples illustrant 'utilisation de marqueurs génétiques neutres (ici des microsatellites)
ites pour retracer I'histoire des populations (a) ou

dans le contexte des interactions hétes / paras
inférer des traits d’histoire de vie (b).

(a) Influence de la géographie et de la spécialisati

La structure génétique de la tique d'oiseaux
marins Ixodes uriae a été étudiée dans
différentes populations de I'Europe du Nord
par une analyse multivariée. L'h6te d’origine
(chaque espéce d'oiseaux est représentée
par un symbole différent) structure les
populations de tiques plus que [lorigine
géographique (qui a aussi une influence,
notamment pour la population située la plus
au Nord, indiquée par les fleches). Ces
résultats indiquent une spécialisation des
tiques a leurs hotes.

on a I'héte chez les tiques (McCoy et al., 2005)

1.5
-0
1.0
) black-legged common
0.5 kitiwake _ guillemot
PC2 T a”
J R R
+@ A “:. &
05 atlantic 8 5
puffin
DY} M— — —
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(b) Etude de la dispersion des schistosomes (Prugnolle et al., 2005a)

La structure génétique du parasite Schistosoma
mansoni, de son héte intermédiaire Biomphalaria
glabrata et de son hote définitif R. rattus a été
étudiée en Guadeloupe. Un patron d’isolement
par la distance est observé chez le mollusque
mais pas chez le parasite, ni le rat. Il existe une
corrélation significative entre la distance inter-
individuelle des rats et la distance entre infra-
populations (individus échantillonnés dans un
méme rat) de schistosomes. Ces résultats sont
cohérents avec une dispersion des schistosomes
principalement due aux mouvements des rats.

D S. mansoni
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3. La génétique de I'adaptation

Contrairement aux marqueurs neutres, les marquadaptatifs sont les témoins de la
s phdnques dans les populations. Déterminer la
sousiséleceést pas une tache aisée, notamment
ue le gapemsable de la couleur chez la phaléne
du bouleau reste inconnu, malgré le nombre d’étpdeant sur ce modéle biologique et la
mise en évidence d’'un déterminisme monogéniquent>2804) en témoigne. Cependant, les
t aujourddpiossibilité d’étudier la génétique de

sélection naturelle s’exercant sur les trait
base génétique des traits phénotypiques
chez les especes non modeles. Le fait q

progres actuels de la génomique ouvren

I'adaptation (Thomas & Klaper, 2004 ; Vasemagi &nitner, 2005).
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En particulier, la génomique des populations estmgthode de détermination de loci sous
sélection par l'identification de marqueurs difiéralu reste du génome, au niveau de leur
diversité ou de leur différenciation génétique Kaut et al, 2003 ; Schlotterer, 2003 ; voir les
attendus Fig2). Cette approche permet de mettre en évidencéodepotentiellement sous
sélection, sans nécessité de connaitre le traihgipgique adaptatif (par exemple, des
marqueurs associés a la pression de sélection’gititudle, Boninet al, 2006, ou a la
pollution, Williams & Oleksiak, 2008), voire mémars connaitre la pression de sélection
(par exemple, Akegt al, 2002 ; Orengo & Aguade, 2004).

D’autres tests permettent de mettre en évidens@liction par I'étude d’un seul locus :
notamment la comparaison de la distribution degue@ces des sites polymorphes avec
I'attendu sous I'hypothése neutre (Tajima, 1989)'@ude du ratio des mutations synonymes
et non synonymes dans une séquence (McDonald &rkaai 1991). Enfin, I'association
entre les fréquences alléliques d’'un locus et dembles environnementales permettent de
proposer lesquels de ces facteurs environnemestaixde possibles pressions de sélection
(Bonin et al, 2007 ; voir par exemple Sezghal, 2004).

Toutes ces méthodes se focalisent d’abord surrétiggie et peuvent donc étre qualifiées
d’approche ‘bottom-up’. D’autres approches centréesontraire sur le trait phénotypique
sous sélection sont qualifiées de ‘top-down’ (Vaagn& Primmer, 2005). Ainsi, dans le cas
ou le trait phénotypique sous sélection est coson,déterminisme génétique peut étre étudié
par deux types de méthodes:

1) I'approche a l'échelle_génomigueui consiste a utiliser un grand nombre de
marqueurs représentant I'ensemble du génome. Bigsistratégies peuvent alors étre
envisagées (Schlotterer, 2003 ; Stinchcombe & Ho@k2008) :

- étude d'association génotype / phénotype en ptipns naturelles. Des
marqueurs anonymes ont ainsi été associés a cettaits de la morphologie florale chez la
violette Viola cazorlensigHerrera & Bazaga, 2008) ou a la taille du corpszcdes anguilles
(Gagnaireet al, 2009).

- étude de la ségrégation des marqueurs génétiapres des pedigrees ou des
croisements expérimentaux. Par exemple, des gé@m&ate croisements en captivité ont
permis de montrer que la résistance au coumafemeaficide anticoagulant) est déterminée
par un seul locus, nommé Rw puis identifié commgelee VKORC1, cheRattus norvegicus
(Kohn & Pelz, 1999 ; Pelet al, 2005). Dans la population naturelle de moutorsyS3ie I'lle
de St Kilda, une étude de pedigrees a montré queuseur du pelage est associée a une
région du chromosome 2 (Beraldi al, 2006), et ce trait se révele déterminé par une
substitution dans le géne TYRP1 (Grat&ral, 2007).

2) I'approche _géne candidatiui consiste a étudier un (ou quelgues) génefs) e
particulier, sur la base des connaissances préalahlr le trait phénotypique, comme les
mécanismes biochimiques ou encore le déterminiséréétgue chez une espéce proche
(Taboret al, 2002). Par exemple, les genes agouti et Mcrinu®mpour étre impliqués dans
la couleur du pelage chez la souris de laboratoiteété étudiés comme genes candidats chez
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un rongeur heteromyidae nord-américa@hdetodipus intermediyisdont la couleur varie
selon les populations en fonction de celle du sabstajoritaire (permettant un camouflage) ;
guatre mutations non synonymes dans le gene Mcebrseréveélées parfaitement associées
avec un pelage sombre dans une des deux populatiéssntant ce phénotype (Nachnedn
al., 2003).

L'utilisation combinée de plusieurs approches deemddination de loci ayant une
importance fonctionnelle est la meilleure fagonbdémir des résultats fiables (Vasemagi &
Primmer, 2005 ; Stinchcombe & Hoekstra, 2008 ; ymar exemple Rogers & Bernatchez,
2005).

Figure 2 Attendus théoriques sur I'effet de la sélectioturglle sur la structure génétique des
populations

Analyses inter-populationelles : attendus au niveau de la différenciation génétique (A) entre deux milieux

Locus neutre Locus sous
Dérive, flux génique sélection
Sélection forte
Flux génigue

Milieux écologiquement divergents

@O )

Milieux écologiquement similaires

L X )

Analyses intra-populationelles : attendus au niveau de la diversité génétique (D)

Neutralité Sélection directionnelle Sélection balancée
ou purificatrice

Diversité résultant de
I'équilibre mutation-dérive Diversité faible Diversité forte
De D < De D > De

[ll- La génétique de la résistance aux pathogenehiez les animaux

La génétique de limmunité (ou immunogénétique)itiéa chez I'homme pour ses
applications médicales, se développe aujourd’humisdas populations naturelles animales.
Cet essor est encouragé par les nouvelles doneégénbmique montrant I'importance des
géenes immunitaires qui représenteraient 5 % dessgélnez les Mammiféres (Trowsdale &
Parham, 2004) et seraient fortement influencédgaélection naturelle (Vallender & Lahn,
2004). Comme pour les autres traits phénotypiqueis [I-3), la génétique de la résistance /
sensibilité aux pathogénes peut ainsi étre étugee des approches génomiques ou la
méthode gene candidat.
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1. Approche génomique et génétique de la résistanaax pathogéenes

La résistance / sensibilité aux parasites a soudEnmontrée comme un trait fortement
polygénique (Sorciet al, 1997 ; Hill, 2001 ; Frodham & Hill, 2004). Par esrple, les
variations de sensibilité des souris face aux tidas bactériennes montrent I'influence de
nombreux genes et des patrons d’hérédité compléxarselinget al, 2001 ; Persson &
Vance, 2007). Pourtant, une revue bibliographigdeemte des études de QTQuantitative
Trait Loc)) met en avant l'effet de quelgues géenes sur listegge des animaux aux
pathogenes (en moyenne 2.47 + 1.18 QTL d’effet, Mfilfert & Schmid-Hempel, 2008).
L’approche génomique a méme parfois mis en évidates genes majeurs, comme le
contrble de I'infection paBchistosoma mansodans les populations humaines du Brésil di a
une seule région génomique (Abel al, 1991), contenant plusieurs genes codant des
cytokines (Marquetet al, 1996).

Les différents loci interagissent entre eux (phéawend’épistasie) pour déterminer le
phénotype de résistance / sensibilité (HirschhorBaly, 2005 ; Wilfert & Schmid-Hempel,
2008 ; voir par exemple Wegnet al, 2008). Cependant, mettre en évidence les effets
épistatiques est difficile statistiquement, eteilrble que la prise en compte des effet additifs
soit suffisante pour déterminer les loci importaddss la plupart des cas (Cordell, 2002).

2. Quelgues genes majeurs spécifiques

Quelgues exemples de genes jouant un réle majews darésistance / sensibilité aux
pathogenes sont bien documentés chez 'homme @narvlurciet al, 2007), montrant que
la relation ‘un gene, une infection’ peut se veérifdans certains cas (Casanova & Abel,
2007). L’'absence de l'antigéne Duffy a la surfaes érythrocytes est ainsi associée a une
protection compléte contflasmodium vivaxMiller et al, 1976). Ce phénotype est codé par
une mutation ponctuelle dans le promoteur du géssmcé (Tournamilleet al, 1995),
mutation qui est presque fixée dans les populatdrnisaines mais rare en Europe (Hamblin
et al, 2002). D'autre part, un allele mutant du genés@onfere une résistance a l'infection
par le virus HIV (Samsost al, 1996) et retarde la déclaration du SIDA (Deaml, 1996).
Cet alléle est relativement fréquent en Europeetque absent ailleurs, mais les mécanismes
de son évolution restent débattus (Stepletrad, 1998 ; Novembret al, 2005 ; Sabetét al,
2005 ; voir chapitre 3 1l). Ces deux genes sontrdespteurs de chémokines, fixant aussi le
pathogene et facilitant son entrée dans les csliueemécanisme de défense est donc dans les
deux cas une défense cellulaire constitutive emgé@drentrée du pathogene (Encadyé

Dans les populations naturelles animales, I'efietggnes majeurs sur la résistance aux
pathogénes n’a pas été documenté a ma connaisganoevanche, les découvertes de génes
majeurs faites chez ’lhomme ou des animaux modsdasent permettre de définir des génes
candidats pouvant étre étudiés dans les populatianselles animales. Par exemple, le géne

? Les cytokines sont un ensemble de molécules ayarile dans la communication intercellulaire aun ki
systeme immunitaire. Les principales familles deokiytes sont les interférons, les interleukines et |
chémokines.
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codant I'antigéne Duffy est associé a l'infecticar pin pathogéne proche dessmodiumet
soumis a la sélection dans les populations naasrelk babouins (Tureg al, 2009).

Les genes majeurs identifiés sont généralementifiepis d’'un pathogéne en particulier,
tandis que d’autres génes affectent au contrafféreints pathogenes, mais souvent avec un
effet modéreé (Hill, 2001).

3. Quelques genes ayant un effet sur de nombreuxtphagénes

Dans les populations naturelles, les études se smntent focalisées sur le Complexe
Majeur d’Histocompatibilité (CMH), un complexe migknique fondamental dans la réponse
immunitaire des Vertébrés (Janewetyal, 2003). L'importance fonctionnelle du CMH dans
la génétique des maladies infectieuses avait dé&amnéntrée chez I'homme (Hill, 2001 ;
Frodham & Hill, 2004), avec par exemple l'assooc@atide certains haplotypes avec la
guérison de I'hépatite B (Thurst al, 1995) ou le délai de déclaration du SIDA chez les
patients séropositifs (Carringtat al, 1999). L’approche géne candidat a ciblé le CMHrpo
étudier la résistance / sensibilité a de nombreusfstions en populations naturelles
animales. Différentes études (voir Piertney & Qi\2006 pour une revue) ont ainsi rapporté
des associations entre le contenu parasitaire setlitles du CMH (Patersost al, 1998 ;
Meyer-Lucht & Sommer, 2005) ou bien le fait d’étrétérozygote pour un géne du CMH
(Froeschke & Sommer, 2005 ; Olivet al, 2009). La comparaison de la structure génétique
de marqueurs neutres et de genes du CMH montrecegiaderniers sont affectés par la
sélection naturelle (par exemple Landry & Bernat¢ch001; Bryjaet al, 2007),
probablement une sélection balancée exercée ppatlesgenes (Piertney & Oliver, 2006).

Le CMH est ainsi impliqué dans la résistance /igdité a de nombreuses maladies avec
en général un effet mineur. C’est aussi le castdéauoci, comme le géne Nramp (Natural
resistance associated macrophage protein) quissscig@ a la résistance a au moins trois
especes de bactéries intracellulaires (Lengedingl, 2001 ; Persson & Vance, 2007). De
méme, les TLR (Toll-Like Receptors) forment une iflanmultigénique intervenant dans
limmunité innée (Beutleet al, 2006) dont le gene TlIr-4 notamment est assogikisieurs
maladies infectieuses (Agnes® al, 2002 ; Schroder & Schumann, 2005) et serait sous
sélection (Ferwerdat al, 2007) dans les populations humaines. Ces gemesytiants dans
la sensibilité a différentes maladies, mais neaftipas partie du CMH seront probablement
de futurs genes candidats pour les études en pgmmdanaturelles (Acevedo-Whitehouse &
Cunningham, 2006). En effet, celles-ci ont raren&utié des génes immunitaires non CMH
(mais voir Coltmaret al, 2001 ; Worleyet al, 2006 ; Jenseat al, 2008), bien que les genes
du CMH et les autres génes immunitaires interviahigacun pour moitié dans la réponse
aux pathogenes (Jepsenal, 1997).
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IV- La peste, une zoonose bactérienne

Bien que la peste soit avant tout une maladie degeurs, qui n’affecte 'lhomme que
secondairement, c'est en tant que maladie humailedleqa d’abord marqué I'histoire et
gu'elle continue d'étre crainte de nos jours.

1. Histoire de la peste humaine

La peste est responsable de trois pandémies extrémiemeurtrieres (Baltazard, 1960 ;
Zietz & Dunkelberg, 2004 ; Fi@) :

- La peste justinienndes 6-8™ siécles (541-767). Importée d’Afrique de I'Est ou
Centrale, elle atteint I'Egypte puis 'Europe médianéenne et tue jusqu’a 100 millions de
personnes.

- La peste médiévaleui s’étend sur cing siécles (14%18siécles), se manifestant par
des épidémies périodiques. Elle vient d’Asie cédafrat touche I'Asie, I'Afrique du Nord et
I'Europe, ou la « Mort noire » tue 20 a 30 milliaths personnes (30-40% de la population) en
cing ans (1347-1351). A cette époque, on ne sagique rien de la maladie (Encadjéet il
n’existe aucun traitement.

- La derniere pandémiecommencé en 1894 et sévit encore actuellembated partie
de Chine (Yunnan) et a particulierement touchédBlret la Chine. Le développement des
moyens de transport permet a la maladie d'atteiddse continents jusqu’alors épargnés,
comme I'’Amérique. Elle s’étend dans l'arriere pales zones précédemment non touchés,
tandis qu’elle reste cantonnée aux ports en EurGjest pendant cette pandémie qu’ont été
découverts les acteurs de la peste : la bactéeksihia pestis le rat et la puce (Encaddg

Figure 3 Routes empruntées par les trois pandémies measgrite peste (issu de Achtmen
al., 1999).

La peste justinienne en orange, la peste médiévalewege et la derniére pandémie en noir. Les orgine
supposées de chacune des trois pandémies sontdeardjun cercle.
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Encadré 4 La découverte des acteurs de la peste

Au cours de la seconde pandémie, au Moyen Age, les européens ignoraient tout de la peste,
attribuant la maladie a un chéatiment divin: « Un mal qui répand la terreur, Mal que le ciel en sa
fureur, Inventa pour punir les crimes de la terre » (La Fontaine). Le seul reméde conseillé est
« Cito, longe, tarde » (Fuis vite, loin, longtemps).

Pourtant un poéme indien, Bhagavata Purana (attribué au XII©™ siecle), dit «Si tu vois un rat
tomber du toit et errer dans la ville comme un homme ivre, sauve-toi car la peste est a portée de ta
main». De méme, un poéme Chinois (Yunnan) a la fin du 18°™ siécle « Rats morts a I'est, Rat
morts a I'ouest, Comme s'ils étaient des tigres, Les gens en ont peur ».

Ce n’est qu’au cours de la derniére pandémie que les acteurs de la peste ont été identifiés.

En 1894, a Hong-Kong, Alexandre Yersin, découvre le bacille de la peste dans les bubons des
malades et démontre sa capacité a tuer des rats rapidement. La bactérie ainsi isolée est d’abord
nommée Pasteurella pestis, puis rebaptisée Yersinia pestis. Le role des rats, déja suspecté en Asie
par l'observation de mortalité murine précédant les épidémies humaines, est démontré par
l'isolement du bacille chez les rats morts.

Paul-Louis Simon suspecte le role des puces par la relation entre la trace de leur piglire (la
phlycténe), la localisation du bubon et les symptdmes précoces de la maladie. || démontre leur réle
de vecteur par la transmission expérimentale du bacille a un rat par les puces issues d'un rat
malade en 1898.

eme

2. La peste humaine aujourd’hui

Contrairement a une idée répandue, la peste nastspulement une maladie du passé,
mais reste au contraire d’actualité. Elle est awufbwi classée parmi les infections ré-
émergentes (Chantea al, 1998b ; Duplantieet al, 2005 ; Snowden, 2008) et fait partie
des trois maladies épidémiques de quarantaine (avéevre jaune et le choléra) encore
soumises au réglement sanitaire international #fiatdes a I'Organisation Mondiale de la
Santé (Denni®t al, 1999). Durant la période de 1954 a 1997, la padtmiché 38 pays et
200 a 6004 cas (1875 cas / 150 déces en moyenh@&tédeclarés dans le monde chaque
année (Denniet al, 1999 ; Fig.4 et Fig.5). Ces chiffres sont cependant sous-estimés, en
conséquence d’une réticence des pays a déclarerdas, et des problemes de diagnostic.

L’Afrique est de plus en plus touchée, avec unevargation a la fois du nombre de cas et
du nombre de pays déclarant des cas dans les msrrdécennies (Dennist al, 1999 ;
Stensetlet al, 2008 ; Fig5). Des exemples d’épidémies récentes montrentajgédgraphie
des cas n’est pas figée. En 1994, une épidémi@sed®/6 cas confirmés et 54 déces (plus
une panique conduisant a I'exode d’'un demi millilenpersonnes) a Surat en Inde ou aucun
cas n'avait été décrit depuis 1966 (Titball & Leat998). En 2003, onze cas et un déces sont
recensés prés d’'Oran en Algérie alors que la pitsie absente de ce pays depuis 50 ans
(Bertheratet al, 2007).
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Figure 4 Répartition mondiale de la peste actuellementl (@&sGage & Kosoy, 2005)
En gris clair sont représentés les pays ayant eples$ cas entre 1970 et 2004. En gris foncé soijuiésl les

foyers de peste naturels probables.

Figure 5 Nombre de cas humains rapportés par an dans lelenemtre 1954 et 2005, et
répartition par continent (issu de Stengtthl, 2008).
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On distingue plusieurs formes cliniques de pesen(iset al, 1999 ; Carniel, 2002):

- La peste_buboniquest la forme la plus fréquente. Elle est la consége d’une
piglre de puce et se caractérise par un syndroi@etigux tres sévere (fievre et dégradation
profonde de I'état général) et une hypertrophiegdaoglion lymphatique drainant la pigQre
(bubon). La bactérie, initialement restreinte astéye lymphatique peut ensuite proliférer
dans le sang, conduisant a une septicémie, rapidemertelle (moins d’'une semaine). La
peste bubonique est fatale dans au moins la nu@Sé&as non traités.

- La peste pulmonairest tres contagieuse (par les aérosols) et pwegyue la peste
bubonique. Elle apparait lors d’une contaminati@n poie respiratoire ou peut apparaitre
secondairement a partir d’'une forme bubonique. &stg pulmonaire est |étale a presque
100%, avec une évolution vers la mort en moingale jours.

- La peste_septicémiquest I'infection du systéme sanguin pér pestis Elle peut
correspondre a la phase terminale des deux fornéeggentes (septicémie secondaire), mais
apparait parfois rapidement sans bubon ni infegiidmonaire (septicémie primaire).

L’antibiotique classiguement recommandé pour leitem@ent de la peste est la
streptomycine ; les tétracyclines et le chlorampi@mpeuvent aussi étre utilisés, seuls ou
conjugués (Carniel, 2002). Grace a l'existence efetraitements, le taux de mortalité est de
9.2 % des cas de peste en Afrique entre 1980 et {OBnniset al, 1999). Cependant,
différentes souches résistantes aux antibiotiqnegté découvertes a Madagascar (Chanteau,
2006), dont l'une, isolée en 1995, était capableédester a huit antibiotiques (Galimaatl
al., 1997 ; 2006). Cette multi-résistance est due &eaul plasmide, réecemment acquis par
conjugaison avec une autre espéce de bactérieglgesbent dans le tube digestif d'une puce
(Hinnebusckhet al, 2002 ; Galimanekt al, 2006). Ce plasmide étant présent chez différentes
especes de bactéries, la probabilité d’'un tel éwené ne semble pas négligeable, ce qui
constitue un grave probléme de santé publique (Watlal, 2007).

Des vaccins a base de souches atténuées ou deséliées (Girard & Robic, 1934) ont
été historiquement utilisés contre la peste, pampte a Madagascar entre 1934 et 1959
(Chanteau, 2006). lls ont ensuite été abandonnéswaefficacité et leur innocuité n’étaient
pas satisfaisantes. Aujourd’hui, bien que des essaient en cours sur des combinaisons
d’antigénes F1 et LcrV (Williamsoret al, 2005), il n'existe pas de vaccin réellement
applicable (Titball & Williamson, 2001 ; Cornelies al, 2007).

La peste a toujours compté parmi les armes biolmgiotentielles. Dés 1347, des corps
de pestiférés ont été catapultés dans la ville @#aGCrimée) par les assieégeants mongols
(Audouin-Rouzeau, 2003). Au cours du XXsiécle, différents pays ont fait des tests visant
rendreY. pestistransmissible par les aérosols (Ingledtyal, 2000). Aujourd’hui elle est
crainte en tant que possible arme de bioterrorigneguse de sa forte virulence, sa relative
facilité de culture et sa disponibilité du fait ldecirculation dans les foyers naturels (Inglesby
et al, 2000 ; Prentice & Rahalison, 2007). La découveFtente de souches résistantes aux
antibiotiques a Madagascar (Galimaetdhl, 1997) n’a fait qu’exacerber cette crainte.
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3. Yersinia pestis. Histoire évolutive

Yersinia pestigst un coccobacille Gram négatif de la famille Batérobactéries (famille
comprenant ausgtscherichia coli Salmonellaet Shigellanotamment ; Perry & Fetherston,
1997). Elle est proche dé pseudotuberculosidont elle aurait divergé il y a 1 500 a 20 000
ans seulement (Achtmaet al, 1999). La similarité génétique de ces d&exsiniaest telle
gu’on pourrait les classer dans la méme especdidtiaction a cependant été conservée car
elles présentent une pathologie et une épidémmlogs différente, avec une transmission
orofécale pourY. pseudotuberculosist vectorielle poury. pestis(Achtmanet al, 1999 ;
Encadreb). Y. pestisprésente la plus forte diversité en Asie qui estcdprobablement sa
zone d’origine (Achtman, 2004).

Classiquement, les souchesYgesti®taient divisées en trois biovars, en fonctiohede
capacité a fermenter le glycérol et a réduire tetd, avec chaque biovar supposé associé a
une des trois pandémies (Devignat, 1951). Cependastsouches atypiques ¥depestisne
correspondent a aucun biovar et les biovars nedgelant pas toujours monophylétiques
(Achtmanet al, 2004 ; Pourcett al, 2004) révélant une situation plus complexe.

Le séquencage du génome de deux souches virumiespestisa été réalisé récemment
(Parkhill et al, 2001 ; Denget al, 2002). Bien qu’elles soient trés proches génétitgnt,Y.
pestisdiffere deY. pseudotuberculosipar la présence de deux plasmides et par quelques
modifications chromosomiques (M al, 1998 ; Lindleret al, 1998). La plupart des facteurs
de virulence d&. pestisont portés par des plasmides.

Encadré 5 Mode de transmission des pathogenes. Exemple des bactéries du genre Yersinia

Transmission directe Transmission par I'intermédiaire d’un vecteur

bacilles = =
- -

[
53 -
P S
Vecteur ﬁ [%A
bacilles 7

Héte
Exemples: voie orofécale: Y. bacilles = o,
pseudotuberculosis, Y. enterocolitica ; B
voie pulmonaire: Y. pestis forme
pulmonaire Exemple: puce: Y. pestis forme bubonique

Maladies a vecteurs

Parmi les nombreuses maladies a vecteurs, celles transmises par les puces (Insectes Siphonaptéres)
sont plutdt rares. On peut citer les bactéries responsables du typhus murin (Rickettsia typhi), de la
tularémie (Francisella tularensis) ou de la maladie des griffes du chat (Bartonella henselae) ou encore
les poxvirus a I'origine de la myxomatose chez les lapins.

Les vecteurs de maladies les plus classiques sont les moustiques (Insectes Diptéres) qui véhiculent
notamment le paludisme (Plasmodium), la fievre jaune ou la dengue (deux arbovirus) et les tiques
(Acariens Ixodida) qui transmettent par exemple la maladie de Lyme (Borrelia burgdorferi).
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4. Transmission et pathologie

La peste est une maladie de mammiféres (princigailentes rongeurs, voir 85), se
transmettant par des vecteurs : les puces (Enéaerd-ig. 7). Ces derniéres transmettent la
bactérie lors de l'injection de sang issu d’'un hidfecté a un hoéte sain, mais le détail des
mécanismes de transmission de la bactérie par Uesspn’est encore pas completement
élucidé aujourd’hui.

Le mécanisme classique de transmission de la lad#at intervenir le ‘blocage’ de la
puce (Bacot & Martin, 1914) qui consiste en unetiplitation bactérienne située au niveau
du proventricule de la puceY; pestisorme un biofilm qui obstrue le tube digestif etgeche
le sang de passer dans l'intestin de la puce (Hisehet al, 1998 ; Jarretet al, 2004 ;
Encadré6). La puce, alors affamée, pique frequemment eargégnt des bactéries a chaque
piglre, mais elle meurt rapidement du manque deritae. Ce phénomeéne de blocage, total
ou partiel, du proventricule est classiquement icigmé comme fondamental dans la
transmission de la peste (Burroughs, 1947). Cepgndas travaux récents suggerent que les
puces non bloquées joueraient aussi un réle trpsriant par un mécanisme de transmission
précoce, via une régurgitation de la bactérie avarphase de multiplication au sein du
proventricule de la puce (Eisehal, 2006 ; Eiseret al, 2007). En effet, certaines espéces de
puces impliquées dans la transmission de la pestede trés faibles taux de blocage
(Burroughs, 1947 ; Gage & Kosoy, 2005). La transiois avec blocage comprend de plus
une période d’incubation de I'ordre de deux senm{mgelthaleet al, 2000), incompatible
avec la rapidité de diffusion de certaines épidérigseret al, 2006 ; Weblet al, 2007).

Pour étre infectieuse, la puce doit se nourrir dang trés concentré en bactéries, et donc
sur un animal en forte septicéthienviron 10 bactéries par mL de sang ; Engelthaeal,
2000 ; Lorangeet al, 2005). Des animaux arrivés a un tel stade dedladie ne survivront
généralement que quelques jours (Loraegeal, 2005 ; Sebbanet al, 2005). De plus,
contrairement aux tiques et aux moustiques, legegpse nourrissent de facon répétée sur le
méme hote et n'en changeront que lors de circoossaparticulieres comme la mort de I'héte
ou des contacts sociaux rapprochés, par exempke ldanid ou le terrier (Eisen & Gage,
2009). La transmission de la peste nécessite Ensiort de son héte et ne peut donc étre
assurée qu'en présence de rongeurs fortement Eens{kngelthaleret al, 2000 ;
Hinnebusch, 2005)Y. pestisechappe donc a la vision classique voulant quanagite n’ait
pas intérét a tuer son hote. En réalité, les pasasivoluent vers un niveau de virulence qui
maximise leur transmission (Ewald, 1983), et damscas la transmission vectorielle peu
efficace deY. pestigpetit nombre de bactéries transmises, Loraetga, 2005 ; Encadré)
conduit a une sélection pour une virulence acdriengbusch, 2005 ; Lorangd al, 2005 ;
Margolis & Levin, 2007).

* Infection générale grave de I'organisme par debqugnes ; elle consiste en une association d’arte f
bactériémie (quantité de bactéries présentes dansamg) et d'un syndrome de réaction inflammatoire
systémique (température, augmentation du tauxub®bytes...)
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Encadré 6 Mécanisme du blocage de la puce (Xenopsylla cheopis) et transmission de Yersinia pestis

Anatomie d’'une puce

muscles qui pompent le sang vers lintestin 1
moyen (PM), tubes de Malpighi (MT) oesophage o
(E), proventricule (PV), intestin moyen (MG),

intestin postérieur (HG).

Tube digestif d’'une puce bloguée : e PY

. ! £
Microscopie montrant les amas bactériens %\ ”

présents au niveau du proventricule et de
I'intestin moyen. —_—

Issu de Hinnebuschet al. (2005)

164 Nombre de bactéries transmises par les puces
g E bloguées
g 124
§ 354 La plupart (environ 55%) des puces bloquées ne
§ . transmettent pas la peste. Dans les cas de
2 67 transmission, le nombre de bactéries inoculé est
§ e, trés variable (quelques unes a plus de 4000).
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L’infection de I'h6te mammifére pa¥. pestisse fait au niveau de la piqdre de la puce. La
bactérie transite ensuite vers le ganglion lympjugti drainant le site d’inoculation, en
survivant et se multipliant dans les macrophagbage précoce intracellulaire ; Lukaszewski
et al, 2005 ; Pujol & Bliska, 2005). Elle échappe aréxonnaissance par le systeme
immunitaire inné et a la lyse dans les phagolysesodes macrophages (F&). Le nceud
lymphatique, gonflé, devient le caractéristique doubLes bactéries deviennent alors
extracellulaires, passent dans la circulation saegyphase tardive) et se multiplient
rapidement (Fig6). L'héte infecté présente alors une forte septieéeonduisant rapidement
vers la mort (voir Sebbaret al, 2005 pour le déroulement de la pathologie cheat)e

Contrairement aux facteurs de virulence de la b&ctgui commencent a étre bien
caractérisés (Zhou & Yang, 2009), la réponse détd'aY. pestisa été relativement peu
étudiée (Turneet al, 2008).
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Figure 6 Déroulement de l'infection de I'hdte mammalien [yaarsinia pestigd’aprés Li &
Yang, 2008)
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5. L’écologie de la peste

Des foyers naturels de peste couvrent 6-7% dessta@¥mergées en Asie, Afrique et
Amérique (Anisimowet al, 2004 ; voir Fig4). Dans certains foyers, la peste circule de fagcon
importante chez les rongeurs avec peu de cas hansimsi aux Etats-Unis, les problemes de
santé publigue liés a la peste sont limités, naajgekte est considérée comme un probleme de
conservation (Biggins & Kosoy, 2001). En effet, é&sireuils terrestres (ou chiens de prairies,
Cynomys ludovician)ischez qui les épidémies de peste font des rayagaes une espéce clé
de I'écosystéme : ils sont notamment les proiedusikes et les batisseurs des terriers du
putois a pieds noirgM{ustela nigripel une espéece gravement menacée (Haasah 2007).

Bien que I'épidémiologie et I'écologie de la pestegladie emblématique, ait été étudiée
pendant un siecle, de nombreux aspects de la @ifenlde la peste dans les foyers sauvages
restent encore mal compris (Eisen & Gage, 2009)kqGé foyer pesteux présente des
caractéristiques propres, mais tous ont en commas hibtes mammiferes et des puces
(Siphonaptéres) comme vecteurs (Fiy. Plus de 80 especes de puces sont supposeées
capables de transmettre la peste, mais leur capaettorielle est variable (Hinnebusch,
2005). La puce orientale du ratgnopsylla cheopjsest considérée comme la puce pestigene
par excellence en raison de sa répartition cosritepil de sa capacité avérée a transmettre
pestis(Burroughs, 1947). Cependant, chaque région préshrg especes de puces jouant un
réle important comme celles du ger@eopsylla aux Etats-Unis (Fig7), ou Nosopsyllus
fasciatusen Europe durant la deuxieme pandémie (AudouirzBaw, 2003). L'intervention
de la puce de 'lhommRulex irritansdans la transmission interhumaine est souventu#&eq
(Drancourtet al, 2006 ; Laudisoitt al, 2007), bien qu’il semble clair qu’elle est un mais
vecteur de la peste (Audouin-Rouzeau, 2003).

Plus de 200 espéces de rongeurs, mais aussi gsdagmnorphes et insectivores ont été
trouvés infectés par. pestisen conditions naturelles (Denrgs$ al, 1999 ; Gage & Kosoy,
2005). Cependant, le nombre d’especes jouant erdeiis la transmission et la persistance de
la peste est bien plus réduit (Eisen & Gage, 2008)transmission d¥. pestisnécessite la
mort de I'héte (voir 84) et donc des individus sbles a la peste. Cependant, une population
trés sensible sera rapidement éradiquée par la.dess rongeurs résistants permettent ainsi
() le maintien de la population d’héte, (ii) le mien de la population de puces par la
possibilité de repas de sang non infectieux (darta$ de puces se bloquant, voir 84), (iii) la
dispersion des puces infectieuses, et (iv) laidilutlu taux de contact entre puces infectieuses
et hOtes sensibles. Ainsi, les populations de véssr présentent généralement une
hétérogénéité pour la résistance a la peste (Gagesdy, 2005 ; Fig7, voir 86). D’autre
part, les hotes doivent étre fortement parasitédpa puces vectrices, ce qui est le cas des
rongeurs vivant dans des terriers (ou dans de$ omfgenant des populations importantes de
puces (Gage & Kosoy, 2005).
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Figure 7 Le cycle classique de transmission de la peste.

Hobte secondaire:

Rongeur commensal

Hote primaire:

Rongeur sauvage

Marmota himalayana

Microtus californicus, Puces
Peromyscus spp.

Rhabdomys pumilio, Callopsylla dolabris,
Gerbilliscus (ex-Tatera) spp. Oropsylla silanteiwi .

Oropsylla spp.

Xenopsylla brasiliensis,
Tibet et Qinghai Dinopsyllus ellobius
Ouest des Etats-Unis

Afrique du Sud Homme

Les principaux hétes de _Yersinia pestis _dans guatre exemples de foyers de peste  (Dennis et

al., 1999 ; Gage & Kosoy, 2005)

Les déserts d'Asie Centrale (notamment au Kazakhstan) sont un foyer de peste important et trés
étendu. La grande gerbille (Rhombomys opimus, Muridae, Gerbillinae) est I'h6te principal de la peste.
Sa population est au moins partiellement résistante a la peste et des mortalités massives ne sont pas
observées.

En Chine, on dénombre dix foyers de peste présentant chacun des hdtes, ainsi que des variants de Y.
pestis, différents. Par exemple, dans le vaste foyer des prairies du Tibet et Qinghai (qui est celui
présentant le plus de cas humains), les hotes primaires sont des marmottes (Marmota himalayana,
Sciuridae, Xerinae) qui présentent une résistance partielle a la peste.

Le foyer Nord-Américain (grandes plaines de I'ouest des Etats-Unis) est issu de la derniere pandémie.
Des épidémies importantes ont lieu chez des rongeurs sensibles non commensaux, les chiens de
prairies (Cynomys ludovicianus, Sciuridae, Sciurinae). Ces rongeurs ne seraient alors que des hétes
secondaires, bien que certains auteurs supposent qu’ils pourraient assurer la persistance de la peste
a eux seuls grace a une structure spatiale permettant une progression lente des épidémies. La vision
plus classique est l'intervention de populations de rongeurs résistants tels que les souris du genre
Peromyscus (Cricetidae, Neotomyinae) ou Onychomys leucogaster (Cricetidae, Neotominae) ou les
campagnols Microtus californicus (Muridae, Arvicolinae).

L'Afrique du Sud est aussi un foyer de peste récent (début du 20 siecle). Les gerbilles (Gerbilliscus
spp. ou Desmoadillus auricularis, Muridae, Gerbillinae) sont supposées étre les réservoirs principaux,
bien que la souris rayée (Rhabdomys pumilio, Muridae, Murinae) et les espéces du genre Mastomys
(Muridae, Murinae) jouent probablement aussi un réle important. Parmi ces derniéres, M. natalensis,
résistante, est présente la ou la peste humaine est absente (depuis au moins 60 ans), tandis que M.
coucha, sensible et commensale, contribue probablement a la transmission a 'homme, puisque son
aire de répartition correspond avec celle des cas de peste humaine.

eme
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Les hotes remplissant ces caractéristiques (résisthétérogéne et index pulicidien
élevé), et ayant été montrés comme importants datologie de la peste, sont
principalement des écureuils terrestres (sous-famds Xerinae, tribu des Marmotini) ou des
gerbilles (sous-famille des Gerbillinae) (F. lls constituent les hotes enzootiques ou hotes
primaires, capables a eux seuls de maintenir ladigltandis que les hbtes épizootiques ou
hétes secondaires conduisent a une diffusion raged@ maladie mais pas a son maintien a
long terme (Fig.7). Cette séparation entre cycle enzootique et épe® est sirement
schématique (Gage & Kosoy, 2005) et semble ménmpmoariée dans certains cas comme
par exemple pour le foyer nord-américain (Eisen && 2009 ; Fig7). En effet, il semble
que la peste puisse se maintenir au sein de pamdat’hdtes sensibles (les chiens de
prairies dans le cas des Etats-Unis) structuréanétapopulation avec des épidémies ne se
transmettant pas trop rapidement d’'une sous-papualatl'autre (Collingeet al, 2005 ; Gage
& Kosoy, 2005 ; Stapet al, 2008 ; Eisen & Gage, 2009). Les éléments ded&piologie
de la peste restant aujourd’hui mal compris indwarssi la survie de la bactérie entre les
périodes de transmission, par exemple dans le wda peste circule de fagcon saisonniére
(Denniset al, 1999). Les hypotheses incluent une survie paiatileY. pestisdans le sol a
long terme (Ayyaduraet al, 2008 ; Eiseret al, 2008) ou le maintien chez des rongeurs
hibernants qui développeraient la maladie lors alesdrtie de I'hibernation (Bizanov &
Dobrokhotova, 2007).

6. Résistance des hotes et épidémiologie de la pest

La nécessité d'un stade septicémique létal potrafsmission de la peste implique un role
fondamental des variations de résistance / seiéildes hoétes (voig5). Ainsi le ratio
d’individus résistants (survivant a l'infection) sénsibles (mourrant de peste) influence le
réle qu’'une population peut jouer dans la perscate la peste (Biggins & Kosoy, 2001 ;
Gage & Kosoy, 2005). Une étude de modélisation atraajue la peste peut persister a I'état
endémique pendant plusieurs années si la propattiodividus sensibles dans la population
est comprise entre 25 et 50 % (Keeling & Gilliga@00a ; 2000b). Les hotes principaux de la
peste (comme la grande gerbi@ombomys opimwsu Kazakhstan par exemple, Figysont
en général au moins partiellement résistants (Gadésoy, 2005 ; Begoret al, 2006).
Cependant, la variabilité intraspécifiqgue est sotimmportante. La résistance des hétes. a
pestisdépend ainsi de nombreux facteurs tels que I'&geseke, le statut physiologique et
immunologique, ou encore la saison (Twigg, 197&pg& & Kosoy, 2005). Des variations
spatiales de résistance ont aussi été montréew@aunntraspécifique, avec des populations
résistantes dans les zones ou la peste est endgneigdes populations sensibles la ou la
maladie est absente, ch&ficrotus californicus(Quan & Kartman, 1962) ednychomys
leucogaster(Thomaset al, 1988) en Amérique du Nord, ou chBhabdomys pumili@n
Afrique du Sud (Shepheret al, 1986b). Le déterminisme génétique de cette edgistn’a

® L'index pulicidien est le nombre de puces moyenipdividu d’hote.
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été étudié a notre connaissance que hezalifornicus suggérant une résistance dominante
et probablement polygénique (Hubbert & Goldenb&€3y,0).

V- Le modele biologique étudié : le rat noir et Igpeste a Madagascar

1. Rattusrattus, une espece nuisible introduite partout dans le nmale

Le rat noir (ou rat des greniers, ou encore rathdgeaux)Rattus rattugLinnaeus 1758)
est un rongeur de la famille des Muridés, sousifardies Murinés, de la tribu des Rattini
(Musser & Carleton, 2005). Le gerRattus(au moins 65 espéeces) a pour origine et zone de
diversification I'Asie du Sud-Est (Musser & Carlat®2005). Le rat noiR. rattusappartient a
un complexe d’espéces (Paggsal, en révision) originaire d’Inde. Au sein de ce @bene,

R. rattus(parfois appelé type Océanien au sein du compRexattud présente en général 2n
= 38 chromosomes (rarement 40), ce qui le distirdpison espéece sceRr tanezuma 42
chromosomes (Baverstoek al, 1983).

L’expansion géographique des rongeurs commensauxpe le rat noir, est fortement liée
a I'histoire humaine (Searle, 2008). Les routecadlenisation empruntées par les rongeurs
peuvent étre retracées a partir de marqueurs géeétisupposés neutres (voir IlI-2) et
utilisées pour en inférer les migrations humainesr (par exemple Britton-Davidiaet al,
2007 ; Matisoo-Smith & Robins, 2009 ; Encadie Dans le cas du rat noir, peu d'études
génétiques ont éteé réalisées pour décrire les daiedlonisation (mais voir Abdelkriet al,
2005 ; Hingstoret al, 2005) et les données disponibles sont principahgrhistoriques et
archéologiques. On trouverait ainsi le rat noirMésopotamie au®3® millénaire avant JC
(Pascalet al, 2006). Il serait arrivé en Europe méditerranéerars les 2-4™Ssiécles avant
JC mais serait d’abord resté cantonné aux prirespalutes commerciales, avant de s’étendre
autour des 11-F3siécles, profitant de la rapide expansion huméhnalouin-Rouzeau &
Vigne, 1994). La colonisation de nombreuses aypasies du monde s’est probablement
faite a partir de I'Europe, comme par exemple ceds iles du Pacifique par les bateaux de
Cook en 1785 (De Graaf, 1981). Aujourd’hui, le mair est présent sur tous les continents
(Fig. 8).

Dans les zones ou il a été introduit, le rat nsfrresponsable de nombreux préjudices pour
'homme, de la méme fagcon que les autres espécegedte Rattus Tout d’abord, en
agriculture, les rats causent des dégats dansolgssde nourriture et les cultures, notamment
les rizieres (Stensetht al, 2003 ; Meerburget al, 2009b). De plus, le rat noir pose un
probleme important en conservation car sa présafieete les especes natives, notamment
les oiseaux dans les iles (Towetsal, 2006 ; Jonest al, 2008). Enfin, au niveau sanitaire,
les rongeurs sont les réservoirs de nombreusesgeaibs transmissibles a 'lhomme (Gratz,
1997 ; Mills & Childs, 1998 ; Meerburgt al, 2009a). Le rat noir est en particulier impliqué
dans la transmission de maladies bactériennes, edmtyphus murin (zoonoseRickettsia
typhitransmise par les puces) ou la leptospirose (dadactérid_eptospira interrogans de
pathologies virales, comme les fievres hémorragiqdaes aux hantavirus, ou encore
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d’infections parasitaires, comme la schistosombasan@todes du geni®chistosomaou la
leishmaniose (rhizoflagellés du gehugishmania.

Encadré 7 La génétique des rats comme témoins de I'histoire humaine, 'exemple de Rattus exulans
dans le Pacifique

L’histoire de I'installation de I'hnomme dans les iles du Pacifique reste un objet de débats. Le manque
de diversité empéche I'étude de la génétique humaine d’apporter des réponses satisfaisantes et
I'utilisation d'un proxy d’avere donc nécessaire. Le rat du Pacifiqgue, R. exulans, était transporté
intentionnellement dans les bateaux des colonisateurs pour servir de source de nourriture. La
colonisation des Tles du Pacifique par R. exulans est donc trés probablement paralléle a celle de
’lhomme ; elle a été par I'établissement d’une phylogénie basée sur une séquence mitochondriale
(environ 240pb de D-loop).
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Deux introductions de R. exulans en Océanie ont probablement eu lieu, peut-étre a partir de la méme
source (Halmahera ou sa région, entouré en rouge): une premiere introduction en Océanie proche
(groupe 1) et une introduction plus tardive en Océanie éloignée (groupe lll). Cette seconde vague de
colonisation a probablement aussi touché I'Océanie proche, mais les iles déja occupées par des rats
n‘auraient pas été envahies a cause de la compétition. Etudier la génétique du rat du Pacifique
permet ainsi de retracer les colonisations humaines initiales.

D’aprés Matisoo-Smith & Robins (2004)
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A Madagascar en particuligR. rattusest tres abondant (voir 83) et il est responsdble
sérieux problemes en agriculture et en santé (Dtipla& Rakotondravony, 1999). De plus,
cette 7le est I'un des points chauds de biodiversiajeurs mondiaux (10 000 especes de
plantes endémiques, Myeet al, 2000) et le rat noir a un impact négatif sur dspeces
endémiques (Goodman, 1995; Ganzhath al, 2003 ; mais voir Ramanamanjato &
Ganzhorn, 2001 ; Ganzhorn, 2003), qui peut étra diintroduction de pathogénes transmis
aux especes natives (Laakkonenal, 2003). Ainsi, le rat noir malgache fait partiesde
populations envahissantes, c'est-a-dire des pamusaintroduites (ou non natives), établies
dans un nouvel environnement qui ont un impact tifégar I'environnement, les activités
humaines ou la santé (Lee, 2002 ; $aal, 2005).

Figure 8 Aire de répartition du rat noiRattus rattusa I'échelle mondiale.
Figure réalisée par Sylvain Piry & partir des desnde piégeage de I'équipe du CBGP en Afrique st de
informations issues de la littérature.

1 Présence de R. rattus a confirmer (confusion avec d'autres especes du complexe

[ R. rattus présent dans les villes seulement

.,
1 R. rattus présent dans les villages
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2. La peste a Madagascar

L’historique des cas humains de peste est bienmdenté a Madagascar (Brygoo, 1966 ;
Encadré8). La maladie est arrivée dans le pays lors dedsiéme pandémie en 1898 a
Tamatave ; 288 cas sont déclarés dans cette \élldadcOte est, bientdt suivis d’autres
épidémies dans les grands ports malgaches (DiegesuMahajanga Fort-Dauphin et
Mananjary) jusqu’en 1907, puis de nouveau entrel18? 1947. Dans la capitale,
Antananarivo, la peste fait son apparition en 182glle s’étend ensuite rapidement sur les
hauts plateaux centraux. Dans ces régions, la fastes ravages jusqu’au début des années
1940, a partir desquelles les campagnes de vaiinaassive, I'apparition des traitements,
I'utilisation des insecticides et I'assainissemeles villes et des villages permettent une
diminution drastique du nombre de cas (Brygoo, 1966anteau, 2006). L’incidence de la
peste est ensuite réduite et stable avec une citjona de cas annuels pendant plusieurs
dizaines d’années ; mais elle se remet a augméartement a partir de 1989, probablement
en conséquence d’'une baisse du niveau de vie peplalation malgache et du manque de
moyen des services de santé (Chanetal, 1998b ; Miglianiet al, 2006).

Aujourd’hui, Madagascar est I'un des foyers de @eks plus actifs du monde,
représentant environ 40 % des cas mondiaux en 2000-avec 2137 cas suspects et 179
décés (WHO, 2003). C'est aussi I'un des plus étuthwec les Etats-Unis et le Kazakhstan).
La peste circule au dessus de 800 metres d’altizmiee des hauts plateaux centraux) depuis
les années 1930 et dans le port de Mahajanga 9@k et 1999 (Fig9 et Encadré). La
majorité des cas humaimsit lieu dans les villages des hauts plateaux aextfMigliani et
al., 2006). La forme bubonique représente 90% des(Magiani et al, 2006) mais des
épidémies de peste pulmonaire peuvent survenirptiromellement (Ratsitorahinat al,
2000). L'incidence de la maladie présente une saaité bien marquée avec une circulation
entre octobre et avril dans la région des hautealx (Chanteaat al, 2000 ; Miglianiet al,
2006).

Deux especes de puces jouent le role de vectelar pieste a Madagascar (Brygoo, 1966 ;
Ducheminet al, 2003):

- la puce orientale du raKenopsylla cheopigRothschild 1903), la puce pestigéne
cosmopolite, trouvée sur les rats piégés dans ksoms (94 % des puces obtenues) des
villages des hauts plateaux, et ainsi tres imptetdans la transmission de la peste a 'hnomme
(Duchemin, 2003). Cette puce est aussi fréquente dwla zone d’endémie de la peste, dans
les populations de rats de basse altitude.

- une puce endémique de Madagas&gnopsyllus fonquerniévagner & Roubaud
1932, trouvée sur les rats piégés a I'extérieurdBPo des puces) des maisons des hauts
plateaux centraux (rats des rizieres et des haB#s)capacité a s'infecter et a transmettre
efficacement la peste a été montrée expérimentale(@rard, 1942 ; Brygoo, 1967 ; Brygoo
& Dodin, 1967). Sa distribution, limitée a la régisituée a plus de 800 metres d’altitude, est
corrélée avec la géographie de la peste a Madagd3aaehemin, 2003). Cette puce semble

32



Introduction

ainsi jouer un réle important dans la circulatianld peste sur les hauts plateaux malgaches
(Duchemin, 2003).

Les souches d¥. pestisde Madagascar (actuelles et passées) ne formenirpgroupe
monophylétique (Achtmaat al, 1999 ; Achtmaret al, 2004 ; Encadr8), ce qui peut étre la
conséquence d’introductions multiples, une hypahersaccord avec les données historiques
(EncadréB). D’autre part, une diversification d& pestisau sein de Madagascar a été mise en
évidence par l'apparition de nouveaux variants tjgnés dans les régions d’Ambositra et
Ambohimahasoa (Guiyoulet al, 1997). L’'analyse génétique détaillée des soucley.
pestis a une échelle locale, rendue difficile par 'hayénéité du génome du bacille de la
peste, est maintenant possible grace a des masgoeléculaires hypervariables (Achtman,
2008) et a été réalisée en Arizona (Giratdal, 2004), mais pas encore a Madagascar. La
diversité génétique des souches de peste au selladagascar, qui pourrait apporter un
éclairage sur I'histoire évolutive du bacille ddmpays, reste ainsi relativement mal connue.

Figure 9 Distribution des cas humains de peste a Madagasdes 1957 et 2001 (issu de
Migliani et al, 2006).

] Districts ayant déclarés des cas de peste

@ Foyer de Mahajanga
% . Limite des 800 meétres d'altitude
— Limite des provinces

___ Limite des districts

33



Introduction

Bealanana
@ 1948

Mahajanga
1802, 1807, 1928-27

Akazobe
1926 4

Antananari vof Perinet

[tasy 1524 1921
1925
Ambositra
1926 f

Fianarants oz @€—"> 7

1933

1898-1900,
1921-22, 1946

Watomandry
1828

anjakandriana
1934, 1926, 1847

Betroka
1850 @ ®

Midongy

) Fort Dauphin
1924

monophylétique.

&) Diego-Suarez
889, 1926-27

Encadré 8 Histoire de la peste a Madagascar

Données historiques concernant les cas humains de peste
a Madagascar, témoins de l'arrivée et de la propagation de
la maladie dans le pays.

Issu de Chanteau (2006)

Arbre phylogénétique des souches de Yersinia pestis
trouvées dans les foyers originaires de la troisieme
pandémie (biovar Orientalis, souche ORI).

Les souches issues de Madagascar, indiquées avec
des fleches rouges, ne forment pas un groupe

Ainsi, bien que la rapidité d'installation de la peste a
Madagascar conduise certains a proposer
I'hypothése d’'une peste malgache précédant la
troisieme pandémie (Brygoo, 1966), des arguments
biochimiques et les outils moléculaires indiquent bien
la relation entre les souches de Y. pestis malgaches
et celles transmises lors de la derniére pandémie.

Issu de Achtman et al. (2004)
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3. R. rattus, réservoir de la peste dans villages des hauts aux malgaches

A Madagascar, les rongeurs ne sont représentégagua famille des Muridés (Musser &
Carleton, 2005). Il existe une sous-famille de eurg endémiques : les Nesomyinae (Jatsa
al., 1999 ; Musser & Carleton, 2005 ) et quelques esptroduites (voir Annex&l). Dans
les villages des hauts plateaux malgaches ou eirdal peste, trois espéces de
micromammiféeres dominent le peuplement et toutétiintroduites : le rat noR. rattus
la souris domestiquilus musculugt la musaraigne musqu&encus murinugDuplantier &
Rakotondravony, 1999 ; Encadi€). Le rat noir est trés largement majoritaire dastie
zone, pouvant représenter jusqu’a 98 % des capfDrgdantieret al, 2003). De plus, il est
présent dans presque tous les habitats : maisoltisies et foréts, et dans toutes les régions :
du niveau de la mer jusqu’a plus de 2400 metrekitdde (Goodman, 1995 ; Duplantier &
Duchemin, 2003b), malgré les contrastes écologiques importants existant entre les
différentes régions de Madagascar (Encddig Il est trés abondant dans les villages des
hauts plateaux centraux, notamment dans les haesighl qui entourent les maisons
(Rahelinirina & Duplantier, 1997 ; Rahelinirina, @) Fig.10). Ainsi, le rat noir est la seule
espece susceptible de jouer le role de réservda peste dans ces villages des hauts plateaux
centraux ou les indicateurs de circulation du bag¢itas humains et séroprévalence murine)
sont forts (Brygoo, 1966 ; Duplantiet al, 2003 ; mais voir Encad@&pour la peste circulant
en forét et le foyer du port de Mahajanga).

La réponse a la peste des populations naturell@atd®ir a été peu étudiée. Queatnal.
(1965) ont trouvé une Db (dose létale pour la moitié des individus) infaree a 100
bactéries chez de’. rattussauvages venant de Hawai. Chen & Meyer (1974)orégnmt
cependant un niveau de résistance plus élevé éor@a, mais leur jeu de données est réduit
(un rat sur dix décédé a une dose de 5550 badtéEesgénéral, le rat noir est plutbt
considéré comme un rongeur sensible (Deahal, 1999). Attribuer le réle de réservoir de la
peste a Madagascar a cette espece est alors woyaranis en évidence dés 1966 (Brygoo,
1966), au vu de la persistance de la maladie suhd@ts plateaux depuis presque un siecle
(Duplantier et al, 2003), auquel deux hypotheses non exclusives gmtuvépondre.
Premiérement, la peste pourrait se maintenir dasspbpulations sensibles de rat noir si
celles-ci sont structurées et que la maladie sesrmat lentement entre les sous-populations
(voir 1V-5). En faveur de cette hypothése, les pafons malgaches dR. rattus sont
structurées a petite échelle (Gilabettal, 2007 ; Rahelinirina, 2009), et les niveaux de
séroprévalence peuvent étre variable entre villagg®e méme entre milieux au sein d’'un
village (Dromigny, 1997 ; Rahelinirina, 2009). Dé&mement, les populations de rat noir
pourraient étre résistantes a Madagascar, ce ¢uétage par des travaux expérimentaux.
Rahalisoret al. (2003) ont en effet montré qu’'une population de ragirs échantillonnée a
Antananarivo (zone de peste) est trés résistarite, @environ 16 bactéries), tandis qu’une
population venant de la cote est (zone sans pestelyes sensible (Bb inférieure a 100
bactéries) a l'infection expérimentale parpestisLa méme différence a été obtenue pour des
rats nés en captivité (Rahalisat al, 2003), montrant que la résistance a la peste est
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héréditaire. Elle serait partielle puisque desagdois relatent encore parfois I'observation
historique classique de mortalités murines préaddearcas humains (Duplantier et al., 2001 ;
P. Handschumacher, com. pers.)

Encadré 9 La peste a Madagascar a I'exception des villages des hauts plateaux centraux

- La peste a Mahajanga
Absente entre 1928 et 1990, la peste ré-apparait soudainement a Mahajanga en 1991 avec 170

cas suspects. Entre 1995 et 1999, des épidémies eurent lieu chaque année durant la saison séche
(aolt a octobre). En 1999, des mesures drastiques d’assainissement de la ville sont prises et
mettent fin aux épidémies. Les populations de micromammiféres sont dominées par la musaraigne
Suncus murinus, qui représente 75-90 % des captures. Cette espéce porte régulierement la puce
Xenopsylla cheopis et présente une séroprévalence élevée. La saisonnalité et les hétes sont donc
différents des villages des hauts plateaux. Les souches bactériennes de Mahanjanga seraient
pourtant originaires du foyer des hauts plateaux centraux.

(Boisier et al., 2002 ; Duplantier et al., 2005 ; Chanteau, 2006)

- La peste sylvatique
Des épidémies de peste ont parfois eu lieu a proximité de zones forestieres a plus de 800 métres

d’altitude. Le rat noir, mais aussi des rongeurs et insectivores endémiques, tous porteurs de puces
vectrices, sont trouvés dans ces foréts. Des antigenes spécifiques de la peste ont été détectés sur
plusieurs espéces de Nesomyinae et une souche de Y. pestis a déja été isolée sur un tenrec,
Hemicentetes nigriceps (Annexe Al). C'est a proximité de zones forestieres qu’ont été trouvées de
nouvelles souches de peste. Les foyers sylvatiques présentent donc de nombreuses
caractéristiques les distinguant de ceux des zones rurales. Les interactions entre les deux types de
foyers restent mal connues.

(Duplantier et al., 2001 ; Duplantier et al., 2005 ; Chanteau, 2006 ; Duchemin et al., 2007)

Encadré 10 Critéres d’identification des rongeurs introduits a Madagascar

Le rat brun (Rattus norvegicus) ne se trouve que dans les villes. Dans les villages, le rat noir (R.
rattus) est le rongeur le plus abondant, représentant environ 95 % des captures de
micromammiféres. Les autres especes capturées généralement sont des souris (Mus musculus) et
des musaraignes (Suncus murinus).

RATNOIR  Rattus rattus JEUNE RAT
\
Plus longue Iongue grosse
que la téte +le —" o . pomtu
corps i PATTE TETE
| { | courte petite

QUEHE CORPS OREILLE  OEL  NEZ _.,_u___ﬁ\@)

SOURIS DOMESTIQUE

petit
Plus courte massif petite éusoind
que la téte + le \ P Mus musculus
corps

RAT BRUN Rattus norvegicus

D’aprés Prince et al. (1965)
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Figure 10 Photos illustrant les différents milieux des \dés des hauts plateaux malgaches
(ici par exemple dans la région d’lnanantonandgaat noir est abondant.

Maisons

% Haies de sisal

% Culture de bas-fonds

Encadré 11 Les principaux bioclimats rencontrés a Madagascar

e T i A—

= |
=

= -
= I

L'exposition ou pas aux pluies venant de I'Océan
Indien (zone est beaucoup plus humide que l'ouest)
et l'altitude (chaine montagneuse centrale nord-sud,
plateaux centraux élevés et donc froids) sont les
principaux facteurs déterminant les zones climatiques
a Madagascar.

Ces différences climatiques, notamment les
différences de pluviométrie, se traduisent par des
différences de végétation.

0 ¥ 100 150 30 330

Issu de Chanteau (2006), d’aprés Koechlin et al. (1974)
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VI- Problématique, objectifs et plan de la these

Le rat noir,Rattus rattus réservoir de la peste dans les villages des haatsaux de
Madagascar, est un réservoir atypique par rappodua des autres foyers de peste dans le
monde. Les programmes de recherche de I'Instituedeerche pour le Développement (IRD)
et de I'Institut Pasteur de Madagascar (IPM), visemieux comprendre la circulation de la
peste sur les hauts plateaux malgaches, en patidelrole joué par le rat noir. Dans ce
cadre, une piste d'investigation est I'étude deplat®ments et de la structure génétique
locale des rats noirs, de fagon a de tester I'hgs® d’une structuration de I'espece réservoir
permettant la persistance de la peste méme chieatarsensible (Rahelinirina, 2009).

L’autre voie de recherche, explorée dans cetteethgste sur la résistance des rats noirs a
la peste ; celle-ci étant une autre hypothése pausspliquer la persistance de la maladie a
Madagascar. En effet, les résultats de Rahalitoal. (2003) montrent une résistance a la
peste deR. rattus héritable et restreinte au foyer de peste. Gétistance est probablement
apparue récemment, en réponse a la pression dei@élexercée par les épidémies de peste
sur les hauts plateaux de Madagascar. On serait @dms le cas d’une adaptation trés rapide
(un siecle). Dans ce contexte, I'histoire évolutigeente du rat noir malgache expliquerait sa
capacité a jouer le réle de réservoir de la peste.

Le rat noir est une espéce introduite par 'hommMdaiagascar, récemment a I'échelle
évolutive, et a donc probablement subi un goulétrdhglement lors de son introduction
conduisant a une diversité génétique réduite (ptiédi théoriqgue, Neiet al, 1975;
généralement vérifiee empiriguement, Dlugosch &eaqr2008). Or, la réponse a la sélection
naturelle dépend de l'intensité de la sélectiodwehiveau de diversité génétique pour le trait
sous sélection (Fisher, 1930 ; Crow, 2002). Il dendionc étonnant qu’'une espece introduite,
et donc probablement peu diversifiee, puisse stdampidement a I'apparition d’'un
nouveau pathogene (Frankham, 2005 ; Wated, 2005). Cependant, I'histoire de I'invasion
influe sur les capacités d'adaptation des populatida diversité génétique pouvant par
exemple étre maintenue grace a des introductiotigpies (Lockwoodet al, 2005 ; Facort
al., 2008).

L'objectif de cette thése est ainsi de décriresthire des populations de rat noir de
Madagascar et de caractériser leur résistance @détminisme génétique de celle-ci. Ces
études pourront permettre de mieux comprendre lidiom de cette résistance et son
importance dans la capacité de I'espece a joudtdade réservoir de la maladie.

Les questions suivantes ont été abordeées :

- Quelles sont les voies de la colonisation de Madear par le rat noir ? A quelle
période celui-ci a-t-il été introduit ? Commentstaucture génétique actuelle des populations
refléte-t-elle I'histoire de I'expansion du rat néiMadagascar ?

Ces questions ont été étudiées par des approchasytteyéographie et de génétique des
populations détaillées dans le premier chapitre.
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- La différence de résistance observée entre upelaiion de la zone de peste et une
de la zone sans peste se confirme-t-elle dansrdsaopulations de Madagascar ? Quels
facteurs influencent la résistance a la peste a&u &des populations des hauts plateaux
centraux ? Les rats des deux zones different-ilss daur réponse immunitaire face a
I'infection ? Comment la résistance se transmet-@dins la descendance ?

Ces questions ont été abordées en effectuant destioms expérimentales et des
croisements en captivité, qui sont relatés dadslxieme chapitre.

- Quels sont les marqueurs génétiques associés weslatance a la peste et
potentiellement sous sélection dans la zone de FeSkertains genes candidats interviennent-
ils dans le déterminisme génétique de la résistance

La recherche de déterminants génétiques de laadsespar des approches de génomique
des populations et d’associations génotype / plggedait I'objet du troisieme chapitre.

Enfin, la discussion finale résumera les résulthtenus, étudiera leurs conséquences pour
I’évolution des populations de rats et pour le mamde la peste sur les hauts plateaux de
Madagascar et détaillera les perspectives ouvpatiese travalil.

Les résultats de cette these sont basés sur desesade rongeurs et des expériences sur
les animaux ramenés en captivité, réalisées a I'léfs1de trois missions de un a deux mois
chacune, et sur des travaux de biologie molécuylateomplis au Centre de Biologie et de
Gestion des Populations (CBGP).
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Chapitre 1 :

Histoire de la colonisation de Madagascar par le tanoir

Avrticle |

Phylogeography of the introduced specieRattus rattus in the western Indian Ocean,
with special emphasis on the colonization historyfdMladagascar.
C. Tollenaere, C. Brouat, J.-M. Duplantier, L. R&un, S. Rahelinirina, M. Pascal, H.
Leirs, H. Moné, G. Mouahid, J.-F. Cosson.

Sous presse dadsurnal of Biogeography.
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|- Introduction

Le rat noir est une espece originaire d’Inde intitel partout dans le monde (Musser &
Carleton, 2005 ; Fig8). En tant qu’espéce commensale, 'histoire deidpatsion deRattus
rattus a travers le monde est fortement liée a cellemigsations humaines (voir Introduction
V-1).

A Madagascar, les premiéeres installations humaedablement indonésiennes, auraient
eu lieu il y a 2300 ans environ (Burney al, 2004). D’autres vagues de peuplements ont
conduit a la population malgache actuelle, résdltam mélange entre des ancétres Africains
et Indonésiens (Hurlest al, 2005). Il y a mille ans environ, d'importantespptations
humaines sont attestées le long des cotes malg@shaght & Rakotoarisoa, 2003 ; Burney
et al, 2004) : au niveau de la cdte nord-est a partitXfil® siécle et sur la cote nord-ouest
(grand port commercant de Mahilaka) et la cote esstdd partir du XA™ siécle (Wright &
Rakotoarisoa, 2003 ; voir Fig6). A cette époque (& partir du VAT siécle), le sud-ouest de
I'Océan Indien est parcouru par de grands couraigsatoires et commerciaux (Liszkowski,
2000) : les commergants arabes transitent alone datpéninsule Arabique, I'Afrique de
I'Est, les Comores et Madagascar (Allibert, 1988putre part, les hauts plateaux centraux
de I'lle de Madagascar auraient été colonisés ’hamime plus tardivement que les zones
cotieres, probablement il y a quelques siécleessemt (Wright & Rakotoarisoa, 2003).

Quelques études ont déja été réalisées sur desmaotmiferes commensaux introduits a
Madagascar. Chez la musarai@uwncus murinysdes données historiques et morphologiques
suggéerent de multiples colonisations a partir ddsdux des marchands arabes, via I'Afrique
de I'Est (Hutterer & Tranier, 1990). La souris datigue Mus musculus malgache est
proche génétiquement des souris du Yémen (Duptastieal, 2002). Ces deux especes
seraient donc probablement arrivées & Madagastar les VIIF™ et XII1*™ siécles, période
ou le commerce entre la Péninsule Arabique et Mastzg était trés important (Duplanter
al., 2002). Concernant le rat noir, les plus anciemices archéologiques de sa présence
datent du XI-XI\P™ siécle dans un site du nord-ouest de Madagasedw(&zafy, 1996 ;
Radimilahy, 1997). Une étude caryologique et alfoiyue a montré que selll rattus et non
son espéce sceRr tanezumivoir Introduction V-1), est présent a Madagag@arplantieret
al., 2003). Une premiere étude sur les séquencesatigiiies des rats noirs malgaches a été
réalisée par Hingstoet al. (2005), avec des conclusions partielles car saldegpopulations
du sud de Madagascar ont été échantillonnées etldasées génétiques extérieures a
Madagascar étaient extrémement réduites.

L'objectif de ce chapitre est d’étudier I'histoide la colonisation de Madagascar par le rat
noir, de facon a mieux connaitre I'histoire de fese réservoir de la peste dans ce pays.
L’hypothése est qu®. rattussoit arrivé de I'Inde en passant par la Péningugbique
(Duplantier & Duchemin, 2003b), comme les autrggess de petits mammiféres introduites
sur I'lle (souris, musaraigne). On s’attedd & une arrivée dR. rattus au plus t6t en méme
temps que les premiéres installations humainest-a&-dire il y a 2000 ans, mais plus
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probablement a I'époque des implantations impoeaet du commerce arabe, c'est-a-dire il y
a 800-1000 ans (Duplantiext al, 2003 ; Duplantier & Duchemin, 2003b) &) (a une
colonisation d’abord restreinte aux zones cotipugs s’étendant plus tardivement aux hauts
plateaux centraux. On cherchera des indicateunsedawlonisation de Madagascar par une
introduction unique, ou bien au travers de multplgroductions. On s’intéressera également
a I'histoire de la colonisation des fles voisinesMladagascar, notamment les Comores, (iles
de Grande Comore et de Mayotte) et la Réunionpguient partager la méme histoire que
Madagascar, ou au contraire avoir été coloniséeke pat noir de facon indépendante.

Dans le but de mieux comprendre l'histoire de |bmigation de Madagascar et des iles
voisines parR. rattus nous avons d’'abord utilisé un marqueur génétigitechondrial et
considéré un échantillonnage a deux échelles :lléathe 'ouest de I'Océan Indien, prenant
en compte les zones d'origine potentielles des latipns malgaches (Inde, Péninsule
Arabique ; voir 1I-1) et échelle de Madagascar (plaguelle nous avons inclus les données
préalablement publiées par Hingstehal, 2005 ; voir 1ll-1). Ces analyses font I'objet de
I'article |. Les conclusions de cette étude sont cependamricar du fait de I'utilisation d’'un
marqueur mitochondrial seulement, car I'histoire gepulations inférée a partir de données
de génétique cytoplasmique peut parfois se réwdifégrente de celle décrite a partir du
génome nucléaire (voir par exemple Benstlal, 2006 ; Britton-Davidiaret al, 2007). En
effet, I'histoire évolutive d'un seul gene peut pas refléter I'histoire des populations
(Nichols, 2001). En particulier, le génome mitocthoal, hérité maternellement, ne reflete
que l'histoire de la lignée maternelle et est sauaiine dérive forte (en conséquence d'une
taille efficace réduite, Ballard & Whitlock, 2004 a de l'introgression (Chan & Levin,
2005). Il est de plus possible que la sélectionnedle agisse sur le génome mitochondrial car
il contient des génes importants fonctionnellermretnt’est pas affecté par la recombinaison
(Dowling et al, 2008). Nous présentons donc une premiére congparaies données issues
de 'ADN mitochondrial avec des résultats obtenésemment (données en cours d’analyse)
en collaboration avec C. Brouat, A. Loiseau et J.Dplantier pour de multiples loci
nucléaires (microsatellites) a I'échelle de Madagast des files voisines (voir 11-2), ainsi
qu'au sein de Madagascar (voir IlI-2).
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[I- Etude des relations entre Madagascar et les régns voisines ou

historiquement importantes

1. Données mitochondriales dans I'ouest de I'Océdndien

- Méthodes

Des tissus de rats noirs échantillonnés dans diiférpays de I'ouest de I'Océan Indien
(Inde, Péninsule Arabique et Afrique de I'Est, Fijl) ont été obtenus grace a des
collaborations. A Madagascar, de nombreuses popagate rat noir ont été échantillonnées
lors de [l'affectation de J.-M. Duplantier dans cay$ entre 1996 et 2000 et cet
échantillonnage a été complété entre 2006 et 280Partie a I'occasion de ma thése. Toutes
les localités échantillonnées par I'équipe sonts@néées dans la Fid2 Pour I'étude a
I'échelle de I'Océan Indien, nous avons choisi dt# issus de différentes localités malgaches.
L’échantillonnage concerne finalement onze ilepays dans I'Ouest de 'Océan Indien, avec
de 2 a 14 individus par pays (71 individus au tded. 11). Quelques individus venant du
Sénégal (N = 2) et de Guadeloupe (N = 3) ont a&tésséquenceés. Les séquences disponibles
dans la base de donnée génétigue Genbank, issuassdde différents continents, ont été
comparées a celles de notre jeu de données.

Figure 11 Carte indiquant les pays d'origine des échansllanalysés pour les séquences
mitochondriales a I'’échelle de I'ouest de I'Océadidn.
Pour chaque pays, le nombre d'individus de rat sé&juencés est indiqué entre parentheses.
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Figure 12 Localisation de I'ensemble de I'’échantillonnage rderomammiféeres réalisé a
Madagascar par I'équipe de recherche.

Les villages échantillonnés entre 1996 et 2000 mprEsentés par des points rouges et ceux échantél entre
2006 et 2009 sont en bleu. Les rectangles indicqdesmtégions ou plusieurs villages (5-7) ont été@géttonnés
de facon a réaliser des études a I'échelle locale.

La zone grisée correspond a la zone des hauts yplatemtraux, ou l'altitude est supérieure a 800mteta
peste existe a I'état endémique.
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Une séquence mitochondriale de 1762 pairesadesb(pb) regroupant le cytochrome b,
deux ARN de transfert et une partie de la D-loom.(B3) a été séquencée pour les 76
individus analysés.

Figure 13 Représentation schématique de la région d’ADN chibodrial étudiée.

Amplification D-foop,
Amplification cytochrome b, Amorces dessinées pour cette étude
Amorces L14723 et H15915

Régions
amplifiées

t f t t t t f f t t t i i t t t t f —>
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|
1185-1606 (419pb)
Région analysée au sein de
Madagascar

Séquences
analysées

- Résultats

L’'arbre phylogénétique des haplotypesRlerattusobtenus est présenté dans la Hig.
Les haplotypes des rats d’'Inde apparaissent défiésedits groupes de I'arbre, de méme que
ceux d’'Oman et d’Afrique de I'Est. Ce résultat est accord avec I'attendu d’'une forte
diversité dans les zones d’origine (Inde) et dassrégions les plus anciennement colonisés
(Péninsule Arabique, Afrique de I'Est).

Trois groupes bien soutenus se distinguent. Le pgrdu comprend les haplotypes des
individus de la Réunion (Hap 39, aucun polymorpleigmarmi 7 individus issus de 3 sites),
d’Afrique du Sud, du Sénégal et de Guadeloupe. httividu de Madagascar (nommeé
DM1021, issu de la population MDM au nord-Ouest de I'Reg. 12) fait partie de ce groupe.
Les séquences partielles trouvées sur Genbankeowrt des rats de Nouvelle-Zélande,
d'fles de I'Europe et du Pacifique et de New Yosknt toutes identiques ou similaires a
I'haplotype trouvé en Afrigue du Sud. Ainsi, toutdss seéquences venant de rats
échantillonnés hors de la zone de I'Océan Indient pooches des rats de la Réunion et de
I'Afrigue du Sud. Le rat noir est supposé étrevarra I'lle de la Réunion en 1680 et en
Afrique du Sud au cours du siecle dernier. On peat supposer que ce groupe d’haplotypes
(rats des iles européennes, fles du Pacifique gadér@uadeloupe et New York) correspond a
une lignée de rats ayant colonisé une grande pdutimonde trés récemment (au cours des
trois ou quatre siecles derniers), probablemeirtirgle bateaux européens.

Le groupeB contient tous les autres individus de Madagasiars les individus de
Mayotte et une partie de ceux du Mozambique ethitipie. Les haplotypes issus de
Madagascar (sauf un situé dans le groupe voir IlI-1) forment donc un groupe
monophylétique, ce qui indiquerait une colonisatéiopartir d’'une unique introduction sur
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I'lle. Ce groupe forme un groupe bien soutenu awebaplotype d’Oman (Hapll, Fit4), et
compte tenu des données historiques (voir I),tipesbable que la population de Madagascar
dérive de rats noirs d’Oman. L'lle de Mayotte prdsedes haplotypes (Hap 20, 29 et 30)
inclus dans un groupe d’haplotypes de Madagascap (BD et 32-38) et dont certains
haplotypes de Madagascar sont ancestraux (Hap ,38#§514), indiquant {) soit que la
population de Mayotte résulte d’une fraction dedpulation de rats noirs malgach@ goit
gue le génome mitochondrial des rats noirs de Mayatsubi une introgression par des
migrants venus de Madagascar.

Figure 14 Phylogénie des haplotypes Rattus rattuséchantillonnées dans différentes iles et
pays de I'ouest de I'Océan Indien (ainsi qu'au §&hét en Guadeloupe).

L’arbre est raciné par trois espéces proches dengdbantillons viennent d’Asie du Sud-Est (Pagigal, en
révision). |l a été obtenu grace a une analysedi@yée partitionnée (les probabilités postériesoed indiquées
pour chaque nceud), a partir d'une séquence mitactade de 1624pbcft b+ D-loop ; les ARNtn'ont pas été
inclus dans I'analyse car ils ne présentaient pasadiabilité).
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Enfin, le groupeC contient tous les haplotypes trouvés a Grande @®n@insi que des
haplotypes trouvés au Mozambique et en Tanzaniander Comore présente donc une
composition génétique tres différente de celle deldfjascar et de son ile voisine, Mayotte.

Les groupe® et C présentent des haplotypes trouvés en Afrique &t (Mozambique,
Tanzanie, Ethiopie, Figl4). Ces derniers peuvent s’interpréter comme le ltasue
migrations postérieures a la colonisation des ((Madagascar pour le groufie et Grande
Comore pour leC), de ces iles vers le continent africain. Cetteerprétation semble
cependant surprenante et mériterait des invesiigatiomplémentaires en Afrique de I'Est.

Le logiciel IM (Isolation with Migration) a été lisé pour simuler la divergence entre les
populations Oman / Madagascar d’'une part, et Ontarande Comore d’autre part. Dans les
deux cas, les résultats favorisent un modeéle d=msel une petite fraction de la population
d’Oman a fondé les populations de chacune des Uesixet qui ne fait pas intervenir de
migration récurrente, donc un scénario d’introduttiinique. Les temps de divergence entre
les groupes de genes sont similaires pour les desix 10 215 ans BP [4 012-25 252] pour
Oman / Madagascar et 9 238 ans BP [2 630-60 75@i @onan / Grande ComdreLa
colonisation des deux iles pourrait donc avoir ®tdultanée, bien que les haplotypes de
chacune des iles appartiennent & des groupesetifééde I'arbre phylogénétique (Fid).

On peut imaginer par exemple une colonisation descdles a partir d'une méme zone de
forte diversité (probablement une ville portuail®mian) et que I'effet de fondation conduise
a la rétention d’une faible diversité, de compositilifférente, dans chacune des iles.

Deux arguments suggerent donc une colonisation agalyhscar a partir d'Oman : I'arbre
des haplotypes indiquant une proximité entre uridtgpe d’Oman et le groupe malgache et
les résultats de IM simulant une divergence eesgbpulations d’'Oman et de Madagascar.

2. Données nucléaires populationnelles pour Madagzer et trois iles voisines

- Méthodes

Une étude de geénétique des populations est en deursalisation sur 21 populations de
Madagascar (N =414) et une population de chacuseilde suivantes : Grande Comore,
Mayotte et Réunion (N = 22 dans chacune des popufgt Les marqueurs génétiques utilisés
sont des microsatellites : sept marqueurs issuR.deorvegicugvoir aussi Gilaberet al,
2007) et dix marqueurs récemment développéRstattus(Loiseauet al, 2008).

® Ces temps de divergence importants reflétent léedécoulée depuis la divergence des groupes géestiet
non celle depuis la colonisation des iles, qui @& plus tardive. lls sont de plus probablemenéstimés car
calculés en utilisant un taux de mutation dérivdilohe comparaison interspécifique et non intradjgge (Ho
& Larson, 2006).
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- Résultats

Des analyses multivariées (Analyse Factorielle @esespondances, AFC) indiquent que
chacune des quatre iles forme un groupe génétiagtimad (Fig. 15). La différenciation
géeneétique (Er) entre populations des différentes iles est d@ ¥®entre Réunion et Grande
Comore, 24.0 % entre Réunion et Mayotte et 15.8neeGrande Comore et Mayotte. La
différenciation entre Madagascar et les autresésen moyenne de 11.7 % avec Grande
Comore, 16.1 % avec Mayotte et 24.2 % avec Réuhampopulation de la Réunion présente
donc le groupe génétique le plus distinct tandis Bladagascar et Grande Comore sont un
peu plus proches I'une de l'autre que des autess il

La population de la Réunion présente la plus failersité génétique (hétérozygotie
attendue, iH= 0.63), tandis que la population de Grande Corasetda plus diversifiée =
0.80, alors que Mayotte : gH= 0.73) par rapport aux populations de Madagasgar
présentent des diversités génétiques comprises @né8 et 0.75. Des études réaliséedRsur
rattus en Guadeloupe suggéerent des diversités génétigpogennes d’environ 0.55-0.60
(Abdelkrim et al, 2005 ; Prugnollet al, 2005a) et donc plutét comparables a celle observé
a La Réunion.

Figure 15 Analyse Factorielle des Correspondances (AFC)iséed sur les données de
microsatellites pour quatre fles de I'ouest de @ Indien.

Les individus de Madagascar sont en blanc, Grandeo@oen gris foncé, Mayotte en noir et Réunion & g
clair. Seuls les deux premiers axes de I'AFC septésentés.

!/ = 1Grande Comore

(R
—
=]
=

Réunion

Axe 2 (265 %)
=]
=}
a

o
H
o
DD

0 1 2 3
Axe 1 (4.63 %)

48



Chapitre 1

3. Discussion des relations entre leR. rattus de Madagascar et ceux des zones

voisines ou historiguement importantes

Les données nucléaires et mitochondriales sontatgaient concordantes. Toutes deux
indiquent que les rats noirs de Madagascar forraangjroupe homogene, distinct des rats
trouvés sur les fles voisines. Un seul individude®M1021) avait été trouvé comme
extérieur a ce groupe au niveau de son génome momnalcial, mais il ne se distingue pas du
groupe malgache sur les données nucléaires. Agesijndividu serait le descendant d’'un
migrant, suffisamment lointain pour qu’il n’en giardé que le génome mitochondrial, tandis
gue les évenements de reproduction avec recombimaigraient conduit a la perte de ses
alléles nucleaires.

Au niveau de I'Océan Indien, les données nucléaioas partielles car elles ne concernent
que trois iles voisines de Madagascar : Grande @mniayotte et Réunion. Les données
mitochondriales rattachaient les haplotypes trouasédlayotte a ceux de Madagascar,
suggérant une colonisation de Mayotte par des maigaches, tandis que les haplotypes
mitochondriaux rencontrés a Grande Comore étarentdifférents de ceux de Madagascar.
Les données nucléaires indiquent au contraire ifférahciation génétique plus faible entre
Madagascar et Grande Comore que entre MadagascaMagbtte. Des analyses
complémentaires sont nécessaires pour étudier itEsedts scénarios envisagés pouvant
expliquer ces patrons.

Les données mitochondriales suggerent une divegéitétique a Madagascar (un groupe
génétique homogene) réduite par rapport a I'ln@gl@itypes appartenant a différentes parties
de l'arbre, Fig.14). Les données nucléaires ne comprennent pas delatop d’'Inde,
empéchant de comparer les diversités entre aireenat aire d’introduction. Cependant, la
diversité genétique observée a Madagascar estfpitess que celle de la Réunion ou de
Guadeloupe, mais moins forte que celle de Grandmd@® qui est pourtant aussi une
population introduite et est une plus petite ile.

lll- Etude au sein de I'lle de Madagascar

1. Variabilité génétique mitochondriale a Madagasca

- Méthodes

Parmi les localités disponibles & Madagascar (E2. nous avons choisi pour cette étude
huit populations du nord et du centre de Iile, fdgon a compléter I'analyse de six
populations du sud de Madagascar réalisée par téimgs al. (2005) (que nous avons
incorporé a notre jeu de données graces aux séegidigponibles sur Genbank). La carte des
localités utilisées pour les analyses phylogéodopas est présentée dans la Aig. Chaque

population est constituée de 8 a 25 individus,ltésuen un jeu de données de 190 individus.
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Figure 16 Echantillonnage a I'échelle de Madagascar utjieér I'étude de I'histoire de la
colonisation par le rat noir.

Les populations étudiées sont représentées pardaiets @mvec une couleur indiquant le type d'analyses
populations en vert (vert clair pour les populati@malysée par Hingstat al, 2005, et vert foncé pour celles
analysées dans cette étude, mais non génotypées lgumarqueurs microsatellites) et en bleu foncé
(populations analysées dans les deux études: sgmueitochondriale et marqueurs microsatellites) étét
analysées pour la séquence de D-loop (419pb) tapdides populations en bleu clair n'ont été argsque
pour les marqueurs microsatellites.

Les régions présentant des restes archéologiquésnanet donc probablement ayant été peuplées & da
I'histoire de 'homme a Madagascar (Wright & Ralarisoa, 2003) sont représentées en gris.
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90kms

Cote sud-est (région de
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Les analyses ont été réalisées sur une paetia d-loop (419pb, Figl3), de facon a
pouvoir inclure les résultats de Hingstetnal. (2005) dans notre jeu de données, et du fait de
I'absence de variabilité du cytochrome b au seiividdagascar.

- Résultats :

Au sein de Madagascar, 29 haplotypes ont été fadenpour la séquence de 419pb de D-
loop (Fig.13). Le réseau liant ces haplotypes montre que tesi®thantillons sauf un (sur
190 analysés au total, individbM1021, Fig. 17) forment un groupe monophylétique. Ce
résultat est donc en accord avec I'hypothése dwdnément de colonisation unique de
Madagascar par le rat noir. L’arrivée de nouveaigramts est possible comme le montre le
génotype de l'individlbM1021 mais tres rare (99.5 % des rats échantillonnéshablement
a cause de la compétition entre un nouvel arrigalgs populations installées.

Le réseau des haplotypes présente une topologiétale (Fig.17), caractéristique des
populations en expansion. Un signal d’expansionadgaphique existe sur I'ensemble de
I'lle, mais aussi dans six populations sur les balysées (voir articld). Dans ces
populations, I'expansion démographique a été estifggace a des analyses de Mismatch
Distribution) comme datant de 1000 a 4000 ans (nt@is dates sont probablement
surestimées a cause d’une sous-estimation du &uxuthtion, voir II-1). Les populations de
la cote est présentent des dates d’expansion picisrmes que celles des hauts plateaux
centraux ou de la région ouest. De plus, les diésrgénétiques sont plus fortes dans les
populations de la cote est que dans celles de plaitaux (sauf pour la population ANT qui
présente une composition en haplotype singuligrejue présente une forte diversité alors
gqu'elle est la plus éloignée de la mer, Fig). Ces résultats sont donc en accord avec

I'hypothése d’'une colonisation de Madagascar paratenoir a partir de la cote est et
s’étendant ensuite sur les hauts plateaux centraux.

Figure 17 Réseau d’haplotypes mitochondriaux obtenu pout ®sindividus de Madagascar
(en blanc) et un individu d’Oman (H_30, en noir).

Cette analyse a été réalisée sur les 419pb, comdapt a une partie de la D-loop (Fig. 13). Lestimia
supposées entre haplotypes sont indiquées et lla thts disques est proportionnelle a la fréquedee
I'haplotype en question. L’haplotype H_16 a été mbtpour I'individu DM1021 originaire de la populati

MDM dans le nord-ouest de Madagascar. Mo

51



Chapitre 1

2. Structure génétique des populations malgaches pdes données nucléaires

Le jeu de données de Madagascar seulement (exdesmntes voisines) comprend 21
populations (Figl6) avec 12 a 33 individus par population.

Au sein de Madagascar, les populations sont globedé peu structurées, avec un arbre
des populations permettant d’identifier quelquesiges de populations proches (a I'ouest ou
au sud-est notamment) mais pas systématiquemeantl@i Les hauts plateaux ne forment
pas un groupe génétique distinct de celui de l& zienbasse altitude (AMOVA, facteur zone
non significatifp = 0.083 ; voir aussi Fid.8).

Les valeurs de différenciation génétiquestFsont comprises entre 1.3 et 10.2 %
(moyenne : 5.6 %). La différenciation maximale ebtenue entre les populations IHO
(population la plus au sud de I'échantillonnageliat (situé légérement au nord du centre du
pays). On observe pas des différenciations pluedgoentre les deux zones (peste et sans
peste) que au sein de la zone de peste (donnéesardrees).

Figure 18 Arbre des populations deattus rattusde Madagascar réalisé a partir des données
de marqueurs microsatellites.

Les distances entre populations sont estimées paétlaode de Cavalli-Sforza & Edwards (1967) etofarest
reconstruit par la méthode de Neighbor-Joining.pagsulations des hauts plateaux centraux sont sudig
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Il existe une tendance des populations de Mty échantillonnées en basse altitude a
étre plus diversifiées que celles des hauts plateaatraux, mais la différence n’est pas
significative (test de Mann-Whitnep = 0.55). En revanche, il existe une relation nggat
significative entre la diversité génétique et Iataince a la mer : les populations les plus
diversifiées sont celles situées le plus prochad®te (Fig.19). Notamment, les plus fortes
diversités génétiques se trouvent dans les popotatie la céte est (AOM et ALA &+ 0.75
et AFO, H: = 0.74) et une population de la c6te nord-oue®NNVHe = 0.74).

Figure 19 Relation entre la diversité génétique et la distad la mer dans les populations de
Rattus rattusle Madagascar.

La diversité génétique est estimée par la divehsiffotypique pour le jeu de données mitochondhiaéf haut)

et de I'nétérozygotie attendue pour le jeu de desme marqueurs microsatellites:(ldn bas). Le coefficient de
corrélation de Spearman est indiqué, ainsi quedbgbilité associée au test.
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3. Discussion : structure génétique et histoire dgmpulations malgaches

Les populations malgaches sont globalement pelwctstaes avec une absence de
structuration entre hauts plateaux centraux (zan@easte) et zones de basse altitude (zone
sans peste), ce qui avait déja été révélé sunudgalonnées plus réduit (Gilabert, 2005).

La diversité génétique des populations décroit évelistance a la mer. Ces relations sont
observées pour les données nucléaires et les nténEnces sont observées sur les données
mitochondriales. La relation entre la diversité &éue et la distance a la mer peut étre liée a
I'histoire des populations avec une colonisatios denes cétieres plus anciennes que celle
des hauts plateaux centraux (comme c’est le cas khemme, Wright & Rakotoarisoa,
2003). Elle pourrait aussi étre le résultat de atigns récurrentes conduisant a une
augmentation de la diversité dans les zones cétiées données mitochondriales suggérent
cependant une migration récurrente trés limitée.

Enfin, il est possible que la démographie des @ijmuis soit différente avec des tailles
efficaces de populations plus grandes dans lesszdeebasse altitude que sur les hauts
plateaux centraux. Les données de captures indigueoontraire des taux de capturesRde
rattus plus forts sur les hauts plateaux que dans lesszodtieres (obs. pers.), mais cela peut
étre di a un biais de capture car les milieux ¢etcda disponibilité en nourriture) sont trés
différents entre les deux zones. D’autre part,hypothése de réduction de la diversité sur les
hauts plateaux, en conséquence des goulots d’'&raegt répétés suite aux épidémies de
peste (mis en évidence chez les chiens de praiestats-Unis, Trudeaet al, 2004) avait
été suggeérée pour les rats noirs malgaches (GiJaB@d5). Cependant, la difféerence de
diversité entre zone de basse altitude et hautsgua n’est pas significative et il semble que
la tendance observée soit plutbt la conséquentz foete diversité observée dans les régions
cotiéres (Figl19).

Les patrons géographiques observés sur la divagéitétique (surtout pour les données
nucléaires) et les dates d’expansions démographiqestimées a partir des données
mitochondriales) suggérent la cOte est comme régaanisée en premier, tandis que la
colonisation des hauts plateaux aurait été plukviar

IV- Conclusions et perspectives

Les données actuelles ne nous permettent pas dfexcine colonisation unique de
Madagascar par le rat noir a partir de la régiddngan. Comme 'hommeR. rattusse serait
ainsi d’abord installé sur les cétes de I'lle dedsligascar il y a 1000-2000 ans, pour coloniser
les hauts plateaux centraux plus tard, il y a potgvaent quelques siécles seulement. Les iles
voisines de Madagascar (les Comores et la Réupi@sentent des compositions génétiques
différentes de celle de Madagascar, traduisanthisi®ire beaucoup plus récente pour la
Réunion, alors que les histoires de Grande Combae éMayotte pourraient étre liées ou
simultanées avec celle de Madagascar.
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Dans l'état actuel des choses, les résultats nmjeltenus grace aux séguences
mitochondriales sont confirmés par les données aeumeurs nucléaires, méme si quelques
aspects different entre les deux études (au nidesaurelations entre Madagascar et les iles
voisines notamment). Malgré les problémes théosqiges a l'utilisation d’un marqueur
mitochondrial en phylogéographie (Ballard & Whitkp@2004), la concordance de résultats
nucléaires et mitochondriaux a déja été montréa péautres jeux de données (voir par
exemple Koskinert al, 2002b). Ces résultats confirment que les ségsemid@chondriales
sont un bon marqueur pour retracer les routesrddoiction des rongeurs commensaux,
comme c¢a a été fait pour la souris en Europe (Guetlal, 2001) ou le rat du Pacifique en
Océanie (Matisoo-Smith & Robins, 2009 ; Encadjée En effet, cette approche présente
I'avantage de pouvoir étre utilisée méme avec uit pembre d’individus par population.
Cependant, grace au développement de nouvelleodestiu’analyse statistique, les données
issues de multiples marqueurs nucléaires offrest piessibilités prometteuses pour inférer
I'histoire récente des populations, notamment estatd statistiquement la validité de
scénarios alternatifs.

Les perspectives incluent l'utilisation de ce tyge méthodes sur le jeu de données de
microsatellites. Ainsi, aprés une évaluation plisbéée de la structure génétique des
populations (par exemple en utilisant le logicigLSture, Pritcharet al, 2000), des analyses
ABC (Approximate Bayesian Computation, Cornwedt al, 2008) permettront de tester
différents scénarios : notamment l'introductionque du rat noir a Madagascar contre des
introductions multiples, ou encore différentes Hi@ses concernant les relations entre les
fles voisines et Madagascar (par exemple la pdig&idiune colonisation de I'lle de Mayotte
par des migrants venus de Madagascar).

D’autre part, I'échantillonnage en populations (ptas marqueurs microsatellites) pourra
étre élargi a différents niveaux. Des collaboratieant en cours pour obtenir des échantillons
issus du nord, du sud et de I'ouest de MadagaBeaplus, des populations supplémentaires
sur les iles voisines de Madagascar seraient g#&nées car chacune des iles voisines de
Madagascar n'a été étudiée pour les données nedégi’au travers d’'une seule population
(c’est le cas aussi en mitochondrial pour Grande@e). Enfin, inclure des populations de la
zone d’origine du rat noir, I'lnde, dans le jeu dennées pourrait étre tres informatif.
L’attendu d’'une diminution de la diversité génégeqentre zone d'origine et zone
d’introduction (voir Dlugosch & Parker, 2008 ; Raildreet al, 2008 ) semble en effet étre
observé sur les données mitochondriales, maisaemnéllons d’'Inde manquent pour réaliser
cette comparaison sur les microsatellites.

Enfin, des tissus venant de différents continentgamment les Amériques, I'Afrique du
Nord et de I'Ouest et I'Europe) pourraient étreégres aux analyses des séquences
mitochondriales. Cela permettrait de confirmer oas pes résultats pressentis d'une
colonisation récente par dBs rattusdu GroupeA a I'échelle mondiale (Figl4), en suivant
les voies empruntées par les bateaux européens.
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Chapitre 2 :

Approche expérimentale de la résistance a la pestbez le rat noir

Article 1l

Susceptibility to Yersinia pestis experimental infection in wild Rattus rattus, reservoir of
plague in Madagascar
C.Tollenaere, L. Rahalison, M. Ranjalahy, J.-M. mgier S. Rahelinirina, S. Telfer,
C. Brouat
Soumis &cohealth
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I- Introduction

Les travaux de Rahalisat al. (2003) ont montré qu’une population de rats ndés hauts
plateaux centraux de Madagascar est beaucoup gdisgtante a une infection expérimentale
par Yersinia pestisqu'une population de basse altitude (F&f). Cette différence de
résistance existe a la fois sur les rats capturédesterrain et sur les rats nés en captivité
(descendants de rats sauvages, Rahaksal, 2003). Ces résultats suggerent la sélection
d’une résistance chd®attus rattussous la pression exercée par la maladie depniarsivée
a Madagascar en 1898 (Enca@)é lls soulevent aussi de nombreuses questionsdabb
trois aspects :

(a) Généralité du patron observé et conséquenddéngiplogiques Cette différence de
résistance peut-elle étre généralisée a I'ensedbla zone de peste et de la zone sans peste a
Madagascar ? Quels facteurs individuels (par exerglsexe), populationnels (comme les
caractéristiques de I'habitat) ou temporels (comiaesaison) influencent le niveau de
résistance des rats de la zone de peste ? Qutlle eisétique de la maladie chez les rats
sensibles? On peut aussi se demander si les mstarés sont capables de transmettre la
bactérie. En effet, la littérature mentionne parfoette possibilité (par exemple Patkal,
2007), méme s'il semble clair que les rats résistae deviennent pas septicémique car ce
stade entraine inévitablement la mort, et donc lquegsistance a la peste est plutbét une
résistance au sens strict et non une tolérancea(le®®). Les réponses a ces questions
permettraient de mieux comprendre I'écologie diedasmission. Par exemple, une plus forte
sensibilité des rats des maisons que des ratexteérieur aura des conséquences importantes
pour le risque de transmission a I’'homme. De mémeajurée de la maladie chez les rats
sensibles est importante pour déterminer la femiteansmission de la bactérie aux puces.

(b) Variables immunitaires et résistané® niveau d’anticorps produit est-il associé au
niveau de résistance ? Quelle est la cinétiqueadgrdduction des anticorps chez les rats
sensibles et résistants ? Cette partie pourraibrégpdes informations sur les mécanismes
immunitaires impliqués dans la différence de rasist entre les deux zones, notamment
savoir si la réponse humorale est corrélée au nideaésistance a la peste.

(c) Hérédité de la résistancaComment la résistance se transmet-elle dans la
descendance ? Suit-elle un déterminisme mendélien @mpréhension de I'hérédité de la
résistance serait une information fondamentale pppréhender la question du déterminisme
géneétique de la résistance (voir chapitre 3). D#s,pl'architecture génétique d'un trait
influence sa réponse a la sélection et finalememt évolution (Hansen, 2006). Le
déterminisme génétique de la résistance doit doeés en compte pour étudier I'évolution
de la résistance a la peste chez le rat noir.

Pour aborder les questions (a) et (b), nous avotrepis des infections expérimentales
(décrites dans le Il) et pour les gquestions (cysnavons mis en place des croisements en
captivité (relatés dans le Ill). Les résultats préés dans les parties II-2 et 11-3 font I'objet de
I'article 11.
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[I- Infections expérimentales

1. Méthodes utilisées pour I'échantillonnage et laafections expérimentales

Le protocole mis en place pour les infections eixp&ntales est schématisé dans la Fig.
20. Des captures de micromammiferes ont été réald@es cing zones : trois zones de basse
altitude et deux zones des hauts plateaux cen{eigx21). Les animaux capturés ont été
épucés, les puces comptées et prélevées de margére identifiées a I'lPM. On a gardé les
rats noirs en captivité tandis que les souris esaraignes capturées ont été sacrifiées par
élongation et disséquées. Pour chaque animal éapine goutte de sang a été déposée sur un
sérobuvard de facon a réaliser un dosage en gmgicanti-F1 (Dromigny, 1997 ;
Rasoamananat al, 1997 ; Encadrd?2). Ces anticorps protégent contre la peste, chez le
souris de laboratoire (Andrewet al, 1996 ; Li & Yang, 2008) et chez |ld®8. rattusde
Madagascar (L. Rahalison, com. pers.). On fait ddthése que les rats séronégatifs en
anticorps anti-F1 n’ont jamais été en contact a¥epestiset ce sont eux qui pourront étre
inoculés aprés une dizaine de jours de quarantaine.

Figure 20 Représentation schématique du protocole utilisg# [@s infections expérimentales.
Dosage Ac: dosage ELISA en anticorps anti-F1; TesAgdest bandelette rapide de détection de I'aémigF1.

| Echantillonnage |

Sacrifice

MORT DE PESTE

Quarantaine
r

h

Injection déceé Test Bd Ag
suspension
Y. pestis
négatif MORT CAUSE INCONNUE
Suivi - Non analysé
18 jours
SURVIVANT SEROPOSITIF
survie Dosage Ac

SURVIVANT SERONEGATIF
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Toutes les infections expérimentales ont été madisa partir d'une souche nommée
23:07S. Celle-ci a été isolée en 2007 a partir guglevement de bubon sur un malade,
enrichi par inoculation a une souris (décédée deuss plus tard). Le patient se trouvait a
Ambatomena (Manjakandriana, Figl) et présentait un bubon de la taille d'un citram;
décés da a la peste avait réecemment eu lieu danértee village.

Les bactéries ont été mises en culture pendant eug a 26°C dans du bouillon BHI
(Encadré 13). La concentration de la suspension obtenue aeétémée grace a un
spectrophotometre. Des dilutions ont ensuite étdisées pour obtenir la concentration
désirée qui varie en fonction de I'expérience adérsie (dose injectée différente dans
chacune des expériences). Des dilutions de la ssgpeont aussi été étalées sur boite CIN
(Encadrél3) de facon a estimer la concentration plus préasénpar comptage des colonies
(en cfu,colony forming unitsun cfu correspond a une bactérie).

L’inoculation deY. pestisse fait par injection sous-cutanée au niveau deulase de
100pL de suspension bactérienne. Les rats sonitersuntrélés deux fois par jour pendant
18 jours. Les rats décédés sont disséqués et yathie leur rate est soumise a un test rapide
de détection des antigenes F1 (Chantaal, 2003 ; Encadrd?2), de facon a vérifier que la
peste est bien 'origine de leur décés. Au boufl8gours apres inoculation, une goutte de
sang des rats survivants est déposée sur un sardbde facon a effectuer un dosage en
anticorps anti-F1 (Encadde).

Figure 21 Localisation géographique des localités échantiées pour les infections
expérimentales (triangles noirs), des localitécgdémment étudiées par Rahalisinal.
(2003) (ronds vides) et du village d'origine destaiche deY. pestiatilisée (23:07S) (étoile).
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Encadré 12 lllustration schématique du principe des tests immunologiques utilisés.

Ces méthodes sont basées sur la détection de I'antigéne F1 et des anticorps anti-F1. F1 est une
protéine spécifique de Y. pestis. Elle compose sa capsule bactérienne et est libérée en quantités
importantes dans les organes de I'héte. Ac = anticorps. Ag = antigéne.

(a) Test bandelette antigéne F1 (Chanteau et al., 2003)

Test négatif
Ac antisouris fixé

Ligne de contrble

Ac anti F1 fixé
Ligne de lecture peste

Test positif
Ac anti F1 de

souris, mobile,
marqué a I'or __E.]
| L B g1
ol |

(b) Dosage en anticorps (1gG) anti-F1 par ELISA (Dromigny, 1997 ; Rasoamanana et al., 1997)

|J-| 'J-l Echantillon de rat a

|J-| analyser (Ac anti F1)
Ac spécifiques des 1gG
du rat, liés a une Réaction
enzyme (péroxydase) enzymatique
avec produit

ll;\gpl—> Y- @A@

D’aprés Chanteau (2006)

Encadré 13 Milieux utilisés pour la culture de Y. pestis dans le cadre des infections expérimentales

Boite CIN (Cefsulodine, Irgasan, Novobiocine): milieu gélosé contenant trois
antibiotiques permettant 'isolement sélectif et la numération de Y. pestis. Celle-ci
est observée sous forme de colonies fines a noyau rouge, mates et a bordure
irréguliére.

] Bouillon BHI (Brain Heart Infusion): milieu réalisé a partir de cervelle de veau et coeur de
| beeuf. C’est un milieu trés riche utilisé pour le repiquage des micro-organismes exigeants
‘l tels que Y. pestis. Il ne peut étre utilisée que sur des cultures pures.

D’aprés Chanteau (2006)
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2. Effet de la zone d’origine sur la sensibilité & peste

Le taux de mortalité apres infection expérimentae la peste a été étudi® @ans trois
expériences pour les rats noirs issus des zonespemte (basse altitude) @) fans quatre
expériences pour les rats issus du foyer de pleatgq plateaux centraux). Les populations de
rats issues des deux zones different significatergndans leur sensibilité lors de I'injection
de Y. pestis les rats issus des hauts plateaux centrauxbsatcoup plus résistants que les
rats issus de la zone de basse altitude @geffet origine des ratp = 0.014, voir aussi
l'article II').

Comme chez de nombreuses espéces (Dehais 1999), le développement de la maladie
est généralement trés rapide chez les rats noigaoies (rats des hauts plateaux infectés a
forte dose et rats de basse altitude) : les ratdépedent le font en général entre le deuxieme
et quatriéme jour avec 90 % des décés avant l@sepjour (Fig23). Cependant, la mort est
plus tardive pour les rats des hauts plateaux tié$e@ faible dose avec la majorité des déces
entre le troisieme et septieme jour et des maogtatiues a la peste survenant jusqu’a 17 jours
post-inoculation (Fig23).

Figure 22 Courbe dose-réponse suite a l'injection d’une beute peste virulente comparée
entre populations de la zone de peste et de lasarsepeste.

Les populations de la zone de peste sont représegmaéales triangles tandis que celles de la zameeste par
des carrés. Les points indiquent les pourcentagenaitalité avec leur intervalle de confiance binaimLes
droites de régression sont représentées.

Pour les rats de la zone de peste, les deux poiatgués A correspondent a des expériences d'iafecti
réalisées sur des rats échantillonnés entre les deoseptembre et janvier, tandis que les pointguéa B ont
été obtenus a partir de rats échantillonnés au d®isai.
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Figure 23 Cinétique de mortalité des rats noirs malgacheasapne infection expérimentale
parYersinia pestis

Seules les expériences incluant au moins 14 ratédéé sont représentées. La courbe en noir (indigyiée
correspond & une expérience d’infection a forted@§ cfu) tandis que les autres (en gris) sont destioies &
dose inférieure a 5000 cfu. Les courbes notées il ent été obtenues a partir d’infections des das hauts

plateaux tandis que les courbes i6 et i7 corresgirgl des rats issus de basse altitude.
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3. Variabilité de la sensibilité au sein de la zonge peste

- Variabilité individuelle

De facon générale, on s’attend a des variatiorla désistance aux maladies selon le sexe
et I'&ge des animaux. En effet, les méles sontesaiuplus sensibles que les femelles, ce qui
est attribué a un investissement immunitaire dffiéel des deux sexes en conséquence
d’intéréts évolutifs différents(Klein, 2000 ; Rolff, 2002 ; Zuk & Stoehr, 2002)age des
animaux peut aussi avoir un effet sur la résistaace maladies, premiérement via I'effet
négatif de 'age sur le systéme immunitaire (sésese immunitaire, Doumst al, 2002 ;
DeVealeet al, 2004). Inversement, si la résistance est dueeaenposition préalable, 'age
augmentera la probabilité d’avoir déja été en airdagec le pathogéne.

Dans le cas de la peste, le niveau individuel distance est connu pour étre affecté par le
sexe et par 'age des animaux (Twigg, 1978 ; Gad€o&oy, 2005 ; voir Introduction 1V-6).

Chez I'homme, l'incidence de la peste est souvanable selon le sexe mais le sexe le plus

" Le principe de Bateman propose que les femellessiissent dans la longévité, tandis que les males
investissent dans le succeés reproducteur (Baterb@#8). La sélection en faveur d’'une résistance aux
pathogénes serait donc plus forte pour les femellespour les males.
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touché n’est pas toujours le méme dans les difféfeyers (les hommes sont les plus touchés
a Madagascar, Migliarat al, 2006 ; tandis que ce sont les femmes en TanzZaaigset al,
2006). Des différences comportementales sont giassient invoquées pour expliquer cela,
bien que ces différences ne soient pas toujoussneéies (par exemple a Mahajanga, Boisier
et al, 2002). Chez le rat malgache, la séroprévalenae lpgeste peut différer selon le sexe
avec une séroprévalence plus forte chez les makdse{inirina, 2009 ; mais Dromigny, 1997
n'a pas mis en évidence d’'effet du sexe). De plisemble que la séroprévalence augmente
avec I'age des animaux (Dromigny, 1997), ce quit g&nterpréter comme la conséquence
d’'une durée d’exposition plus grande, ou par ursisténce plus importante des individus
ages.

D’autre part, différentes observations indiqueng ¢pirésistance a la peste pourrait varier
selon I'habitat des rats & Madagascar : intériesrrdaisons, haies de sisal ou bas-fonds (voir
Fig. 9). En effet, les rats noirs changent peu d’halfRathelinirina, 2009) et ils ne portent pas
les mémes puces selon leur habitXtenopsylla cheopigst la puce principale dans les
maisons, tandis queynopsyllus fonquernieist majoritaire a I'extérieur (Brygoo, 1966). Les
niveaux de séroprévalence des rongeurs (reflea dirdulation de la bactérie dans un site)
peuvent de plus varier fortement en fonction dabitat au sein d’une localité, avec les rats
des milieux de I'extérieur présentant des séropeéeas plus fortes que ceux des maisons
(Dromigny, 1997 ; Rahelinirina, 2009).

Dans notre étude, nous pouvons estimer la claggg dles animaux a partir de leur masse
(quatre classes d'age deéfinies chez le rat noiMddagascar, Rahelinirina, 2009) et nous
avons étudié l'effet des facteurs sexe, classeedétghabitat sur I'issue de I'inoculation
expérimentale (survie ou déces) chez les rats tssiflauts plateaux centraux. Seul le sexe a
une influence dans une des quatre expériencessééaliy = 0.035), avec les males
légerement plus résistants que les femelles (57.@1€% malesvs 40 % des femelles
survivent). Cette observation (opposée au prindpdéateman présenté ci-dessus) n’est pas
vérifiée dans les autres expériences. Mais celagiezidd a un manque de puissance, sachant
que les nombres de décés sont faibles. L'age abitéit ne se révélent jamais significatifs
pour expliquer la résistance a la peste. L’'absdieféet de I'age sur la résistance suggére que
c’est probablement la durée d’exposition a la pgsiedétermine la variabilité du niveau de
séroprévalence en fonction de I'age chez le rat.

- Variabilité temporelle

Au niveau populationnel, on peut remarquer unerbgéneéité du niveau de résistance
entre les quatre expériences d’'infections réaliséesles rats venant de la zone de peste (Fig.
22). Une explication possible est un effet de lam@aisur la résistance a la peste puisque les
deux expériences d’infections expérimentales qtidonné de forts niveaux de résistance ont
été réalisées sur des rats échantillonnés au maisadl tandis qu’une résistance plus faible a
été obtenue pour des rats échantillonnés a I'audomn
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En effet, de nombreuses maladies infectieuses emntune dynamique saisonniéere
(Altizer et al, 2006 ; Duffyet al, 2009). Une variabilité temporelle de la répomsmunitaire
face a la peste a de plus déja été observée chegdrdes gerbilles du Kazakhstan (Petrk
al., 2007). Dans le cas de la peste a Madagascaraladm circule principalement entre
Octobre et Mars, ce qui se traduit par des cas imsnfMigliani et al, 2006) et un taux de
séropositifs chezR. rattus plus fort (Rahelinirina, 2009). Cette saisonnal@st lice a
I'abondance relative des hétes et des vecteurgbutdie la saison de peste: les rats étant en
nombre réduit tandis que les puces sont a leurmari (Duplantier & Duchemin, 2003a).
Une potentielle épidémie survenant pendant la saiko peste agirait comme pression de
sélection, conduisant a une augmentation du nideatesistance pendant cette période. La
reproduction (principalement de Mars a Juin enredé Duplantier & Rakotondravony,
1999 ; Rahelinirina, 2009) conduirait ensuite & diminution de ce niveau de résistance si
les descendants de rats résistants ne sont pagésiggants (voir IlI-2). Une explication
alternative des variations saisonnieres de résistarserait une variation de
'immunocompétence générale due aux cycles phatmiques avec une immunité affaiblie
pendant I'hiver malgache (Dowell, 2001). Cependaigxistence de ces variations
saisonniéres du niveau de résistance a la pesteattesoirs malgaches reste a confirmer.
Celle-ci n’avait auparavant pas été détectée chezats noirs d’Antananarivo, avec une dose
|étale pour la moitié des individus similaire a tjagériodes de I'année (mois de mars, juin,
juillet et novembre, Brygoo & Rajenison, 1972).

4. Production d’anticorps en réponse a l'infection

La majorité des rats issus des hauts plateaux aentayant survécu a l'infection
expérimentale présente des anticorps anti-F1. Ceyperce taux varie selon la dose injectée,
avec 63-76 % des rats pour une infection a faibked125-1000 cfu) contre 94-100 % a forte
dose (16-2.10 cfu).

D’autre part, lors d’'une expérience dinfection éxmentale (non présentée jusqu’a
présent) impliquant trois lots de rats, nous aveusla surprise de constater un taux de
mortalité extrémement faible : par exemple, 6.7 &mbrtalité sur des rats de basse altitude
injectés a une dose de 500 cfu alors que l'attendwu des expériences précédentes était
d’environ 90 %. L’hypothése la plus probable est parte de virulence de la souche de peste.
En effet, le génome d€. pestisest connu pour étre instable et les fréquentesnmbimaisons
génétiques peuvent conduire a une perte de viraléBgchrieseet al, 1999 ; Parkhillet al,
2001). Ici, l'utilisation d’'une souche cultivée arpir d’'une colonie (sur boite CIN, Encadré
12) peut avoir conduit au tirage aléatoire d’'une éaetmutante ayant perdu sa virulence. Le
vaccin EV utilisé a Madagascar avait ainsi été mbtegar culture de bactéries provenant d’'un
malade, donc d’'une souche virulente (Chanteau,)2006

Ces expériences ont été mises a profit pour étlali@nétique de la production d’anticorps
dans les jours qui suivent l'infection, ce qui eatement étudié chez des rats issus de
populations naturelles. Chétastomys natalensiShepherdt al. (1986a) ont montré que les
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anticorps (IgG anti-F1) apparaissent 6 jours apresinoculation d&'. pestisvirulente chez
les individus survivants. Mais I'avantage d’utiligei une souche avirulente est la possibilité
de comparer les réponses d’animaux sensibles @aiesit morts si on avait utilisé une
souche virulente) et résistaht®es échantillons de sérum ont été prélevés &ods4 jours
(une partie des individus seulement), puis pous ti@s animaux a 7, 12 et 18 jours apres
I'inoculation.

Seuls trois rats sur 62 se sont révélés séromosifres trois jours, les anticorps
apparaissant en général apres sept jours (pouB%2-@es rats séropositifs a J+7). Les
résultats obtenus sont représentés dans |2&id. effet de la dose injectée a été étudié chez
les rats de la zone de peste (les rats de bagsdealh’ayant été infecté qu’a faible dose) et le
taux d’anticorps produit dépend de la dose (MANO&%ec mesures répétégs= 0.0001).
L’effet de l'origine des rats a été étudié pour wuse injectée faible et les rats des deux
zones ne different pas significativement dans taux d’anticorps produitsp(= 0.18) mais
I'interaction origine*temps est significativg € 0.01), révélant une cinétique de la réponse
immunitaire différente (réponse en moyenne plutefohez les rats de la zone de peste a J+12
seulement).

Figure 24 Distribution du niveau d’anticorps anti-F1 chHeattus rattuslans les jours suivant
I'infection par une souche déersinia pestision virulente (aprés 7, 12 et 18 jours) dans trois
expériences.

Le niveau d'anticorps est représenté pour chaquepgrpar une boite a moustaches classique: trag éphique

la médiane, la boite contient 50 % des observate@inges moustaches contiennent les valeurs nogrags
(représentées, elles, par des points). Les diswitmicorrespondent: en blanc, a des rats issua derle sans
peste, inoculés a dose faible (500¢fe gris clair, a des rats de la zone de pesteuias a dose faible (500cfu)

et en gris foncé, a des rats de la zone de pestaylés a dose forte (16fu).
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5. Suivi des bactéries dans la phase précoce dekthologie

Le devenir des bactéries chez les rats résistémfamais été réellement étudié. Pourtant,
cette question est trés importante puisqu’ellerdétee le rdle que ces rats peuvent ou non
jouer dans la transmission de la peste. Bien gui¢tdaature soit parfois ambigué a ce sujet
(par exemple Parlt al, 2007), il semble pourtant clair que les ratsstésits ne peuvent
atteindre la bactériémie nécessaire a la transmnisde Y. pestisa la puce (au moins
10Pcfu/mL, Lorangeet al, 2005), car un rongeur présentant de tels tauxadeéries dans le
sang meurt dans les deux jours (Sebketra, 2005 ; Eisen & Gage, 2009). Cependant, des
bactéries peuvent exister en plus faible quantitédans certains organes chez les rats
résistants. Des bactéries ont ainsi été trouvérs ldamoelle osseuse de rats noirs malgaches
ayant survécu a une infection expérimentale appssemaines (L. Rahalison, données non
publiées). Thomast al. (1988) a observé le développement de bubons camtt&n pestis
jusqu’a 30 jours apres infection chez des soubsyChomys leucogas)eayant survécu a
I'infection. De plus, la possibilité pour des hétds conserver la bactérie dans certains
organes et de devenir septicémique tardivement dara stress par exemple (infection
chronique) est fréquemment évoquée dans la litteraflindneret al, 2007 ; Wimsatt &
Biggins, 2009).

Nous avons réalisé une expérience préliminaire ptudier le taux de bactéries dans le
sang et la rate d’animaux infectés, aux troisiemnguatrieme jours apres infection. Dix-huit
rats issus d’'une population des hauts plateaux (INg. 20) ont été inoculés a forte dose
(2.10° cfu). La moitié a été sacrifiée aprés trois joer§autre moitié aprés quatre jours. Une
autre expérience sans sacrifice a été menée etiefmrdans laquelle environ 20% des
individus sont décédés. On s’attendait donc, sh'‘avait pas sacrifié les rats, au décés de
20% des 18 rats, c'est a dire 3 a 4 rats, et arldesdes autres (14-15 rats). L’hypothése est
que les rats qui seraient décédés présentent amgitgude bactéries importante dans la rate et
dans le sang, tandis que ceux qui auraient sumpérgentent pas ou peu de bactéries dans la
rate, et pas de bactérie dans le sang (dans l¢'wae résistance au sens strict et non d’'une
tolérance). Les antigenes F1 ont été recherchésldaate par test bandelette (Encad2get
des cultures de bactéries ont été réalisées ster ®OW (Encadrd3) a partir de broyat de rate
et de sang prélevé dans le coeur. La masse dldea animaux a été estimée car cet organe
est trés important dans la défense contre les gattes, en conséquence de sa fonction de
prolifération des lymphocytes (John, 1994). Ontetad a un grossissement de la rate
proportionnel a l'infection bactérienne (Grasma@02 ; voir par exemple de Belloa al,
2007 ; Cowaret al, 2009).

Les résultats obtenus sont présentés dans le tiahléa culture a partir d'une goutte de
sang ne s’est révélée positive pdurpestigque pour un seul rat (rat n°10, sacrifié a J+4) su
18. Ce rat présentait aussi de grandes quantitdsmckéries dans la rate. Deux autres rats
(sacrifies a J+4) présentaient aussi des bactdaes la rate. Le test bandelette a révélé la
présence d’'antigenes F1 dans la rate de nombreésxXa sur 18, en conséquence d’'une
sensibilité plus grande de ce test que de la baligie, Tableall).

66



Chapitre 2

On n'observe pas de relation claire entre la maeséa rate (rapportée a la masse de
I'animal) et le niveau de l'infection. Le seul tabuvé en septicémie a un rapport masse de la
rate sur masse du corps important (rat n°10 : }0r8éis ce n’est pas le maximum observé
(rat n°7 : 15.93). Cependant, le protocole présknfgobleme de ne pas comparer la masse
de la rate avant et aprés infection pour chaqué&ithd mais seulement entre différents
individus infectés, en faisant I'hypothése simpblfirice que tous les rats ont le méme rapport
entre masse de la rate et masse du corps avarmtionfe Des expériences antérieures
indiquent que la résistance a la peste chez IssleaMadagascar ne semble pas affectée par la
splénectomie préalable des animaux (Brygoo & Ra@mni 1972). Malgré la colonisation
précoce de la rate paf. pestis(seulement 36 heures apres infection cRemorvegicus
Sebbaneet al, 2005), cette étude suggére une influence faibldéadrate sur le niveau de
résistance a la peste. Nos résultats, bien queis@uoaution, iraient aussi dans ce sens.

De fagon générale, les résultats obtenus ne serfapgement interprétables car on n’a pas
observé l'attendu de 3-4 rats différents des auttesemble en tous cas que peu de rats (un
sur 18 ici) soient trouvés en phase septicémigaud ours apres infection.

Tableau 1 Résultats de I'expérience préliminaire de suivhiteau de bactéries dans le sang
et la rate, trois et quatre jours aprées l'infectixpérimentale.

Pour la sérologie, la valeur de la densité optid®, Encadrél?) est indiquée, ainsi que le résultat du test (P :
positif et N : négatif). Le résultat du test rapitledétection de I'antigéne F1 (Encadg, réalisé sur la rate des

animaux sacrifiés est indiqué (0 : négatif, + blamnent positif et 3+ ; fortement positif).

masse date masse Sérologie bactériologie Test Bd
Ratn° | sexe (m) sacrifice rate (mg) | mMg/m DO résultat sang rate AG rate
1 M 138 J+3 0,77 5,46 0,032 N 0 6 +
2 M 96 J+3 0,3 3,16 0,008 N 0 0 0
3 M 112 J+3 0,42 3,56 0,003 N 0 0 0
4 M 87 J+3 0,84 8,57 0,005 N 0 1 0
5 M 90 J+3 0,49 5,05 0,013 N 0 0 +
6 F 152 J+3 0,77 4,97 0,000 N 0 7 +
7 F 82 J+3 1,37 15,93 0,000 N 0 0 +
8 F 120 J+3 0,93 7,62 0,000 N 0 0 +
9 F 125 J+3 1,55 11,31 0,000 N 0 0 +
10 M 150 J+4 1,52 10,86 0,013 N +++ +++ 3+
11 M 171 J+4 0,95 5,56 0,018 N 0 0 +
12 M 85 J+4 0,36 3,96 0,048 N 0 81 +
13 M 110 J+4 0,34 2,76 0,018 N 0 0 +
14 M 74 J+4 0,29 3,58 0,024 N 0 0 +
15 F 109 J+4 0,27 2,45 0,000 N 0 0 +
16 F 129 J+4 0,77 5,42 0,000 N 0 0 +
17 F 146 J+4 NA NA 0,006 N 0 0 +
18 F 74 J+4 0,53 6,71 0,064 P 0 0 +
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6. Conclusions et perspectives

En plus de nous fournir des animaux de phénotypmicamécessaires pour les analyses
génétiques (dans le chapitre 3), réaliser des tiofex expérimentales a permis d’apporter
quelgques réponses aux questions (voir |) soulepaetes travaux de Rahalisenal. (2003).

La différence de sensibilité entre populations @dezbne de peste et zone sans peste est
confirmée. Cette observation a été eétendue a dedites supplémentaires, notamment a la
zone de basse altitude située du coté ouest dés flateaux (localité MIA), dont I'histoire et
I'écologie different de la région de la cote estgdablement étudiée (Encadr®. L’habitat et
'age ne semblent pas avoir une influence impoetamir la résistance a la peste. Le sexe
pourrait jouer un réle, avec une tendance des n#@léfe plus résistants. La maladie se
développe rapidement chez le rat noir, comme chemime (Perry & Fetherston, 1997) ou le
rat de laboratoir®. norvegicugSebbaneet al, 2005). Cette vitesse dépend cependant de la
dose de bactéries injectées. La réponse humorabnirorps anti-F1 n’est pas différente
entre populations de la zone de peste et de la gmme peste, bien que sa cinétique semble
légerement différente.

Pour 'ensemble de ces études, nous avons utdiséats directement issus de populations
naturelles, et non nés en captivité. L'avantagegask est possible de transposer les taux de
mortalité suite a l'infection expérimentale auxxale rats effectivement décédés de peste
dans la nature, et donc ce type d’expérience astiptéressant pour étudier les conséquences
épidémiologiques de la résistance.

Cependant, I'exposition préalable des rats a leegesut affecter leur niveau de résistance.
Nous avons considéré les rats se révélant sérafsegatanticorps anti-F1 comme n’ayant
jamais été en contact av¥c pestis(Fig. 19). Utiliser une seule mesure de taux d’anticorps
pour vérifier la naiveté des individus face a lastpe peut pourtant sembler peu
précautionneux : sachant que les rats des hauteapla sont soumis a une circulation
importante de la maladie, il est possible qu’urxtplus important que celui indiqué par le
nombre de rats séropositifs ait été en contact &védxactérie. Ce contact pourrait dater de
quelgues mois et la quantité d’anticorps anti-Flirgot alors avoir diminué (la disparition
des anticorps apparu suite a une infection expétae a en général lieu apres 5 a 12 mois,
V.M. Andrianaivoarimanana, com. pers.); mais lats rpourraient cependant garder une
résistance accrue a l'infection, par exemple enséquence d'une immunité cellulaire
mémoire (V.M. Andrianaivoarimanana, com. pers.)idMa cas est probablement rare dans la
nature car la durée de vie des rats est courtenfbiin an en général, J.-M. Duplantier, com.
pers.). D’autre part, la proportion de rats sérati&gapres infection, bien que petite pour une
dose forte injectée (0-6 %), peut monter jusqu'a®@Tors d’'une infection par dose faible.
Une vérification plus rigoureuse de la naivetérdés face a la peste pourrait inclure une autre
mesure de I'immunité humorale (par exemple un desaganticorps anti-LcrV, comme dans
Li et al, 2008) ou encore I'évaluation de I'immunité cedivé mémoire (par exemple un test
de prolifération des cellules mononuclées du samiplpériques lors de la stimulation par
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I'antigene F1, voir Andrianaivoarimanana, 2007). dtrre, bien que I'antigéne F1 augmente
la virulence des souches e pestis(Du et al, 2002 ; Sebbanet al, 2009), il n'est pas
indispensable pour l'infection (Drozdoet al, 1995 ; Sebbanet al, 2009). Des souches
virulentes ne présentant pas d’antigene F1 onu&e déja été isolées (par exemple Wirter
al., 1960), mais cela reste trés rare (de I'ordre @edks souches, Anisimat al, 2004) et
n'a jamais été mis en évidence a Madagascar. @@astquoi le diagnostic de peste reste
aujourd’hui en grande partie basé sur la déteatmtiantigéne F1 (test de diagnostic rapide
par bandelette notamment, Encadr®. La seule facon de s’affranchir a coup sdr du
probleme de la naiveté face a la peste des ratalésserait finalement de travailler avec des
rats nés en captivité (voir par exemple Thomiaal, 1988), ce qui n’est pas toujours évident
(voir 11l les problémes de reproduction des ratseimalerie).

Les résultats obtenus semblent cependant indigunerimportance limitée de I'histoire
individuelle des rats (possible exposition préaalpour expliquer l'issue de linfection
expérimentale, puisqu’'on n'a pas observé d'effetl'dge (approximé par la masse de
I'animal) sur la résistance a la peste. Cette ofasi®in est en accord avec I'obtention d’'un
méme niveau de résistance @akimilaire) chez les rats nés en captivité que dbeparents
sauvages (Rahalisoet al, 2003). Ainsi, il est possible que le fait de ddeéser les rats
séronégatifs en anticorps anti-F1 comme naifs fate® peste ne soit pas une si mauvaise
approximation.

La dose de bactéries injectées lors d’'une pigineude semble étre trés variable (Lorange
et al, 2005 ; Encadré) et le nombre de puces trouvé sur un méme ratlpeatissi varier
fortement (2.6 £ 5.09 puces par rat et jusqu’a u€ep trouveées sur un rat, parmi 1477 rats
noirs piegés dans la province d’Antananarivo en 200&ethble donc impossible de prévoir
la dose deY. pestisgénéralement recue par les rats dans la natureettr dose influe
fortement sur la sensibilité et sur la réponse @a anticorps mais probablement de fagon
générale) des rats face a la peste. D’autre pans dos expériences, les doses estimées a
posteriori (comptage apres culture) se sont paréiglées bien différentes de celles choisies
au départ (estimées grace au spectrophotomeétres),gse nous ne puissions I'expliquer et le
protocole pourra étre amélioré en estimant de fabasirigoureuse les doses injectées.

De facon générale, les protocoles expérimentauxodéwlonc étre améliorés pour les
expériences futures. Celles-ci pourront permetaaépondre a des questions non résolues,
voire non abordées pendant ma thése. Notammerguivhrigoureux du taux de bactéries
dans la rate ou dans le sang des animaux infemtémge dans Sebbaeeal, 2005 et Turner
et al, 2008, Encadré&4) ou encore un suivi du taux d’antigenes F1 (qupiethél de la sévérité
de la maladie chez 'homme, Chantestual, 1998a) pourraient étre trés intéressants pour
étudier le role des rats résistants dans la tresséom de la maladie, ou encore pour estimer la
variabilité spatiotemporelle de la résistance pelste au sein de la zone de peste.

Une étude comparée des mécanismes immunitairesafdaepeste entre rats des hauts
plateaux et rats de basse altitude pourrait aussiefivisagée. Par exemple, Arntznal.
(1991) ont mis en évidence une prolifération déférelle des mononucléaires de la rate chez
deux especes d®lastomysdifférant dans leur sensibilité a la peste en qifei du Sud.
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Identifier les mécanismes physiologiques de défeosetre Y. pestis distinguant les
populations deR. rattusdes deux zones pourra permettre de comprendreldtn de la
réponse immunitaire, ainsi que d’affiner la défomt de genes candidats pour I'étude du
déterminisme de la résistance (voir cha@ire

Encadré 14 Résultats de Turner et al. (2008): comparaison de deux lignées de souris différant dans
leur résistance a la peste (souche atténuée de Yersinia pestis) et étude du déterminisme génétique
de cette résistance.

(a) Cinétique du taux de survie apres injection de 13 000 cfu
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(b) Quantification des bactéries dans la rate aprés injection de 2000 cfu
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(c) Effet des différents chromosomes sur la résistance a la peste

L'analyse de 58 microsatellites chez 95 souris F2 révele
gu'un locus majeur pour la résistance se trouve sur le
chromosome 17. Des analyses plus précises révelent qu'il
se trouve dans la région du CMH (Complexe Majeur
d’Histocompatibilité).

Chromosome
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I1l- Croisements

1. Objectifs et méthodologie générale

Dans le but de mieux comprendre le déterminismeétigure de la résistance a la peste
chez le rat noir, des croisements ont été entrefrs effet, réaliser des croisements en
captivité et suivre la répartition d'un caractéreépotypique dans la descendance peut
permettre de répondre a différentes questionstglie :

(1) la dominance d’un caractére : le caractéere étasiél dominant, récessif ou encore
co-dominant ?

(2) le nombre de génes gouvernant le caractére étlebaésultats sont-ils en accord ou
non avec I'hypothése d’'un déterminisme monogéndjuearactére ?

(3) la composition génétique d’'une population : dist-eomogene sur le plan génétique
ou présente-elle du polymorphisme ? En effet, Bobation d'une hétérogénéité
phénotypique (mort ou survie) des rats des hauwteglx n’'implique pas forcément un
polymorphisme génétique. On peut déterminer sigtexun polymorphisme en sélectionnant
la descendance de rats résistants : on s’attené awgmentation de la résistance dans le cas
d’'un polymorphisme, tandis que la résistance rastenstante dans le cas d’une population
génétiquement homogene.

Les croisements sont donc trés informatifs et sentbllans notre cas possibles car des
reproductions de rat noir en captivité ont déjarétdisées a I'lPM. lls peuvent permettre de
plus d’élaborer des lignées de rats dont le ph@motgst connu. La connaissance du
phénotype des rats des lignées a priori, et norostepori, est un avantage pour de
nombreuses expériences (comme celle décrite IB®).plus, ces lignées pourront étre
consanguines, ce qui permet de limiter la varigbitjénétique (rats homozygotes) et par
conséquent la variabilité phénotypique intra-lignée

La mise au point du protocole de croisements esbimpliquée par le fait que I'on étudie

le caractere complexe ‘résistance a la peste’. Peolslemes se posent alors:
1. La définition méme du caractére

Qu’appelle-t-on un individu résistant ? On peutrdeo la question en terme de vivant ou
décédé a la suite d’une infection expérimentaleisMéors, la question de la dose appliquée
lors de l'infection expérimentale se pose. En efbet peut étre résistant a une dose et non a
une dose supérieure. On a choisi pour cette padmme pour le chapitre 3, d’appliquer deux
doses seuils définies a partir des résultats leslale Rahalisoet al. (2003) : () une dose
faible (environ 100cfu), qui correspond a la dasant tous les rats de basse altitudegg)L:
les individus qui décedent suite a l'infection pare dose de 100cfu d¥. pestissont
considérés comme sensibles & la pest8)airie dose forte (environ 16fu), qui correspond
environ a la dose tuant la moitié des rats du falgepeste (Dig): les individus qui survivent
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a la suite de I'infection par une dose déctild deY. pestisont considérés comme résistants a

la peste.

2. La survie des individus aprés définition de leamactére

Si l'individu décéde apres une infection expériraémta faible dose, son caractere
‘sensible’ sera connu mais il ne pourra étre reariscouple pour continuer le suivi du
caractére dans la descendance. On a donc choisavtgller avec des individus a priori
sensibles, c'est-a-dire des individus issus deslatpns de la zone de basse altitude, qui sont
globalement sensibles (voir résultats I-2). Ces oat été infectés apres reproduction de facon

a vérifier leur sensibilité a posteriori.

Figure 25 Schéma du déroulement des croisements réalisésuasi de la these.
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2. Expériences réalisées et résultats obtenus

Le déroulement des expériences réalisées est sthémans la Figz5.

En Feévrier-Mars 2007, des rats ont été échantilendans deux localités des hauts
plateaux centraux (zone de peste, INA et MAN) etsddeux localités de basse altitude (zone
sans peste, BRI et MIA, Fi@l). Ces rats ont été ramenés en captivité a I'lP&k tats issus
des hauts plateaux centraux ont été infectés paidagee forte d&. pestiginfection décrite
dans la partie 1I-2). Les individus ayant survéatette infection et donc caractérisés comme
résistants ont été mis en couples, ainsi que désidas issus des zones de basse altitude
considérés comme sensibles. Les couples ont é&@foen mettant dans une cage un individu
male et deux individus femelles. Au total, 80 cagpbnt été formés dont 17 entre des
individus de basse altitude, 8 entre des individes hauts plateaux centraux et 55 couples

‘mixtes’ faisant intervenir des rats issus des dsanes.

Sept mois plus tard (Octobre 2007), seulement 1&e® (dont 10 viables) au total avaient
été obtenues. Le nombre de portées par coupleoestfdible (0.023 portées/couple/mois).
Les couples comportant deux rats issus de la mémne ¢.046 portées/couple/mois) se
reproduisent mieux que les couples dont les detsxwanaient de zones différentes (0.013
portées/couple/mois) (différence significafive = 0.034). Les couples ont alors été modifiés
pour ne former que des couples d’origine identilpue de la premiere génération (F&H).
Des individus issus des hauts plateaux ont étéé&savec des individus de basse altitude lors
de la deuxieme génération. En effet, on s’attendina reproduction améliorée entre
descendants de premiere génération car (i) cesididi sont nés en captivité et (i) ils sont
nés de parents s’'étant reproduits en captivité.

Quatre mois plus tard (Janvier 2008), la reproductavait augmenté avec 0.100
portées/couple/mois. Cependant, on a alors misvielerice un effet du nombre de femelles
par couple. Les cages contenant une seule femadle @n male donnaient plus de portées
(0.205 portées/couple/mois) que les cages contedank femelles et un male (0.073
portées/couple/moisY = 0.010). Il semble donc que I'absence d’une féarglirnuméraire
augmente au moins deux fois la reproduction, cosgenla diminution du nombre de
couples car les males sont limitants (conséquetrepdus grand nombre de femelles que de
males capturés). Les couples ont donc été modiéacon a n'avoir qu’une seule femelle
par male.

9 s L, ~ R N .. e . PR T .
Différences testées grace a des modéles linéadméralisés, réalisés sur le nombre de portées wxen
pour chaque couple (variable suivant une loi des$wi) avec une variable explicative binaire: (19 d& méme
zone ou de deux zones différentes ou (2) femelllegkans sa cage ou deux femelles par cage.
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En Juin 2008, la deuxieme génération a été misgaee.

Premierement, les parents venant de la zone dee bakgude ont été infectés
expérimentalement de facon a vérifier 'hnypothés@gjsont sensibles a la peste. 20 rats sur
22 inoculés sont décédés (90.9 %, voir 1I-2), cé apnfirme donc la sensibilité de la
population parentale. Cependant, la dose effectwvenimjectée (voir 11-6 pour une discussion
sur la différence entre dose prévue et dose ré&tiiaf) de 4000cfu, ce qui n'est pas si faible
(100 cfu attendu). De plus, les deux rats survva@tdient des rats s’étant bien reproduits. La
vérification de la sensibilité des parents n'eshagas vraiment un succés mais aucune
expérience complémentaire n'a pu étre réaliséestepori.

D’autre part, les descendants issus des croisententdeux parents résistants ont été
infectés a forte dose. Toutes familles confondoasa inoculé 47 rats (issus de huit familles
différentes) et 51.1% sont décédés apres inocolaRour les familles présentant au moins
sept individus (trois familles), on trouve entre21@t 57.1% de décés au sein des familles
(Tableaw?).

Tableau 2 Résultats de l'infection des descendants F1 de das hauts plateaux ayant

survécu a une infection expérimentale a la pestof@c classés comme ‘résistants’).

N° Nb rats Nb rats pourcentage
famille total décédés mortalité
1 3 1 333
2 4 0 0.0
3 4 4 100.0
4 4 2 50.0
S 5 2 40.0
6 7 4 57.1
7 7 4 57.1
8 13 6 46.2
TOTAL 47 24 51.1

Les rats survivants, ainsi que les descendantemgbdes, ont alors été remis en couple.
Au total 28 couples ont été formés (voir détailaglee TableawB). La priorité a été mise sur
les couples avec un résistant et un sensible, @ fa obtenir des F1. Pour les couples de
résistants d’une part et de sensibles d’autre gestfréres et sceurs (si possible non issus de la
méme portée, pour augmenter les chances de suangdadreproduction) ont été croisés de
facon a commencer I'élaboration de lignées consargu
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Tableau 3 Croisements des rats descendants des rats capturés terrain (mise en place
juin 2008 / bilan en janvier 2009).

Nombre de couples, nombre de portées obtenues, (ttgat a dire viables ou non), nombre de porigas

couple et par mois et objectifs de chaque typedisement.

Type de Nombre de couples
croisement Nombre de portées Objectifs du type de croisement
(Nb de portées/couple/mois)
Consanguins| Non consanguins Consanguins Non camsang
R*R 3 3 r—é(zik;ttz?]ltrsdes lignées de rats
0 0
(0.000) (0.000)

- Déterminer si le taux de résistants augmentearsales
générations lors de la sélection de rats résisanfas>
Existe-il du polymorphisme dans la population ?

% - Déterminer le taux de
R*S - 11 résistants chez les F2 la
3 résistance est-elle
dominante ? le résultat
(0-039) est-il en accord avec un

déterminisme
monogénique ?

- Obtenir des lignées de rats
S*S 18 3 sensibles
11 2
(0.092) (0.071)

En janvier 2009, contrairement a l'attendu, la ogjpiction ne s’était pas améliorée : on
avait obtenu 0.060 portées/couple/mois. Compte tknnombre de couples, peu de portées
ont été obtenues (16 portées au total dont 12 as8abEn particulier, aucune portée n'a été
obtenue pour les croisements R*R aprés 7 mois (oraisavait que 6 couples) et seulement
trois portées pour les croisements R*S (0.039 psftduple/mois). Seuls les descendants de
S*S consanguines (11 portées obtenues au totaR @dértées/couple/mois) ont pu étres remis
en couple pour former des couples de deuxieme géméret espérer obtenir des descendants
de troisieme génération.

La mortalité a été relativement importante entia 2008 et Janvier 2009. On observe une
tendance (test exact de Fisher 0.058) des rats résistants (26.1% des rats dégadmourir
plus que les rats sensibles (7.5% de rats décedés).

Au moment de la rédaction de la these en octobdd,2bus n'avons toujours pas obtenu
de descendants de troisieme génération.
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3. Conclusion, problémes rencontrés et perspectives

Les croisements réalisés nous ont permis d’obtsr résultats pour la composition des
descendants de résistants (R*R) de premiére g@me(&tl), qui serait d’environ 50% de rats
résistants. Ce résultat n’est pas en accord agepréictions dans le cas d’'un seul géne et
d’'une bonne discrimination des résistants par tideca la dose de bactéries choisie (quelle
que soit la dominance, on s’attend dans ce cas-BOU3% de rats résistants). Le méme
pourcentage de résistants que celui obtenu pgoopalation native a donc été obtenu aprés
sélection des résistants. La proportion de résstalaurait donc pas augmenté en réponse a
une sélection artificielle pour la résistance géste, ce qui pourrait s’expliquer par une
homogénéité de la population, avec un (des) adlpldé résistance fixé(s) sur les hauts
plateaux centraux. Dans ce cas, le fait qu'uneig@ogdulement des rats survive a une dose
forte résulterait seulement de facteurs non gémésigvoir chapitre 3 pour une discussion des
conséguences pour la détection de marqueurs geegtigs a la peste). Cependant, cela n'est
pour le moment qu'une hypothése, qui mériterait aleservations sur plusieurs générations
pour étre vérifiee. L'étude d'un caractéere quatifitpotentiellement lié a la résistance
(comme le taux de bactéries dans la rate aprestioe Encadré 4) apporterait un argument
favorisant ou non l'idée d’'une variabilité indivielle au sein des populations de la zone de
peste.

Les croisements expérimentaux réalisés ne permgitend’apporter autant de réponses
gu’attendu, ce qui peut s’expliquer en partie paiaible intensité de la reproduction. Celle-ci
pourrait étre due aux conditions générales dev&ge. La faiblesse de la reproduction dans
les couples de rats résistants pourrait aussi@tenséquence du protocole expérimental qui
nécessite de croiser des rats apres leur avoisdhit une infection expérimentale a la peste.
Non seulement cela diminue grandement le nombrenirdaux disponible pour la
reproduction, mais en plus, les rats survivantd gotentiellement affectés dans leur état
général, ce qui pourrait nuire a leur capacitéegeaduction. En effet, nos résultats suggerent
une différence de mortalité entre rats infectéman, ce qui est en accord avec un effet de la
peste sur la survie chez des rongeurs résistamtinie chez la grande gerbille au Kazakhstan,
Begonet al, 2006). La peste pourrait ainsi affecter la valsélective, non seulement des
rongeurs sensibles (mort dans les jours qui suiafgction), mais aussi des résistants (effet
inconnu augmentant la mortalité dans les mois pdsttion), ce qui aurait des conséquences
épidémiologiques fortes.

Plus généralement, avec le recul on peut se demasidi définition du caractére
‘résistance’ ne peut pas étre améliorée. L'idéahisede travailler avec un caractere
guantitatif, comme le temps de survie aprés infectiu bien la densité en bactéries dans un
organe cible (Lengelingt al, 2001). Ce type de caractere serait plus infofrrgaiiun
caractére binaire survie/mort et moins dépendantadaéfinition arbitraire de la dose de
bactéries injectées. Le temps de survie aprestiofea par exemple été utilisé par Sebastiani
et al. (1998) pour étudier la résistance Salmonella typhimuriumchez la souris.
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Alternativement, I'estimation du taux de bactérgses infection pourrait étre une méthode
intéressante pour les infections expérimentaleapjtte 2 11-6, Encadré4) et dans le cas des
croisements (voir par exemple Turnetr al, 2008, Encadrd4). Par rapport a la date de
survie, ce caractére présente de plus un avantage/eau éthique puisque les animaux sont
sacrifiés a une date donnée plutbt que de laisseraladie se développer jusqu’a la mort de
I'animal.

Par la suite, les rats issus des croisements daleabasse altitude pourront étre utilisés,
pour obtenir des lignées de rats sensibles. Emobna les rats issus de croisements de rats
résistants sont en nombre trés limité. L'ensemigs expériences réalisées pour la partie
‘croisements’ aura finalement apporté des inforaretisur la méthodologie a utiliser dans le
futur, plus que des résultats a proprement parler.

IV- Conclusion

Au cours de cette these, I'approche expérimentatborané des résultats intéressants,
notamment pour caractériser la résistance (ArtljleCependant, elle aura été décevante pour
d’autres aspects, notamment dans I'étude de I'itérélé la résistance par des croisements.
Malgré les difficultés rencontrées, I'approche akpéntale devra étre encouragée par la
suite. En effet, celle-ci pourrait apporter des r@ssances précieuses concernant les
mécanismes de défense du rat noir fade pestiset les différences immunitaires entre rats
issus de la zone de peste et ceux de la zone eates es études devront étre standardisées
par I'utilisation de rats nés en captivité, voiand I'idéal de lignées consanguines.

En outre, l'approche expérimentale pourrait aussrmgttre des investigations en
immunologie écologique (Sadd & Schmid-Hempel, 20@xhulenburget al, 2009). Par
exemple, on pourrait étudier le colt de la réststai la peste qui est probable puisque, dans
le cas de ressources limitées, des compromis dégolentre différentes fonctions sont
nécessaires (Lochmiller & Deerenberg, 2000 ; Rigbyal, 2002). Ces derniers peuvent
opposer I'immunité et la reproduction ; voir paemyple la relation négative entre fécondité
et résistance a une bactérie chez des drosopheKe@n et al, 2008). Des compromis
peuvent aussi avoir lieu entre différentes voiesnimitaires, avec une résistance a un
pathogene associée a une sensibilité accrue a eg) (@utre(s); voir par exemple
I'antagonisme entre la tuberculose bovine et ldmimehes gastro-intestinaux chez le buffle
d’Afrique (Jolleset al, 2008).
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Détection de marqueurs génétiqgues associés a laisfgnce a la

peste cheRattus rattus

Avrticle Il

CCRS5 polymorphism and plague resistance in naturapopulations of the black rat in

Madagascar
C.Tollenaere, L. Rahalison, M. Ranjalahy, S. Raiffia, J.-M. Duplantier, C. Brouat
Infection, Genetics and Evolutio(2008) 8: 891-897.

Article IV

AFLP genome scan in the black rat Rattus rattus) from Madagascar: detecting genetic
markers undergoing plague-mediated selection

C. Tollenaere, J.-M. Duplantier, L. Rahalison, Mirfalahy, C. Brouat

Soumis aMolecular Ecology
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|- Introduction

L’étude du déterminisme génétique de traits adi#ptpeut étre réalisée sans a priori a
I'échelle du génome, ou bien par une étude gendidainsur un gene choisi sur la base des
connaissances préalables (voir Introduction IEBNs le cas de la résistance des hétes aux
pathogénes, ces connaissances préalables peuredeétdonnées génétiques acquises chez
une autre espéce, ou encore des informations sandeanismes immunologiques développés
contre le pathogéne.

Concernant la résistance a la peste, la seule @edgéenétique quantitative réalisée a
récemment mis en évidence une région génomique rtemge située dans le Complexe
Majeur d’Histocompatibilité (CMH) sur des lignéeg douris (Turneret al, 2008, voir
Encadrél4).

Jusqu’a présent, la réponse de I'héte mammaligénpestisa été relativement peu étudiée
(Turner et al, 2008, voir Introduction IV-4). Des études immugitjues ont cependant
montré l'effet du TNFe. (Tumor necrosis factor, codé par le gene Tnf) etl'tFN-y
(Interféron, codé par le gene Ifng) sur la survesduris de laboratoire suite a une infection
expérimentale de peste: linjection de ces cytekinpro-inflammatoires confere une
protection (Nakajima & Brubaker, 1993), tandis qlear neutralisation augmente la
sensibilité (Parengt al, 2006) face a la peste.

Le gene TIr-4 (Toll-like receptor 4) est impliquans la réponse immunitaire innée
précoce contre les bactéries gram négatives: decan récepteur reconnaissant le
lipopolysaccharide (LPS) qui compose leur membrarterne (Poltoraket al, 1998 ;
Hoshinoet al, 1999). De son cotd,. pestigorésente un LPS particulier (Rebeilal, 2004),
qui n’est pas reconnu par les TLR-4 (Montmetyal, 2006).

Enfin, bien que la délétion du géne Ccr5, codantaaepteur de chémokines, n'ait pas été
associée a une différence de sensibilité a la pise les souris (Elviet al, 2004 ; Mecsas
et al, 2004 ; Styeet al, 2007), elle semble affecter certains mécanismesuinitaires de la
réponse face ¥. pestisla phagocytose par les macrophages (Eial, 2004) et le niveau
de chémokines circulant (Styet al, 2007) sont plus élevés chez les souris déficseptair
ce gene.

Sur la base des données de la littérature, différganes candidats peuvent donc étre
définis concernant la résistance a la peste : ieptexe multigénique CMH, les genes Tnf et
Ifng, le géne TIr-4 ou encore le gene Ccr5. Enigarer, le gene Ccr5 a donné des résultats
préliminaires intéressants, et a donc étée étudié (v dont une partie des résultats fait I'objet
de Tlarticle Ill ). Cependant, les mécanismes immunologiques restdativement mal
connus, et n‘ayant jamais été comparés eRfxtus rattussensibles et résistants dans les
populations naturelles de Madagascar, une appradiéehelle génomique, sans a priori sur
les génes impliqués, semblait aussi pertinente (Mpdont une partie des résultats fait I'objet
de larticle IV). Contrairement a I'approche gene candidat, olts@met généralement les
substitutions fonctionnelles qui sont recherchéapproche génomique vise a détecter des
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marqueurs génétiques liés physiquement a desdosi selection et subissant de la sélection
indirecte (ou auto-stopgénétique, Encadrgs). Enfin une approche intermédiaire entre géne
candidat et génomique a été envisagée avec |'étudecomplexe génique candidat, le CMH,
en utilisant des marqueurs génétiques liés (vojr VI

Encadré 15 Représentation schématique de l'effet de la sélection sur les régions génomiques
adjacentes (auto-stop génétique)

Population a un temps t

Le site fonctionnel sous sélection PR
positive est représenté en blanc, tandis - .

que les marqueurs liés physiquement
sont en noir. Ces derniers subiront une

sélection indirecte en conséquence de Effet de la

leur liaison physique a un site sous sélection positive
sélection.

Chaque trait représente la portion de Population & un temps t.+ 1
chromosome d’un individu avec celui

qui porte la mutation avantageuse = -

coloré en rouge.

Issu de Storz (2005)

Que ce soit dans le cas d’'une approche gene camilidaen a I'échelle génomique, deux
méthodes complémentaires sont envisageables étéuntilisées au cours de cette thése :

1) la comparaison d’individusaractérisés phénotypiquement, dans ce cas pour le
résistance a la peste. Des animaux infestés expétahement (voir chapitre 2) ont été utilisés
et des associations entre I'issue de I'infectiopéexnentale (survie ou déces) et le génotype
ont été recherchées (voir Introduction 1I-3). Ltissde l'infection expérimentale dépendant de
la dose de bactéries injectées (voir chapitre 2),llnous avons choisi, comme dans les
expériences de croisements (voir chapitre 2 IlldB,considérer comme résistants les rats
survivants & une dose de bactéries d’au moinsfi@andis que les rats décédés & une dose
inférieure ou égale a 100cfu sont considérés cosensibles.

Il est cependant important de remarquer que cptieoahe n’est valable que s'il existe un
polymorphisme génétique pour la résistance a ldepas sein des hauts plateaux de
Madagascar. En effet, on n'observera pas d’associgénotype / phénotype pour un locus
déterminant la résistance si la résistance a lte pest fixée génétiqguement, comme suggeré
par certains résultats de croisements expérimentaoix chapitre 2 III-3). Cela mérite
cependant des expériences complémentaires pourcé@ifermé et nous ferons dans cette
partie 'hypothése de I'existence d’'un polymorphésgénétique pour la résistance a la peste
dans les populations des hauts plateaux centrailadegascar.
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2) la comparaison de_populatiomennues pour avoir des phénotypes globalement
différents, ici au niveau de leur résistance adstg. En effet, les populations de la zone de
peste different phénotypiqguement des populationld®ne sans peste, avec une résistance
plus forte en zone de peste (voir chapitre 2 1IE®).s’attend donc a des fréquences alléliques
différentes entre zone de peste et zone sans pastdes genes impliqgués dans la résistance.
De plus, la pression de sélection par la pestdiffgtente dans les deux zones et il est donc
envisageable de détecter des loci affectés paséieetion s’exercant seulement dans le foyer
de peste, en comparant les différenciations gamgsi@ntre des populations des deux zones
(Beaumont, 2005 ; voir Fig pour les attendus). Pour cela, la distribution ohesures de
différenciations génétiques observées est confeaintén attendu neutre, qui peut étre obtenu,
théoriguement, empiriquement, ou encore par deglaiions (Beaumont, 2005, Encad®.
Dans notre cas, c’est I'approche par simulationsagié utilisée (Encadib).

Encadré 16 Différentes méthodes d'obtention de la distribution des différenciations génétiques (Fst)
sous I'hypothése de neutralité:

1) a partir d'un modéle:

- distribution théorigue
Lewontin & Krakauer (1973) ont proposé ['utilisation d’'un test de chi® pour tester I'écart de la
distribution des Fst a I'hypothése de neutralité, mais ce test a par la suite été vivement critiqué (voir
par exemple Nei & Maruyama, 1975, ou Robertson, 1975).

- distribution simulée

Les simulations utilisent comme
modeles démographiques: le modéle
en fles symétriques dans la méthode

de Beaumont & Nichols (1996) —_—
(implémentée dans le logiciel Fdist) aehgeetisn_
A (N) B (N)

Modéle en fles symétriques Modéle de divergence pure

ou un modele de divergence pure 9 teoulotd'étrang\ement
dans la méthode de Vitalis et al. = S Dlvefgence
(2001) (correspondant au logiciel 2

DetSel). ANy BNy

2) a partir des données:
- distribution empirique

Akey et al. (2002) ont analysé un jeu de données comprenant
26530 SNP dans le génome humain, ce qui leur permet
d’estimer une distribution empirique des Fsr.

Ici, exemple du chromosome 5 (en bleu, Fst pour chaque
locus ; en jaune: Fst moyen sur 1 Mb; en rouge seuil du Fst
pour 2.5 % des loci).

Cette approche nécessite un tres grand nombre de
marqueurs génétiques.
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Chapitre 3

[I- Etude du gene candidat Ccr5

1. Introduction

Le gene Ccr5 code un récepteur de chémokines, amdld de protéines impliquées
principalement dans le recrutement et I'activatdes leucocytes au niveau du site de
I'inflammation (Rollins, 1997 ; Yoshiet al, 2001). En particulier, le récepteur CCR5 est
impliqué dans la réponse Thl (immunité cellulaiet) la migration des macrophages
(Mackay, 2001 ; Mantovarat al, 2004).

Chez 'homme, un allele mutant du gene Ccr5 (d@hétionduisant a une absence de
récepteul’) est associé a une protection contre le SIDA (Detaal, 1996 ; Samsoet al,
1996 ), en conséquence de l'utilisation de ce eceppar le VIH pour pénétrer dans les
lymphocytes T (Dragiet al, 1996). L'interprétation de la distribution de edtele, présent
en relativement forte fréquence dans les populstfammaines européennes (environ 10 %)
mais absent en Afrique et en Asie (Libetial, 1998 ; Stephenst al, 1998) est controversée.
Une sélection exercée dans le passé par des padsogemme la peste (Stephesisal,
1998 ; Duncaret al, 2005) ou la variole (Galvani & Slatkin, 2003) t& énvoquée (Liberet
al., 1998 ; Novembret al, 2005). D’autres envisagent au contraire que fepabservé soit
le résultat d’'une évolution neutre (Saledtal, 2005 ; Hedrick & Verrelli, 2006).

Contrairement au virus du SIDA,. pestisne se fixe pas au récepteur CCR5 pour entrer
dans les cellules. Cependant, le récepteur CCRBviaht dans les phénomenes précoces de
réaction face aux pathogénes (voir ci-dessus),gileiment importants dans la réaction des
hotes face a la peste car le développement de ladimaest trés rapide (en général, voir
Introduction V-4 et chezR. rattus Fig. 23). Une modification du fonctionnement des
chémokines, et par conséquent du recrutement desodgtes au niveau du site
d’'inflammation, pourrait influencer le niveau desigtance/sensibilité a I'infection paf.
pestis De plus, des difféerences immunitaires lors d’umfection par la peste ont été obtenus
entre souris normales et souris déficientes pogefee Ccr5 (Elviret al, 2004 ; Styeet al,
2007, vair 1).

2. Mise en évidence d’un polymorphisme protéique

Des amorces définies a partir du génomeR&#dtus norvegicuont été utilisées pour
séquencer une partie du géne Ccr5 (827pb représeria% de la séquence codante, et
incluant la délétion connue chez I'homme, voir 8hez 14R. rattusvenant de différentes
localités a Madagascar. Une seule substitution YAd@té mise en évidence (deux alléles
nommeés A et G, numéros Genbank FJ573194- FJ57318#)e-ci est non synonyme
(arginine / histidine) et se trouve dans la secohdacle extracellulaire de la protéine

19| a délétion de 32pb est a I'origine d’'un décalagecadre de lecture. La protéine synthétisée estjmem et
donc non fonctionnelle. Elle n'est pas incluse démsmembrane plasmique comme le récepteur CCR5
fonctionnel.
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(Opperman, 2004 ; Fi@6), une région fonctionnellement importante puistie’eorrespond
a la zone de fixation des chémokines et conféreteepteur sa spécificité de ligand (\Wu
al., 1997 ; Dragicet al, 1998 ; Zhowet al, 2000). Le changement d’'un seul acide aminé peut
sembler modeste pour la fonction de la protéinewrtaat, quelques exemples montrent que
cela peut suffire & des modifications phénotypigugsortantes : par exemple la couleur du
pelage gouvernée par le géne Mclr (Hoekstraal, 2006), ou la résistance a certains
pathogénes influencée par le géne Nrampl (Metloal, 1994) chez la souris. Cette
substitution correspond a un site variable, pamgpte entre ’'homme, la souris et le rat
(Carmo et al, 2006). ChezR. norvegicuson remarque que les souches Sprague Dawley
(numéro Genbank U77350) et Wistar (Y12009) présente nucléotide A tandis que la
souche Brown Norway (NM05960) a un G. Or cette ideenest plus résistante a la peste que
les deux autres (Sebbaeeal, 2005).

Nous avons donc testé de nombreux individus deaiatpour cette substitution par PCR-
RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphisnpermettant une discrimination
codominante des deux alléles A et G, voir Anna2epour la méthode).

Figure 26 Localisation de la substitution étudiée clegtus rattusa partir de la structure du
récepteulCCR5chez 'homme (structure de la protéine issue dee@pan, 2004).

La substitution d'acide aminé, représentée en rosgesitue dans la deuxieme boucle extracellulagrdad
protéine. La membrane plasmique de la cellule @sésentée en gris, avec la région extracellulairbaait et la
partie intracellulaire en bas.
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3. Comparaison d’individus de phénotype résistantwsensible

Des rats noirs ayant subi une infection expérimerdat été utilisés de facon a réaliser une
étude d’association entre le phénotype (survie @esl apres infection expérimentale) et le
génotype (présence ou absence de lalléle G ; desohygotes GG sont en effet trop rares
pour étre distingués des hétérozygotes AG). Tenig e données ont été utilisés. Le premier
(E1) concerne des animaux issus d’expériences gmsdalisées par I'IPM pour déterminer la
DLso (dose létale pour la moitié des individus) darff@dintes populations. Il permet donc de
comparer des rats considérés comme résistantst (gyaécu a une dose supérieure ou égale
a 10 cfu) et des rats sensibles (décédés & une daméeink ou égale a 100 cfu) issus d’un
ensemble de 6 populations des hauts plateaux (@tsOpar population). Le second (E2)
concerne des rats issus de villages proches dedété INA (voir Fig.12) infestés a une dose
forte (10 cfu) et compare les rats résistants aux autreg@dsca 10cfu). Enfin, le troisiéme
(E3) est composé de rats issus de la méme zoneegueconsidérés pour E2 mais infestés a
dose faible (100 cfu) et compare les rats sensdlesautres (ayant survécu a 100 cfu). Ces
deux derniers jeux de données correspondent aarntie pe ceux analysés pour caractériser
la résistance phénotypique (chapitre 2 11-2).

Au sein de E1, l'allele G est plus présent chezdés résistants (59.1 %) que chez les rats
sensibles (22.2%) (test exact de Fislper, 0.027). La méme tendance est observé pour E2
(44.4% chez les résistants contre 23.1% chez Ié®saumais la différence n’est pas
significative p = 0.148). Enfin, dans E3, l'allele G est présemdcala méme fréquence chez
les rats sensibles (20%) que chez les autres.

Le fait de n’obtenir une différence significativeieqpour E1 est probablement di a la
meilleure discrimination du phénotype dans ce jeuddnnées que dans les deux autres,
puisque les rats ayant un phénotype non définvigar dose faible ou décés a dose forte) ont
été exclus du jeu de données. Alternativement, peld étre un biais di au mélange de rats
venant de différentes populations. En effet, ce ¢g données comprend différentes
populations avec un nombre de résistants et déb$emsariables selon les populations et on
peut ainsi imaginer une différence entre résistattsensibles résultant en réalité des
différences de fréquences alléliques entre pomulati Cependant, les fréquences alléliques
n'ayant pas été étudiées dans toutes les popudaticiuses dans ce jeu de données, nous ne
pouvons pas étudier plus en détail cette dernigrethése.

Les résultats des relations entre génotype et pyygmandiqueraient donc une association
de l'allele G avec la résistance a la peste. Neagarquons que les observations réalisées sur
les souches de rat de laboratoRe jorvegicusvoir [I-2) vont dans le méme sens.
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4. Comparaison des populations de la zone de pestezone sans peste

Si l'allele G est associé a la résistance a lagpest s’attend a des fréquences de l'alléle G
plus forte dans la zone de peste (populations smed la pression de sélection exercée par la
peste) que dans la zone sans peste (populatiostbles). Douze populatiohsdont six dans
la zone de peste et six dans la zone sans pesdr@mtaine d’individus par population) ont
été analysées pour le géne Ccr5. Les fréquencdmjadls ne different pas significativement
entre zone de peste et zone sans peste (test de\WMaitney,p = 0.164), mais une tendance
pour une plus forte fréquence de l'allele G en zm@este est observée (F23).

Figure 27 Comparaison des fréquences alléliques observeas Ipogene Ccrientre six
populations de rats noirs de la zone de pest& @ogiulations de la zone sans peste.
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Cette analyse révéle que les fréquences alléliquesein de la zone de peste sont trés
variables. C’est le cas méme a petite échellefrélguence de l'allele G varie de 9 a 21 %
dans deux populations distantes de seulement 20ekwison (ANT et AIM, Fig.12). Des
phénomenes locaux pourraient donc gouverner I'éamludu gene Ccr5 et obscurcir les
relations entre la fréquence de l'allele G et kistance a la peste a I'échelle de Madagascar.
Ceci nous a conduit a étudier ce géne a une éakelienale, au sein du foyer de peste.

" Dans ce cas, une population est définie comméteinle piégeage a I'échelle du village : on neimliste pas
le milieu d’échantillonnage (maisons ou extériewsir Fig. 10) car la structure génétique (étudiée des
marqueurs microsatellites) est faible voire absartette échelle spatiale (Gilabettal, 2007).
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5. Structure génétique a petite échelle au sein dayer de peste

Cette étude a fait I'objet d’'une partie du stagendaster 1 de Sandrine Kako-Ouraga entre
janvier et juin 2008.

Si les épidémies de peste ont une influence suédmence de l'alléle G, on s’attend a une
relation entre les fréquences alléliques du gen® €cdes indicateurs de la circulation de la
peste (supposés refléter l'intensité de la sélertid’historique de la peste humaine ou la
séroprévalence murine. De plus, on s’attend a traetsration différente entre le géne Ccr5,
dont l'allele G serait sélectionné lors des épiddsrde peste, et des marqueurs neutres. En
particulier, comme les séroprévalences (Dromig®871; Rahelinirina, 2009) ainsi que les
especes de puces (Brygoo, 1966) varient selonlleungonsidéré (maison, haies de sisal ou
bas-fond, voir Figl0 et chapitre 2 1I-3), on s’attend a des niveauxideulation de la peste
différents, qui pourraient se traduire par variaiodes fréquences alléliques entre les
différents milieux.

Pour tester ces prédictions, une étude a I'éctetiale® a été réalisée dans la région de
Betafo, au sein de la zone de peste (ER).

Les résultats obtenus confirment la variabilitdal&équence de l'allele G a petite échelle
(Fig. 28).

- Structuration des populations :

L’effet milieu n’est pas significatif sur la présmriabsence de lalléle G*(= 4.7 ;p =
0.09), de méme que l'interaction milieu*villagg € 5.81 ;p = 0.81). En revanche, il existe
un effet village ¢* = 18.53 ;p = 0.010).

L’isolement par la distance n’est pas significdtdst de Mantelp = 0.68) alors qu’une
structuration par la distance a été mise en évalenc des marqueurs neutres (microsatellites,
p < 0.0001 pente = 0.006, Rahelinirina, 2009). Caligsence de structuration par la distance
sur le gene Ccr5 contrairement a ce qui est obsenvies marqueurs neutres pourrait étre une
évidence de sélection balancée. Cependant, cdatépelut aussi étre la conséquence d’'un
manque de puissance liée a I'utilisation d'un deals. En effet, I'isolement par la distance
sur chacun des loci microsatellites pris isolénmeest pas significatif non plus.

- Relation avec des indicateurs de circulationadedste :

Contrairement a I'attendu, la fréquence de l'al@lelans le village n’ayant pas recensé de
cas humain dans les cing dernieres années n'estlym$aible que dans les autres (F28).
Cependant, I'analyse d’un seul village sans casammnend cette observation peu concluante.
De plus, la déclaration des cas humains pouvamtsétis-estimée, et la peste pouvant circuler
chez les rongeurs sans transmission a I’lhnomme -cieux sont pas de trés bons indicateurs de
la présence de la peste dans les populationssiaass.

12 A échelle de Betafo, les analyses de structaragiénétique (isolement par la distance) ont étisées en
distinguant les échantillonnages (ou ‘populatioe$fectués dans les maisons, les haies de siks bas-fonds
(19 ‘populations”); tandis que les analyses detimaentre fréquence allélique et indicateurs detgpent été
réalisées en considérant un village (tout milienfendu) comme une population (8 ‘populations’),fdeon a
augmenter le nombre d'individu par observation.
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Il n’y a pas de relation entre la fréquence all#digt la séroprévalence murine (Spearman,
S=101,p = 0.63). La séroprévalence murine est un indicadeua proportion de rats ayant
eu la peste dans les mois passés (les anticorsisteesient entre 5 et 12 mois, V.
Andrianaivoarimanana, com. pers.) et ne peut densaigner que sur la sélection exercée
tres recemment (un an maximum). Il est possiblelguecquence de l'alléle sous sélection
concerné résulte de I'intégration de la sélectiomusie plus longue période et ne dépende que
marginalement de la sélection de I'année.

Figure 28 Distribution géographique des fréquences allébqaltenues pour le geil@rrs
dans les villages étudiés a une échelle localeiaude la zone de peste (région de Betafo).
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6. Conclusion

La mise en évidence d'une substitution potentiediBinfonctionnelle et les premiers
résultats de I'étude d’association (jeu de donrieks s’étant révélés prometteurs, le géne
Ccrb a été étudié au niveau individuel lors deiplus expériences d’infections (E2 et E3), et
au niveau populationnel a deux échelles géographiget avec deux types d’analyses
différentes (entre zone de peste et zone sans @eatesein du foyer de peste). Les résultats
sont finalement ambigus. La substitution mise edence dans le gene Ccr5 pourrait avoir
un réle mineur dans le déterminisme de la résist@anta peste dans les populations de rats
noirs malgaches, mais les arguments en faveur tle legpothése sont contrebalancés par
I'absence de signaux similaires au niveau des &écgs alléliques dans les populations.

A I'exclusion de celles portant sur les primatestguars de SIV, notre étude fait partie des
rares recherches sur le géne Ccr5 en populatidoselias (mais voir Carmet al, 2006).
Celles-ci pourraient cependant se développer duléafimplication du récepteur CCR5 dans
la défense contre le virus de West Nile (Letral, 2006).
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[1I- Détection de marqueurs génomiques sous séleacti par la peste

1. Approche envisagée, méthodologie

Nous avons utilisé I'approche de génomique des lptipas (Blacket al, 2001 ; Luikart
et al, 2003) qui consiste en la détection d’empreintes sélection en comparant les
différenciations génétiques sur de nombreux manmguganétiques, tels que les AFLP par
exemple, a l'attendu sous I'hnypothése de neutréditiendu obtenu par simulations, Encadré
16). Cette approche a déja été appliquée a diff&sgmablématiques, depuis I'étude réalisée
par Wildinget al. en 2001 (voir Tablead et une revue dans Nost al, 2009). Elle repose
sur le fait qu’une différenciation génétique plagportante que pour le reste du génome est
attendue, non seulement au niveau des loci soastigd#l, mais aussi sur les marqueurs liés
physiquement a ces loci (Encadté). La taille de la région génomique présentant une
différenciation génétique forte (ou ile génomiqeedivergence) dépend de lintensité de la
sélection et du niveau de recombinaison (Charledwatral, 1997 ; Andolfatto, 2001). Les
études empiriques, bien que rares jusqu’a présatijueraient une forte variabilité dans la
taille de cette 1le génomique de divergence (vacderél?).

L’approche de génomique des populations a été éaljghr la co-localisation des loci
détectés comme potentiellement sous sélection alex QTL identifiés (Rogers &
Bernatchez, 2005 ; Via & West, 2008) ou par deslétud’associations génotype/phénotype
au niveau individuel (Gagnairet al, 2009). Dans notre étude, nous avons détectéodes |
présentant une différenciation génétique plus fque I'attendu (voi83) puis avons testé les
associations entre ces loci et l'issue d'infectiangérimentales par la peste (v@4).
L’identification ultérieure des marqueurs AFLP apmes, difficile dans le cas d’une espéce
présentant peu de données génomiques (Beatsah 2002 ; Woocket al, 2008) est facilitée
dans notre cas puisque le génome d’'une espéeceepde¢h rattus R. norvegicusest connu
(Gibbs et al, 2004). Rattus norvegicusurait divergé deR. rattusil y a moins de trois
millions d’années (Robinet al, 2008). Ces deux especes présentent ainsi seul&néen%
de sites variables pour le génome mitochondrialp@mple (comparaison entre génomes
mitochondriaux complets d&. rattus numéro Genbank EU273707 & norvegicus
NC_001665.2). Une synténfeest de plus observée entre les deux espéces bur 1
chromosomes sur 18 (Cavagea al, 2002). Nous avons donc choisi une méthode de
détection des loci candidats a la sélection petrictge permettant d’identifier un nombre
conséquent de loci (vof3), identifiables par la suite par comparaison deegenome d&.
norvegicugvoir §6).

13 Conservation de I'ordre des génes entre deux espéc
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Tableau 4 Quelques études visant a mettre en évidence deguewas génétiques sous
sélection a partir de jeux de données de margutit® par une approche de génomique des

populations.

Espéce Conditions Trait Nb total de | Nombre de marqueurs
(Référence) environnementales (N phénotypique| marqueurs | sous sélection
de populations (Nb de
échantillonnées) combinaisons
d’amorces)
Littorina saxatilis Localisation sur Deux 306 (5) 15 loci détectés par
Littorine des rochers | I'estran : en haut sur les morphotypes comparaison des
(Wilding et al, 2001) | falaises et les gros écotypes dans 3
rochers (3) ou en bas localités
dans les graviers (5)
Coregonus Habitat limnique (4) ou| Deux 440 (7) en moyenne 14 loci
clupeaformis benthique (4) morphotypes détectés par
Grand corégone comparaison 6 loci
(Campbell & détectés dans les 4
Bernatchez, 2004) paires
Rana temporaria Gradient d'altitude: inconnu 392 (10) 8 loci détectés dans au
Grenouille rousse faible (2), moyenne (2) moins 2 paires de
(Bonin et al, 2006) ou haute altitude (2) populations
indépendantes ou dans
une analyse globale
Diabrotica virgifera | Alternance des cultures Résistance a 353 (9) 1 seul locus détecté
virgifera de mais et soja (3) ou | I'alternance entre populations
Chrysoméle des culture de mais des cultures divergentes et pas entrg
racines du mais uniguement (3) populations de méme
(Miller et al, 2007b) type
Viola cazorlensis Non caractérisées (14)| Morphologie 369 (8) 9 loci détectés par les 2
Violette de Carzola | (Populations florale logiciels utilisés lors
(Herrera & Bazaga, | fragmentées avec d’'une analyse globale
2008) potentielle variation de
pollinisateur)
Fundulus heteroclitus| Sites littoraux pollués | Résistance 450 (5) 24 loci détectées dans| 1
Choquemort (3) ou sites de référenceaux population polluée par
(Williams & Oleksiak, | (6) hydrocarbures rapport a ses deux sites
2008) aromatiques de référence (4
communs a 2 sites
pollués sur 3)
Neochlamisus Feuilles d'érable (3) ou| Divergence 447 (8) 23 loci détectés dans au
bebbianae de saule (3) comportemen moins deux paires de
(Eganet al, 2008) tale populations d’habitats
différents, mais pas
entre méme habitats
Arabidopsis halleri Pollution par métaux | Tolérance au 820 (27) 13 loci sont détectés par
Arabette de Haller lourds (2) ou pas (2) | zinc les 2 logiciels utilisés,
(Meyeret al, 2009) dont 4 communs aux 2
populations polluées
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Encadré 17 Exemples d'études permettant d’estimer la taille de la région chromosomique subissant
I'auto-stop génétique (ile génomique de divergence)

- Le parasite responsable du paludisme (Plasmodium falciparum) présente une résistance aux
antipaludéens en Asie du sud-est.

La résistance est due au géne dhfr et la diversité
génétique a été étudiée pour des microsatellites
proches du gene dhfr.

Chaque point correspond au résultat obtenu pour un
locus microsatellite. Les courbes représentent les
résultats de modeles d’auto-stop génétique.

Un signal de balayage sélectif (réduction de la
diversité) est donc observé pour une région génomique >SBY8S
d!env'ron 100 kb (OU GCM) Marker distance (kb) from dhfr

Expected Heterozygosity

Issu de Nair et al. (2003)

- Le moustique africain Anopheles gambiae, vecteur du paludisme, présente deux formes M et S
sympatriques partiellement isolées

Chromosome 2L
La différenciation entre les deux morphes est testée et
trois régions génomiques, dont la zone télomérique du
bras gauche du chromosome 2 représentée ici. Pour
cette région, la partie a forte différenciation (en gris)
s’étend sur environ 2000 kb.
En revanche, pour les deux autres régions

P-value

chromosomiques, la zone différenciée fait seulement jes

quelques dizaines a centaines de kb.

Cependant, ces valeurs sont probablement sous- i — P » p
esti mées . Ghromosome Position (Mb)

Issu de Turner et al. (2005)

- Les littorines (Littorina saxatilis) de la céte nord-est de I'Angleterre présentent deux écotypes
avec une barriére reproductive probablement partielle

Des marqueurs AFLP ont été utilisés pour détecter
des loci singuliers, présentant une différenciation
Morphe H Morphe M génétique entre les deux morphes plus forte que
coquille fine, large aperture coquille épaisse, aperture étroite, I'attendu neutre (VOir Tableau 4)
en haut sur la rive, sur les falaises  en bas sur la rive sur des petits rochers Ces marqueurs ont ensuite été SéquenCéS. Deux

loci singuliers sur dix sont caractérisés par

I'insertion d’éléments transposables.

On retrouve une différenciation génétique forte

entre les deux morphes au niveau des séquences.

La comparaison des séquences avec une
T bibliothéque BAC (Bacterial Artificial Chromosome)

de séquences de 100-150kb suggere que les
différents marqueurs singuliers se trouvent dans
des régions indépendantes. De plus, la
différenciation est fortement localisée, avec moins
de quelques kb différenciés, suggérant des iles
génomiques de divergence tres réduites.

D’aprés Wilding et al. (2001) et Wood et al. (2008)
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2. Marqueurs anonymes utilisés

Les marqueurs AFLPAmplified Fragment Length polymorphisndont le principe est
détaillé dans l'annexé3, ont été utilisés (Voset al, 1995 ; Blearset al, 1998). Ces
marqueurs génétiques sont des marqueurs anonyrpgsyiaistribués aléatoirement dans le
génome, dominants et bialléliques (Bominal, 2007). Des essais préliminaires ont montré
que 'obtention de marqueurs AFLP est plus sasiafate (pics plus lisibles, répétabilité des
lectures) avec des échantillons récents et noussagionc choisi d’étudier des populations
échantillonnées aprés 2006 (Tabl&aat Fig.12).

Dix combinaisons d’amorces ont été utilisées. Las Btudiés ont été choisi sur des
criteres de polymorphisme et de lisibilité (voimareA4). Finalement, 249 marqueurs ont
été analysés. C’est un nombre de marqueurs modé&reuyne approche de génomique des
populations bien que nous ayons utilisé un nombreéquent de combinaisons d’amorces
(Tableau4). Ceci s’expliqgue par le fait que les profils sdottement similaires entre
individus (seulement 35 % des pics clairs étaiealyrporphes), traduisant le faible
polymorphisme des populations Be rattusa Madagascar, déja été mis en évidence sur les
séquences mitochondriales, probablement en conségaun goulot d’étranglement lors de
la colonisation de I'lle par le rat noir (voir climp 1). Le génome d&. norvegicusttant
constitué de 2.75 Gb (Gibles al, 2004), notre étude comporte environ un marquaus tes
11 Mb, en supposant que les marqueurs AFLP sointbdiés uniformément dans le génome.

3. ldentification des marqueurs sous sélection eropulations naturelles

Nous avons utilisé deux méthodes pour distingugidei potentiellement sous sélection
des loci neutres : celle implémentée daislist (Beaumont & Nichols, 19963t celle dans
DetSelD (Vitalis et al, 2001 ; 2003). Ces deux logiciels utilisent desdétes différents
(modele en iles poudFdist et modéle de divergence pdDetSelD voir Encadrél6) pour
inférer la distribution desdr sous I'hypothese de neutralité (a partir d’'ust Global pour
DFdist et de parametres de nuisance renseignés paishteilir dan®etSelD.

Ces méthodes ont été appliquées a quatre pairpspigations, comprenant chaque fois
une population de la zone de peste et une populaola zone sans peste : deux paires
situées dans l'est de l'lle et deux dans lI'ouestb(@au5). Etudier a la fois des paires de
populations de l'est et de I'ouest de Madagascat permettre de séparer les effets corrélés
de la présence/absence de la peste et de certitres pressions de sélection potentielles,
puisque les zones de basse altitude a I'est eiugedt sont caractérisées par des conditions
environnementales drastiquement différentes (JOBB2voir Encadrdl).

Les différenciations génétiques entre les deux ladpns d’'une méme paire sont faibles
(Fst < 3%), sauf pour la paire comportant la populafiK (Tableaus).
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Tableau 5 Quatre paires de populations Rattus rattusa Madagascar analysées avec des
marqueurs AFLP.

Chaque paire est composée d’'une population denka de peste et d’'une population de la zone sams. pes

Nom Population de la Population de la  Localisation Fstmoyen
zone de peste | zone sans peste dans le pays (249 loci)

El AIT TSO est 0.0281***

W1 ANT ANK ouest 0.0664***
E2 MOR BRI est 0.0147
w2 INA MIA ouest 0.0238**

*** n<0.0001 ; **p<0.01;"°p>0.05.

Nous avons considéré comme candidats a la sélespénifique de la zone : (1) les
marqueurs détectés dans au moins deux paires ddapops (au seuil de 0.95, voir aussi
Bonin et al, 2006), et (2) ceux dont [&valuecombinée sur les quatre paires de populations
(par la méthode de Fisher, 1948) est inférieuredda Qvoir aussi Meyeet al, 2009), et cela
pour chacun des deux logiciels utilisés. Nous avansi mis en évidence 22 loci candidats
(voir Tableawp).

L’association des loci avec des variables envirorergales est vue comme un moyen de
confirmer la ou les conditions étudiées comme pisgiression de sélection (Bonén al,
2007 ; Holdereggeet al, 2008). Nous avons testé I'association entre ésgmce/absence du
pic AFLP et la zone d'origine (peste ou sans pegtani les 22 loci candidats : 14 sont
associés au facteur zone (test exact de Fishérled@s). Cependant, un marqueur AFLP lié
a un locus sous sélection par la peste peut nétpaassocié au facteur zone, par exemple si
plusieurs alleles de résistance au gene fonctioexistent (convergence au niveau du méme
locus) et varient suivant les populations.

La structure génétique obtenue sur les populatéindiées pour les marqueurs neutres
(227 loci) est influencée par la géographie (avegmadient est-ouest, Fig9). Au contraire,
la structure génétique pour les marqueurs souste#g22 loci) distingue les populations de
la zone de peste des populations de la zone sates(5¢g.29).

Les marqueurs détectés par ces méthodes sont atndidne sélection différentielle entre
zone de peste et zone sans peste. Mais la pedsie pde la seule pression de sélection
potentielle qui peut différencier ces deux zones sg définissent aussi en terme d’altitude (la
zone de peste correspond a la zone d’altitude swpéra 800 m).
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Figure 29 Structure génétique comparée des loci neutresselodi candidats a la sélection.

A gauche, arbres en Neighbour-joining (les popoietisoulignées sont celles de la zone de peséejiroite,
résultat de 'AMOVA en groupant les populations gane (zone de peste ou zone sans peste) ou par la
longitude (populations de I'est ou de I'ouest).

Facteur zone / facteur longitude

(a) 227 loci neutres

p =0.194 / p = 0.000
MIA
AIT MOR

BRI
ANK

TSO

(b) 22 loci candidats a une sélection zone spécifique

ANK MOR AIT p=0.000/p =0.541

INA

(c) 14 loci candidats a une zone spécifigue et associés au facteur zone

p =0.000/p=0.624
ANK MOR ANT

MIA
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Différents facteurs écologiques peuvent aussi dte pressions de sélection potentielles,
mais certains different entre populations de l'estpopulations de I'ouest (notamment la
pluviométrie, avec la région de I'est beaucoup plusiide que I'ouest, Encadid). Les loci
détectés dans des paires de populations des détés de I'lle de Madagascar (10 loci sur
les 22, Tablea®) sont donc de meilleurs candidats a une sélep@ora peste car le nombre
de facteurs écologiques confondants est plus fajbke si 'on considere un seul ‘cété’.
Cependant, l'altitude, et par conséquent la tentpggasont confondus avec la présence /
absence de la peste. Les marqueurs identifiés peudenc étre considérés comme
probablement soumis a une forme de sélection spéeifie la zone. Seule I'expérimentation
peut alors permettre de dissocier les facteursoomiants.

4. Associations avec le résultat des inoculationggerimentales

Les associations entre la présence / absence det pissue d’infections expérimentales
(test exact de Fisher) ont été recherchées pourlesuloci et dans deux jeux de données
préalablement utilisés dans I'étude du gene Caot (1). Pour le jeu de données ‘dose forte’
(appelé E2 dans Il), trois loci ont desalues inférieures a 0.05, dont deux détectés ammm
candidat a la sélection dans I'approche de génamitps populations (voE3) : B408 ¢ =
0.010) et D466 = 0.013) ; et un locus non détecté comme singuBd67 @ = 0.002). Pour
le jeu de données ‘dose faible’ (appelé E3 dans’#kt le cas de six loci dont aucun n'a été
détecté comme singulier en génomique des popufatidf20 | = 0.019), U434 = 0.021),
W162 p = 0.025), Y163 = 0.042), U305 ¢ = 0.044) et N221p( = 0.048). Deux loci
présentent un@-value combinée sur les deux jeux de données (métde Fisher, 1948)
significative : B167 |§ = 0.007) et B172 = 0.045). Aucun de ces loci ne reste significatif
apres correction pour les tests multiples par lthote séquentielle de Bonferroni.

Deux marqueurs, B408 et D466, sont identifiés cornamaidats a la sélection par la peste
en utilisant deux méthodes indépendantes (génomuge populations et étude des
associations phénotypiques) et sont donc des casdirticulierement intéressants pour la
résistance a la peste. Cependant, les vingt margudtectés comme singuliers par la
génomique des populations, mais non associés altatesle l'infection expérimentale,
peuvent aussi étre soumis a une pression de s@leetiercée par la peste. Dans ce cas,
I'absence d’association avec l'issue de I'infectexpérimentale pourrait étre due : (1) a un
trop faible nombre d’individus testés expérimentaat pour détecter une influence modeste
d’'un locus, (2) au choix des doses de bactéridiséds lors des infections expérimentales,
potentiellement peu discriminantes, (3) a I'absedeepolymorphisme génétique pour la
résistance a la peste au sein des populations algs plateaux centraux (dans ce cas, le
résultat de I'infection expérimentale ne seraitqdla des facteurs non génétiques, voir 1), et
enfin (4) a une différence dans le déterminismeétigne de la résistance entre les deux zones
et au sein de la zone de péste

14 Prenons par exemple, le cas trés simple d’'un géésentant des alléles A et B dans la zone de péste
l'alléle C fixé dans la zone sans peste, A étas@é a une résistance accrue, B & une résistanyenme et C &
une sensibilité. Un mécanisme similaire mais fdigaervenir plusieurs loci peut aussi étre imaginé
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Tableau 6 Résultats obtenus pour les 22 marqueurs détectidsne sous sélection par
I'approche de génomique des populations au nivemutelsts de détection de sélection, de
'association avec la zone, ainsi qu'avec le ph@met déterminé par les infections
expérimentales.

R : sélection détectée dans au moins deux pairespiglations (répétition)C : p-value combinée sur les quatre
paires de populations inférieures a 0.01.

Détection de Association
sélection dans|  Association | avec l'issue

Locus DetSelD DFdist une paire de | avec le facteur| des infections

I'est et une ‘zone’ expérimentales
paire de I'ouest

Al21 R;C R;C X

A284 R;C C X

A449 R;C

B161 R;C X

B163 C C

B388 C

B408 C X X

C411 R;C X X

C483 R;C C

D077 R X

D180 C C

D450 C X

D455 R

D466 R;C R;C X

J275 R;C X X

J393 R;C

Q199 R;C C

U296 R X

U387 C

U493 R X

WO099 R

Y222 R;C R;C X X
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5. Distribution dans le génome des loci candidatsla sélection

Dans le cas d’'un regroupement génomique des lodidats a la sélection, on s’attendrait
a un déseéquilibre de liaison plus fort entre lesl&2 singuliers que entre 22 loci choisis
aléatoirement parmi les neutres (voir par exemusilt al, 2008). On observe au contraire
un déséquilibre de liaison plus fort entre les Ioeutres que entre les loci candidats a la
sélection (testd appariés sur les huit populationp :< 0.0001 ; Fig.30), ce qui semble
difficilement interprétable. Il semble au moins iclgu’'un regroupement des loci sous
sélection semble peu probable a la vue du résidtattte analyse.

Figure 30 Comparaison des déséquilibres de liaison entrieckredidats a la sélection (en
gris, 22 loci) et loci neutres (en blanc, deux jelexdonnées de 22 loci choisis aléatoirement
parmi les 227 loci neutres)

Dans chaque population, la distribution des coieffits de corrélation au carré pour chaque paircdegR?,
calculé a partir de Hill, 1974, selon Dasmahapettia. 2002) est représentée.
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6. Séquencage et caractérisation des marqueurs aryones potentiellement

intéressants

Seize des 22 marqueurs AFLP candidats a la séteotib été isolés par migration des
fragments sur gel d’acrylamide, excision puis ségage du fragment d’intérét. Le protocole
est détaillé dans I'annex&5. On considére la séquence validée si des séquemgaires
ont été obtenues chez au moins deux individus,uteest a ce jour le cas pour dix loci
(Tableau7). L’objectif & terme est d'isoler et de séqueresr22 marqueurs candidats (travalil
en cours de réalisation).
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Parmi les marqueurs séquenceés, deux loci (B161 1&3)Bprésentent des séquences
homologues a 98.8%. Ce sont deux alléles d’'un mémes, différant par une insertion de
deux paires de bases. Ce résultat est en accardesvanalyses de déséquilibre de liaison, qui
ont montré une liaison forte entre ces deux lod @R < 0.98 dans les quatre populations
de la zone de peste ; non calculé dans la zonepsates car la présence de B161 est fixée).

Neuf séquences ont donc été comparées au génorRe miervegicugbase de données
génomique Ensembl : http://www.ensembl.org/indewlht: trois ont une localisation
multiple tandis que six sont localisés sans ami@g{Tliableaw et Fig.31).

Les séquences obtenues ont été analysées grace eaueurs RepeatMasker
(http://www.repeatmasker.org/), permettant d’idiéetides motifs répétés correspondant a
des éléments transposables. Les trois loci ayaniagalisation multiple se révelent étre des
rétrotransposons de la famille LINE1 (Tabledu Deux loci ayant une localisation unique
présentent aussi des motifs répétées (famille LINEMIRS), mais pour moins de la moitié
de leur séquence seulement (Tabl@auDes études similaires de séquencage de loci AFLP
potentiellement sous sélection ont aussi mis edeénie des éléments transposables : par
exemple, sur des littorines (Woaa al, 2008, Encadrd?), des pyrales (R. Streiff, com.
pers.) ou des moustiques (M. Paris, com. persg.dl&ments transposables constituent une
part importante des génomes : en particulier, 40uWgénome d®. norvegicug22 % sont
des éléments transposables de type LINE-1, Gibbs, 2004).

Deux hypothéses peuvent étre envisagées pour agpliimportance des éléments
transposables parmi les loci candidats a la sélect{l) I'activité de rétrotransposons actifs
présentant des différenciations génétiques fortds,donc identifies comme des loci
‘singuliers’, a cause de leur mode d’évolution jgatter et non en conséquence d’'un effet de
la sélection. En effet, les méthodes appliquéegidilels DFdist et DetSe) permettent de
mettre en évidence les loci qui difféerent du relkiegénome, ce qui peut étre la conséquence
de l'effet de la sélection ou bien de modalitésdeutaux de mutation particulier) (la
sélection agissant sur des éléments transposablesoreséquence de leur importance
fonctionnelle dans le génome. Les éléments traagpes jouent en effet un réle fondamental
dans la régulation de I'expression géenétique (panple Faulkneet al, 2009) et peuvent
avoir un role adaptatif (par exemple une insertientransposon confére une résistance aux
insecticides chebrosophila Aminetzachet al, 2005). Les rétrotransposons de la famille de
LINE-1, en particulier, influencent la régulatione d'expression génétique chez les
mammiféres (Haet al, 2008).

La localisation des loci séquencés dans le génanie diorvegicusest représentée sur la
Fig. 31 1l semble prématuré pour I'instant de suggérer localisation des loci candidats a la
sélection plutdt agrégée, ou dispersée dans lenggn@®n remarque cependant que deux
paires de loci se trouvent sur le méme chromosame,des paires concernant deux loci
(C411 et C483) distants seulement de 660kBes deux loci sont de plus sur le méme

> pourtant, ces deux loci présentent un déséquilitereliaison (B) modéré : la moyenne sur les huit
populations est de 0.082, mais il est supérieuR @lins deux populations (voir Fig. 30 pour I'ordeegrandeur
des R).
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chromosome que le géne candidat Ifng (voir Intréidag, mais a une distance relativement
importante (14-15Mb). Ainsi, bien qu’un regroupemgehysique de tous les loci supposés
sous sélection semble exclu (voir F&1L et 85), certains loci peuvent étre proches dans le
génome et ainsi appartenir a la méme région génanpqgtentiellement sous sélection.

Nous avons considéré comme genes voisins des #oidats a la sélection ceux se
trouvant a moins de 300kb du locus AFLP (TabléalCet intervalle peut étre plus large que
celui affecté par la sélection indirecte (voir Esh@a17), mais a été choisi pour ces
observations préliminaires pour limiter le risque e pas détecter des genes importants.
Parmi ces génes voisins, le gene I117rd, codan€aepteur de l'interleukine 17, est proche
(133 kb) du locus A449 et le géene Chstl, impliqusdla réaction inflammatoire, est
relativement proche (261 kb) des loci B161 et B163.

Figure 31 Carte génétique indiquant la position des locdadats a la sélection identifiés par
I'approche génomique (en rouge), et des princiggnes candidats (en bleu).

Les loci localisés sans ambiguité sont représemtdsait plein, tandis que les loci a localisationltiple, mais
avec une localisation plus probable, sont en pléistiLa carte des chromosomes est celldRd@orvegicus
(2n=42). Le génome dr. rattus(2n=38) différe par la fusion de deux chromosomdguées en gris (Cavagna
et al, 2002).
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Tableau 7 Résultats obtenus pour les dix marqueurs AFLPidatgla la sélection séquencés
pour au moins deux individus : analyse des séqueeariEtées et localisation dans le génome
complet deRattus norvegicus

Le nombre de paires de bases similaires et le potage d’identité sont indiqués pour chaque companai

Geénes connus a une distance inférieure a 300kb:

Locus | Séquencesg Localisation Nombre de génes a fonction inconnue
répétées (R. norvegicup Liste des genes a fonction connue
A284 Non Chd1; 8.6 Mb 2
(196 pb, 98 %) -
A449 LINE1 Localisation multiple 2
(409 pb, mais meilleur Asb14 (ankyrin repeat and SOCS box containing prdté)
98%) alignement : Pdel2 (2’,5'-phosphodiesterase 12, fonction aratigiret
Chrl6; 2.1Mb antitumorale induite par les interferons)
(417 pb, 98 %) Arf4 (ADP-ribosylation factor 4, trafic des protém et
catalyse de la toxine du choléra)
NP_001102576 (HESX homeobox 1, régulation |[du
développement)
[117rd (interleukin 17 receptor D)
B161 Non ChB; 77.3 Mb 2
(130 pb, 96 %) Sytl3 (synaptotagmine, transport vésicules vers| la
membrane plasmique)
B163 (133 pb, 94 %) Chstl (Carbohydrate sulfotransferase 1, impliquésda
réaction inflammatoire)
B388 LINE1 Localisation multiple -
(344 pb, mais meilleur Erbb4 (receptor tyrosine-protein kinase arbB-4, dormt
97%) alignement : exprimée dans le systéme nerveux en développement)
Ch9; 67.1Mb
(300 pb, 95 %)
B408 Non ChB; 116.7 Mb 4
(374 pb, 98 %) Ttl (enzyme de tyrosination de la tubuline)
Rpa2 (ou Plorlb ou Ppol-2, une sous-unité de I'ARN
polymérase)
Slc20al (symport sodium-phosphate)
Ckap2l (protéine associée au cytosquelette)
ll1a (interleukin lo)
lI1b (interleukin 18)
Tmem87b (Transmembrane protein 87B precursor)
FbIn7 (fubuline, fixation d’ions calcium)
C411 MIRs Chr7; 71.8 Mb 4
(53 pb, (381 pb, 98 %) Ankrd46 (ankyrin repeat small protein)
14 %) Spagl (sperm-associated antigen 1)
Fbxo43 (endogenous meiotic inhibitor 2)
Pabpcl (polyA binding protein 1, impliqué dans tabgité
des ARNm)
C483 Non Chi7; 72.4 Mb -
(448 pb, 96 %) Ywhaz (ou Msfsl, protein kinase C inhibitor protein
protéine régulatrice trés exprimée dans le cerveau)
D180 LINE1 Localisation multiple,
(116 pb, pas de meilleur
81 %) alignement
U387 LINE2 Chrl3; 49.9 Mb -
(143 pb, (353 pb, 96 %) Nr5a2 (nuclear receptor subfamily 5 group A memBef
40.4 %) protéine régulatrice présente dans le foie et fegas)

NP_001012030.1 (zinc finger protein 281)
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Dans I'état actuel des recherches, les genes caaditkntifiés les plus intéressants sont
les génes en tandem de linterleukine 1 (tL-4t IL-18), qui sont relativement proches
(environ 190 kb) du locus B408 (Tabledy un marqueur identifié dans les deux approches
de génomique des populations et d’association gpadt phénotype (Tabled). Ces genes
codent deux cytokines qui se fixent a deux réceptdu-1RI et IL-1RII), sont sécrétées par
les macrophages et les cellules épithéliales, tetvilennent dans la réponse inflammatoire
(Janewayet al, 2003). Ces cytokines présentent une homologietstrale avec I'antigéne F1
deY. pestigZavyalovet al, 1995). Cet antigéne est capable de se fixeresurdcepteurs des
IL-1 (Abramov et al, 2001 ; Abramovet al, 2002). Il a un réle important dans la
transmission de la bactérie au rongeur par la ptucans l'inhibition de la phagocytose (Du
et al, 2002 ; Sebbanet al, 2009) et on pourrait ainsi imaginer qu’une irgakine mutante
modifie I'interaction entre la protéine F1 et Iésepteurs des IL-1, ce qui empécherait F1 de
jouer son r6le et augmenterait la résistance did:hMais cela ne reste a ce stade qu’une
hypothése.

7. Discussion des résultats et perspectives

Cette partie a conduit a la mise en évidence dechradidats a la sélection, dont certains
sont identifiés par deux approches complémentaieegénomique des populations et une
étude d’association génotype / phénotype (Vasera@irimmer, 2005 ; Stinchcombe &
Hoekstra, 2008). Le fait que notre modele biologigoit soumis a une pression de sélection
forte est probablement une des raisons pouvantigeigpl la mise en évidence de loci
intéressants, malgré la faible couverture génomagueette étude (un marqueur polymorphe
tous les 11 Mb), conséquence de la diversité ggutimitée de I'espece étudiée.

A l'issue des analyses AFLP, les marqueurs idéstiBont des candidats a la sélection
exercée par la peste. Cette pression de sélectiitnétre confirmée par l'analyse de
polymorphismes fonctionnels. Dans ce but, les meutgIAFLP peuvent étre localisées grace
a la proximité phylogénétique d’'une espéce modelenorvegicusLes génes se trouvant
proches des loci singuliers et connus pour étrdigugs dans la défense des hotes contre les
pathogenes deviendront des geénes candidats trésepés. Ce travail est en cours de
réalisation. Les génes ciblés pourront dans un idmex temps étre séquencés et leurs
séquences seront soumises a des tests de séleaiiorintroduction 11-3), ainsi qu'a des
études d’associations génotype / phénotype (conéaiésées pour le gene Ccr5 et pour les
marqueurs AFLP). Enfin, la méme approche pourra émvisagée sur 22 loci choisis
aléatoirement parmi les loci neutres de facon apewer les patrons observés sur les loci
singuliers avec une ‘référence’ observée sur les neutres : au niveau du regroupement
génomique des loci, et éventuellement au niveala ggoximité de ces loci avec des genes
impliqués dans les défenses immunitaires.
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V- Détection de sélection sur un complexe multigégue candidat
Cette partie a fait I'objet du stage de master 1Sddena Ivanova entre janvier et juin 2009.
1. Contexte, objectifs et justification

Le Complexe Majeur d’Histocompatibilité (CMH) coerit des génes de classe 1 (codant
des récepteurs membranaires présents chez tostellales capables de reconnaitre les
antigénes des pathogenes intracellulaires), dessgde classe 2 (codant des récepteurs
membranaires des cellules présentatrices d’antiganexposent les peptides des pathogénes
extracellulaires aprés phagocytose) et des géenekasge 3 (contenant notamment des genes
codant des cytokines impliquées dans la réponskninfatoire et des protéines du
complément) (Janewagt al, 2003). Le CMH présente un polymorphisme exceptbn
(Hughes & Yeager, 1998), c’est pourquoi il est aslié en écologie et en évolution depuis
une vingtaine d’années (Bernatchez & Landry, 20@ommer, 2005). Cette diversité
génétique élevée des genes du CMH peut s’explinaerune sélection naturelle de type
balancée, c'est-a-dire qui favorise la diversiteégigue (voir Introduction 1l-1), exercée par
les pathogénes (Prugnolét al, 2005b ; Piertney & Oliver, 2006). Les mécanisraess-
jacents a la sélection balancée invoqués pour léi@bht la superdominance (ou avantage
des hétérozygotes, Doherty & Zingernagel, 1975)sdkection fréquence dépendance (ou
avantage du rare, Takahata & Nei, 1990) ou enceeewadriations spatio-temporelles des
pressions de sélection (Hedrick, 2002). Cependiam,est pas exclu qu'une sélection
directionnelle (fixation d’alleles avantageux, vdirtroduction 1l-1) s’exerce sur certains
géenes du CMH, au moins dans certaines conditioasosggmporelles. La sélection naturelle
s’exercant sur le CMH a été mise en évidence paétaction d’associations entre contenu
génétique pour ceratins de ses genes et chargsitpaiea ou d’'une structure génétique
différente de celle des marqueurs neutres (revae Garrigan & Hedrick, 2003 et Piertney &
Oliver, 2006).

La peste est une pression de sélection possibléesGMH des rongeurs sauvages. En
effet, des études de laboratoire ont montré le a@éleertains genes du CMH dans la réponse
immunitaire (Nakajima & Brubaker, 1993 ; Paretal, 2006 pour le gene Tnf) ou dans la
résistance a la peste (Turradral, 2008, voir Encadrd4). Le Tnf est un gene du CMH de
classe 3 codant une cytokine impliquée dans leedébkement de la réaction inflammatoire
(Janewayet al, 2003). Certains de ses alleles ont été assoaés wariations de sensibilité a
plusieurs maladies infectieuses humaines (Hill,6)9®’autre part, en tant que pathogéne
extracellulaire ou endocyté par les macrophagssaméigenes d¥. pestissont reconnus par
le CMH de classe 2 (voir par exemple Mussotrl, 2006). Enfin, Starnbach & Bevan (1994)
ont montré que le CMH de classe 1 est aussi capiableconnaitre des antigenesv@esinia
Ainsi, des génes de chaque classe du CMH conti¢puogentiellement des genes candidats
intéressants pour étudier la sélection exercédapaeste sur les populations d’hétes, comme
le rat noir de Madagascar.
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Les génes du CMH peuvent étre étudiés directemantipnage et séquencage (voir par
exemple Bryjaet al, 2006), ou bien indirectement en s’intéressantea tharqueurs
microsatellites voisins des genes et dont le potpmeme est plus facile a étudier (voir par
exemple Charbonnel & Pemberton, 2005). Envisagprdeiere approche demande de cibler
un ou deux genes a étudier parmi les multiplesggoe contient le CMH (environ 220 genes
chez R. norvegicuspar exemple, Huret al, 2004). Les connaissances actuelles sur les
mécanismes immunitaires en réponse a la peste tappgreu d’arguments permettant de
cibler un ou quelques génes candidats en particidie plus, bien que le CMH présente un
taux de recombinaison réduit (Stenatlal, 2004), il correspond a presque 4Mb clirez
norvegicugHurt et al, 2004). Les résultats obtenus pour un ou deuxnegeuvent donc pas
étre extrapolés pour en déduire I'évolution de demble du complexe. Nous avons donc
choisi la seconde approche qui permet I'étude s$anék de plusieurs loci, facilement et a
moindre colt. Elle présente en outre I'avantag@elenettre la comparaison de marqueurs
neutres (hors CMH) et potentiellement sous séledtians le CMH) de méme nature et ayant
un modeéle de mutation similaire. Cette approchaéavalidée par la corrélation observée
entre les alléles pour les microsatellites liéfestalléles des genes voisins (Doxiaglisal,
2007). Elle a de plus permis de détecter des inditme sélection, sur des génes du CMH
(Charbonnel & Pemberton, 2005 ; Hang¢rml, 2007 ; Santucaet al, 2007 ; De Grooét al,
2008 ; mais voir Boycet al, 1997 ; Worleyet al, 2006) ou bien sur d’autres genes d’intérét
(Kohn et al, 2003 ; Oetjen & Reusch, 2007 ; Jengtmal, 2008). Des associations entre
génétique et charge parasitaire ont aussi été riagsopour des microsatellites liés a certains
genes candidats (Luikaet al, 2008).

La structure génétique au niveau de marqueurs satebites liés au CMH a donc éte
étudiéedans des populations de rat noir malgache, et camapavec celle de marqueurs
microsatellites neutres. L’objectif est de détetdesélection naturelle potentiellement exercée
sur ces genes immunitaires et d'évaluer si lesoépizs de peste peuvent étre invoquées
comme une pression de sélection sur le CMH. Noagoms pas étudié les associations entre
génotype et phénotype pour ces marqueurs car, &gueurs microsatellites présentant
généralement un grand nombre d'alleles et nos pendonnées comportant un nombre
modéré d’individus de phénotype connu, on s’at@ndth manque de puissance d'un tel test
(ce qui n'était pas le cas des marqueurs bialléBgles deux parties précédentes).

2. Méthodologie

- Mise au point des margueurs microsatellitesdi¢€MH

Neuf marqueurs initialement développés chz norvegicus(Rat Genome Database,
http://ratmap.gen.gu.se/) ont été testés mais seulsnt été correctement amplifiés. Ces six
marqueurs microsatellites obtenus sont localisés dédférentes zones du CMH (F8pR). lls
ont été génotypés pour I'ensemble du jeu de donr@ssendant, trois d’entre eux se sont
révélés dupliqués au moins une fois (F8g), ce qui est peu surprenant sachant que la
présence de genes dupliqués en tandem est uneécatape du CMH (Huret al, 2004).
Les profils de ces loci étaient rendus difficilefra par le grand nombre d’alléles. De plus,
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comme il n’a pas été possible d’attribuer les défés alléles a chacune des copies des locus,
ces marqueurs ne peuvent pas étre analysés parétbodes classiques de génétique des
populations, faites pour les loci diploides. D'auypart, un locus (D20Rhw1) s’est finalement
révélé situé hors de la zone du CMH (F3§) et n'a donc pas été analysé. Les analyses
réalisées pour le moment n’ont donc pris en compedeux loci liés au CMH.

Figure 32 Caractéristiques et localisation des microsagsllitts au CMH étudiés.

(a) Localisation des loci sur le bras court du olwseome 20 cheRattus norvegicus

CMH de
classe 2
Récepteurs de B/D
I'olfaction CMH de E—
— CMH de classe 1 classe 3 CMH de
]
CIEIM classe 1 A Vers le
| R
centromére .
I T T T T T >
A Y ASA AT AC "

D20Rhw1* D20Rat21 RT1IN1 D20Img2 Tnf D20Rat41

Les marqueurs indiqués en rouge ont été analysés tandis que ceux en noir ont été génotypés mais
n’'ont pas été analysés pour le moment.

(b) Caractéristiques des loci considérés

Marqueur Gene Type de géne Source Nombre
voisin de copies
D20Rat21 RT1-M6 CMH de classe 1 Amorces dessinées sur le | Aumoins
génome de R. norvegicus 2
RT1IN1 RT1-N1 CMH de classe 1 Amorces dessinées a partir de | Au moins
séquences de R. rattus ** 2
D20Img2 Ddr1 non CMH, situé dans la | loannidu et al., 2001 Une seule
région du CMH de classe 1
TNF Tnf CMH de classe 3 Amorces dessinées a partir de | Une seule
séquences de R. rattus **
D20Rhw1* Clic2 Non CMH situé hors du | Rat Genome Database Une seule
CMH (http://rgd.mcw.edu/)
D20Rat41 RT1-Bb CMH de classe 2 Amorces dessinées a partir de | Au moins
séquences de R. rattus ** 3

* Le marqueur Rhwl a été choisi car il était indiqué dans Gunther & Walter (2001) et sur le site Rat
Genome Database (RGD) comme associé a un gene du CMH de classe 2 (RT1-B). Cependant, la
recherche des amorces dans le génome de R. norvegicus a révélé que ce marqueur est en fait
localisé a I'extérieur du CMH, prés du géne Clic2. Nous avons donc informé les gestionnaires du site
RGD de cette contradiction et la localisation de ce marqueur a été actualisée.

** A partir du génome de R. norvegicus, des amorces permettant d’amplifier une région d’environ
1000pb contenant le microsatellite choisi ont été dessinées. Elles ont été utilisées sur quelques R.
rattus et les fragments obtenus ont été séquencés. Nous avons alors dessiné de nouvelles amorces
sur les séquences obtenues, permettant d’amplifier une région plus petite et qui ont été utilisées pour
le génotypage. Finalement, les résultats obtenus avec ces amorces ne sont pas vraiment meilleurs
que ceux obtenus avec les amorces de R. norvegicus.
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- Stratégie d’échantillonnage et attendus

Une approche a deux échelles spatiales a été ggeisa I'échelle de Madagascar, nous
avons choisi quatre paires de populations, élogg@egraphiquement les unes des autres et
donc représentant des contextes écologiques biiiéretits® (Fig. 33). Chaque paire
comprend une population du foyer de peste et urle dene sans peste, distantes de 100-140
kms environ et présentant des valeurs de difféatinai génétiqgueHst) pour les marqueurs
neutres comprises entre 3.5 et 5.9 %. Ainsi, nansparons des populations soumises a des
pressions de sélection différentes (épidémies diepeu pas), et l'attendu est que les
marqueurs sous sélection aient une difféerenciajEemétique entre les deux zones plus forte
que les marqueurs supposés neutres (voirHeg attendus pour des milieux écologiquement
différents).

A I'échelle locale, nous avons considéré un échantiage au sein du foyer de peste des
hauts plateaux centraux (déja considéré dans Eétiid gene Ccr5). Cet échantillonnage,
réalisé dans la région de Betafo, comprend 12 ptipuk réparties sur une surface d’environ
150 knf (Fig. 33). Ces douze populations correspondent & sepyge#lavec pour certains
villages une distinction entre la population dds mégés dans les maisons et celle des rats de
I'extérieur (Fig.33). Dans cette zone, la peste circule activememjucae traduit par des cas
humains, des séroprévalences murines d’environ &0%es puces porteuses e pestis
(Rahelinirina, 2009). La pression de sélection eermar la peste sur les populations de rats
est donc probablement forte. Pour simplifier, oppmise qu’elle est homogéene sur 'ensemble
de la zone de Betafo et on s’attend donc a unérdiitiation génétique plus faible pour des
marqgueurs sous seélection que pour des marqueutesduoir Fig.2 les attendus pour les
milieux écologiquement similaires).

Enfin, au niveau intra-populationnel, la sélectiafiectant la diversité génétique, on
s’attend a une diversité des marqueurs sous s#atifférente de celle des marqueurs neutres
en zone de peste mais pas en zone sans pest&ifudly. Ainsi, dans le cas d’'une sélection
directionnelle (resp. balancée), une diversité tigne plus faible (resp. plus forte) que celles
aux marqueurs neutres est attendue pour un marcg@us Sélection dans toutes les
populations de la zone de peste (échelle locgi@mtlations des hauts plateaux considérée a
I'échelle de Madagascar), tandis qu’'un niveau derdité similaire a celui des neutres est
attendu dans la zone sans peste.

Le protocole utilisé pour le génotypage des six ést détaillé dans I'anneX%6. Le jeu de
données obtenu pour les deux marqueurs liés au 6@dHIupliqués est comparé avec celui
disponible pour 13 loci microsatellites supposéstnes (voir chapitre 1, quatre loci ont été
retirés du jeu de données car ils présentaieraltidss nuls’).

16 Ces quatre populations ne sont pas les mémesetjae choisies pour les analyses par des marqédéiB.
En effet, les marqueurs AFLP nécessitent de I’ADNrds bonne qualité (voir 111-2), restreignant jessibilités
de choix des populations a étudier (voir Fig. B)ur les microsatellites au contraire, ces échansilont pu
étre analysés, nous permettant de choisir desspdgr@opulations plus élognées géographiquement.

" Les alléles nuls entrainent une surestimation éésuxs de différenciation génétique (Chapuis & Hsto
2007) et une sous estimation de la diversité ggmét{Chapuis, 2006). Des marqueurs présentantamd gtes
alléles nuls ne sont donc pas appropriés pourmtgses de comparaison de ces parameétres entre loci
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Figure 33Localisation des populations étudiées avec lesasitellites liés au CMH.

(a) Huit populations (quatre paires) échantillorm&e (b) Douze populations échantillonnées a une échelle
I'échelle de I'lle de Madagascar. locale, prés de Betafo, au sein du foyer de peste.
Chaque paire de populations a un symbole diffétent. Les populations sont nommées suivant le villages(tro
foyer de peste principal est entouré en pointil®zone premiéres lettres) et le milieu échantillonné (e

de Betafo est encadrée en gris. lettre: M = maisons, E = bas fonds.
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3. Analyses réalisées et résultats obtenus

La diversité génétique intra-populationnelle (mésupar I'hétérozygotie attendueg)H
varie selon les loci, qu'ils soient neutre ou dd@sCMH : a I'échelle de Madagascar
(ANOVA, F115=19.39,p < 0.0001) et a I'échelle de Betafo (KruskaI-Wajﬁgg,) = 38.65,p
= 0.0001). Le locus Tnf est parmi les marqueurspless diversifiés tandis que le locus
D20Img2 est parmi les marqueurs les moins divésifFig.34). Cependant, des marqueurs
neutres entrent aussi dans ces catégories et daesuteux loci liés au CMH ne se distingue
vraiment des marqueurs neutres en terme de d&émsiapopulationnelle.

Les diversités génétiques entre la zone de pedte zine sans peste ont été comparées
grace au calcul du ratio des diversités géniquasRH=In [[(1/(1-|—tpop]))2-1]/ [(a/(1-
HEpopg))z-l]]), dont la distribution sur les loci neutrestaune loi normale dans chaque paire
de population (Schiotterer, 2002 ; Kawtral, 2003). Ce test a été appliqué aux quatre paires
de populations a Madagascar, mais aucun des éscali CMH étudiés ne se distingue de la
distribution attendue pour les loci neutres.

Figure 34 Diversité génétique (mesurée par I'hétérozygotiendue H) dans chacune des
populations étudiées.

Pour chaque population sont indiquées: la moyennéoss les loci neutres (croix noires) avec saerialle de
confiance a 99%, les valeurs extrémes (qui soderltintervalle de confiance) des loci neutresefsrnoirs) et

les valeurs des loci liés au CMEN couleur, voir [égende).
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Dans le cas d'une pression de sélection hétérogames'attend a une différenciation
génétique plus forte pour les marqueurs sous s@hegtie pour des marqueurs neutres, tandis
gue linverse est attendu dans le cas d’'une pnesiosélection homogéne. Aucun marqueur
lié au CMH ne présente de différenciation génétigmermalement forte ou faible au sein de
la zone de peste (Fig5).

En revanche, dans les comparaisons entre zone gle pe zone sans peste, le locus
D20Img2 présente un signal de sélection entre dgsilptions AIT et TSO selon le logiciel
Fdist2 et dans toutes les paires de populations seloagiei¢l DetSel(Fig. 36). Plusieurs
études (par exemple, Oetjen & Reusch, 2007) ordi aagporté un nombre de loci singuliers
plus importants avec le logici€letSelque Fdist2 Le locus Tnf n’est jamais détecté quelle
que soit I'approche utilisée (Fig6).

Figure 35 Détection de sélection a I'échelle de Betafo eitisaht le logiciel Fdist2:
comparaison de la différenciation génétique poarale locus a I'attendu neutre simulé.

La différenciation génétique P est représentée en fonction de I'hétéozygotendtie (H)._Des simulations
ont permis d'obtenir les valeurs médianes ainsi kereveloppe contenant 95 % des valeurs simulées. Le
valeurs obtenues pour chaque locus sont représepégedes cercles: noirs pour les marqueurs neetrgss

pour les marqueurs liés au CMH.
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Figure 36 Détection de sélection sur les microsatellitessdaa quatre paires de populations
comportant chacune une population du foyer de pstae de la zone sans peste.

Dans les deux cas, les valeurs obtenues pour legumas supposés neutres sont indiquées en ndistqne
celles des microsatellites liés au CMH sont en ¢iés courbes contiennent 95 % des simulationsséisi sous

I'hypothése de neutralité.

(a) Résultats obtenus avec le logiétdist2.
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(b) Résultats obtenus avec le logidistSel.
Chaque axe (- F;) correspond a la différenciation
d’une population par rapport a I'autre, entre €5
+0.5 pour chaque paire de populations.
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4. Discussion

Cette étude a révélé des signaux de sélectiorilsudés deux marqueurs microsatellites
candidats analysés : le locus D20Img2, situé darr®he du CMH de classe 1, présente une
différenciation génétique entre zone de peste ¢ Bans peste plus forte que I'attendu sous
I'hypothese de neutralité. Une sélection spécifigeela zone (foyer de peste ou zone sans
peste) semble donc s’exercer sur un gene proche decus. Les analyses réalisées sur la
diversité génétiqgue ne montrent cependant pasdEéce de sélection (bien que ces analyses
n'aient pas été montrées comme moins sensiblescelles sur la différenciation a notre
connaissance). La sélection s’exercant sur ce loewsa étre confirmée par I'étude des
séquences des genes voisins, de facon a identdemolymorphisme fonctionnel
correspondant. Le gene le plus proche du marqeewirbn 50kb) est Ddrl, mais ce gene n’a
pas été identifié comme intervenant dans la déféase aux pathogenes. Au contraire, le
gene ler3, impliqué dans la régulation de la péodifion des cellules T, est a 70-75kb et
plusieurs génes du CMH de classe 1 impliqués danssistance aux pathogenes (RT1-T24-1
et RT1-CE7) sont distants d’au moins 250kb du mamqid20Img2, une distance a laquelle il
semble que l'autostop génétique puisse interveBircg§drél?, Turner et al, 2005). En
revanche, le marqueur lié au gene Tnf ne se distirdes marqueurs neutres pour aucune
analyse réalisée. Ainsi, bien qu’a priori un bondidat (d’apres les études immunologiques,
voir 81) et la proximité entre le géne Tnf et lerqueeur microsatellites étudié (quelques
centaines de nucléotides seulement), nos résultmdiquent pas d’évidence de sélection
exercée par la peste sur ce géne dans les popslalorat noir.

La mise en évidence de sélection sur un locus manie I'approche consistant a utiliser
des marqueurs liés aux genes (approche indirgidtedt que de travailler directement sur les
séquences des genes candidats, peut donner deatséistieressants (voir aussi par exemple
Hansenet al, 2007 ; Santuccet al, 2007). Cependant, l'intérét principal de cettpraphe
est la possibilité d’étudier un grand nombre dequeurs. Ainsi I'objectif était d’analyser six
loci situés dans différentes régions du CMH. Noawans finalement pu analyser que deux
loci. Le nombre de régions du CMH étudiées est dastreint et il n'est pas exclu que
certaines régions du CMH importantes pour la réstst a la peste chez le rat noir, et donc
sous sélection daans les populations malgachesterkimais n'aient pas été analysées ici. La
cause principale de cet échec a obtenir un gramtbreode marqueurs est la duplication de
certains loci. Les perspectives incluent ainsilé@de des trois loci dupliqués non analysés,
qui pourra étre réalisée, non pas par les méthddegenétique des populations classiques,
mais plutdt par exemple en comparant des indicedivigsité (voir par exemple Blagt al,
2007) et (2) la mise au point de nouveaux marqueurs

V- Conclusion

vy s 7

La génétique de la résistance a la peste a étéétad cours de cette these par deux
approches complémentaires. Tout d’abord, I'approgiee candidat a montré que le géne
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Ccr5 pourrait étre un gene mineur impliqué dans$istance a la peste et qu’une région du
CMH de classe 1 (celle dans laquelle se trouve dequeur D20Img2) est potentiellement
sous sélection divergente entre zone de pestenet gans peste. Plus de genes candidats
auraient pu étre étudiés pour augmenter nos chalecasuver des genes importants dans la
résistance. En effet, lorsque les connaissancete qrénotype sont relativement limitées et
qu'aucun gene particulier ne se distingue commeédleur candidat (comme dans notre
modeéle), il semble que I'approche géne candidatssite d'étre relativement exhaustive,
c’est a dire de s'intéresser a de nombreux genasgspérer identifier des loci intéressants.

Dans de tels cas, I'approche génomique semble anigsessante et elle a aussi été
conduite au cours de cette these. Nous avonsraiasen évidence des marqueurs génétiques
anonymes potentiellement sous sélection divergemti® les zones et associés au phénotype
déterminé par les infections expérimentales. Cagjumaeairs sont en cours d’identification et
les perspectives a court terme incluent la loctidisade tous ces marqueurs et le séquencage
des genes voisins connus pour étre impliqgués dadéfense des hbtes face aux pathogenes.
Ces genes sont en effet de tres bons candidatsnfluencer la résistance a la peste dans les
populations naturelles du rat noir a Madagascar.

Les résultats obtenus n’indiquent pas d'effet ti@$ sur la résistance (pas de locus
diagnostic par exemple). Cela peut impliquer, gag la résistance est polygénique, avec de
nombreux génes mineurs, soit que des genes maggistent, mais ils seraient alors situés
relativement loin des loci étudiés, la distancaestg gene sous sélection et le locus étudié
conduisant a une diminution du signal de sélection.

Nos résultats pourraient aussi suggérer I'existedtme pression de seélection non
homogeéne au sein du foyer de peste. Une telledgigéité spatiale de la sélection exercée
par la peste peut étre qualitative, si plusieunscses deY. pestiscirculent sur les hauts
plateaux malgaches, ce qui n’est pas exclu (vtiottuction V-2 et Encadr® et dans ce cas,
on peut s’attendre a l'existence de différentsledlé genes de résistance entre localités. |l
existe de plus probablement une hétérogénéité itptard de la sélection au niveau local, en
terme d’intensité de la circulation de la maladiede temps écoulé depuis la derniere
épidémie de peste et dans ce cas, on peut s'aténdes fréquences d’alleles de résistance
variables selon les localitées au sein du foyqredse.

Enfin, la puissance des tests réalisés sur leftatsdes associations génotype / phénotype
peut avoir été limitée par le nombre d’individussimléré, et une définition du phénotype
potentiellement peu discriminante (voir ChapitrlB). Ces deux aspects sont liés car plus
le phénotype est discriminant, plus I'effort exp@ntal doit étre important pour obtenir le
méme nombre d'individus de phénotype cdfinu

18 On peut, par exemple, réaliser une infection érp#rtale par deux doses ¥e pestis chacune pour une
partie des individus, et ne prendre en compte s&riéeles individus morts a dose faible et ceuxisant a dose
forte.
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Discussion générale

I- Histoire de I'évolution de la résistance a la pgte chez une espece

introduite, le rat noir

La structure génétique neutre du rat noir a Madagast dans 'ouest de I'Océan Indien
est cohérente avec I'hypothése d'une introductiomque de R. rattus a Madagascar,
probablement il y a 1000 a 2000 ans a partir deuladipns d’Oman. La colonisation aurait
commenceé par les régions cotieres de l'lle, etesaitsétendue plus tard aux hauts plateaux
centraux (voir chapitre 1). La peste est arrivédaglagascar bien apres l'arrivée du rat : les
premiers cas ont été recensés en 1898 pendamtideetne pandémie et la région des hauts
plateaux est une zone d’endémisme (cas humainggte géclarés chaque année) depuis les
années 1930.

Les résultats des infections expérimentales (cteafitl) ont confirmé ceux de Rahalison
et al. (2003) indiquant une résistance a la peste dunoat sur les hauts plateaux de
Madagascar. Cette résistance est transmise a leerdisce en captivité et a donc
probablement une base génétique (Rahaletoal, 2003). Se posent alors les questions de
I'apparition et de la propagation de cet (ces)&( de résistance par rapport a I'histoire du
rat et de la peste a Madagascar évoquée ci-dessus.

Quels patrons géographiques de sélection / contrélsction ?

Les populations situées dans la zone de pestes(pkieaux centraux) sont beaucoup plus
résistantes a la peste que les populations dera sans peste (zone de basse altitude)
(Rahalisonet al, 2003 et chapitre 2 II-2). L'existence de ce patgeographique avant
I'arrivée de la peste est improbalildl est donc le résultat de la sélection naturelercée
par les épidémies de peste la ou elles existerdt-a*dire dans la zone des hauts plateaux
centraux, et conduisant a une augmentation deooption de résistants. La sensibilité des
rats dans les zones de basse altitude peut &om&Equence soit d’'une contre-sélection dans
la zone sans peste (colt de la résistance), soiedlispersion limitée par rapport a la durée
de la sélection: les alléles de résistance préskamts la zone de peste seraient absents ou en
faible fréquence dans la zone sans peste carpardisn entre les deux zones n’aurait pas eu
le temps d’homogénéiser les fréquences alléliquerse ezones de basse altitude et hauts
plateaux centraux. La structure génétique neutdigiuiant que la dispersion n’est pas plus
faible entre les deux zones qu’au sein de la zenpedte, rend moins probable cette seconde
hypothése.

Un argument en faveur d'un co(t de la résistanagaitséa mise en évidence d'un
polymorphisme pour la résistance au sein des ptpogades hauts plateaux. A l'inverse,

9 On pourrait imaginer I'hypothése qu’un goulot déiglement ayant eu lieu lors de la colonisatios liguts
plateaux (plusieurs siécles avant l'arrivée de édat@ sur Madagascar) ait conduit par hasard atéatign
d'alleles de résistance a partir d'une populatimbalement sensible mais présentant du polymormghisnais
cette hypothése semble extrémement peu probalpeed’da structure génétique neutre actuelle (vhmpre
1).
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'absence de polymorphisme suggérerait I'absence cdetre-sélection des alleles de
résistance entre deux épizooties locales (probalequelgues années en général). Bien que
les mesures expérimentales de résistance montnenhétérogénéité phénotypique dans la
réponse des rats face a la peste, celle-ci neadaitmpas forcément par du polymorphisme
génétique pour la résistance. L’'observation du mime de mortalité dans la descendance de
rats sélectionnés pour avoir résisté a une infleatixpérimentale que dans les populations
dont sont issues leurs parents (c'est-a-dire usenak de réponse a la sélection, chapitre 2
[11-3), suggererait ainsi une absence de polymarki génétique au sein des hauts plateaux.
Ces résultats sont cependant préliminaires et sigersdes expériences complémentaires.
Bien qu’'un colt soit souvent supposé comme assaclia résistance des hotes aux
pathogénes (voir Introduction 1I-2), les connaissanactuelles ne présentent pas d’évidence
en faveur de ce codt dans le cas de la résistalecpeste des populations de rats noirs. Des
études expérimentales pourraient permettre d’appoaides arguments en faveur ou a
I'encontre de cet éventuel colt de la résistanos datre modéle (voir chapitre 2 V).

Quels scénarios pour I'apparition de la résistanc@

Trois hypothéses sont envisageables concernapiidin de ce(s) allele(s) de résistance:
(1) une (des) nouvelle(s) mutation(s®) de la variation génétique déja présente dans les
populations introduites ou3) l'arrivée de ce(s) allele(s) par migration postére a
I'introduction.

L’hypothése de variation génétique déja présezjitegt souvent invoquée pour expliquer
les adaptations rapides (Prengisal, 2008 ; Olivieri, 2009). L'observation d’'une digde
génétique neutre modérée dans les populationstslemoas a Madagascar, en conséquence
d’'un goulot d’étranglement lors de l'invasion (voésultats du chapitre 1), semble s’opposer
a cette hypothese. Cependant, les possibilitésapgtatdon ne dépendent pas de la diversité
génétique neutre, mais de la variabilité génétaysnt des conséquences phénotypiques (Lee,
2002). Il est ainsi plus pertinent de se demandksspopulations introduites a Madagascar
présentaient de la variabilité pour la résistantz geste plutdt que de la diversité génétique
neutre. La peste est averée en Irak entre 599-17B semble que I'Arabie ait été
particulierement touchée par la peste justiniertiet & Dunkelberg, 2004). Il est donc
probable que la peste ait atteint la zone d'origites rats malgaches a cette période.
L’évolution d’'une résistance aurait pu alors seefad Omaff, dans un contexte de forte
diversité génétique dB. rattus et les alléles auraient ensuite été dispersésMadagascar.
Cependant, le goulot d’étranglement subi lors ddrbduction a Madagascar conduisant a
une diminution de la diversité, on s’attend a upegaléatoire des alléles rares par dérive.

20 |_a sélection pour la résistance aurait aussi faigeavant 'introduction & Oman, dans la zoneridioe du
rat noir, c'est-a-dire I'lnde. Cependant, l'intration a Oman date probablement de quelques miténaivant
JC (Pascatt al, 2006) et il n'existe pas de données fiables aoacd de possibles épidémies de peste en Inde
avant cette période. Les lieux et dates de cettsiljessélection passée ont de toutes facons pefiudhce sur
le raisonnement.
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Ainsi, les alléles de résistance n'auraient puvarria Madagascar que S'ils étaient en
fréquences non négligeables dans les populatiorglintes.

La sensibilité des rats issus de la zone sans fgsieest de plus la zone colonisée en
premier) suggere pourtant une faible fréquenceelletau (des) allele(s) de résistance dans
les populations de basse altitude. Il semble dams @¢e cas nécessaire d’invoquer un colt a
la résistance pour expliquer la sensibilité des dat basse altitude. Cependant, un codt trop
élevé ne permettrait pas d’expliquer le maintierpdlymorphisme de résistance en I'absence
de la peste depuis l'arrivée du rat a Madagascagral 1000 a 2000 ans. Des conditions
restreintes semblent donc nécessaires pour piiil€gypothése un polymorphisme pour la
résistance préexistant a l'arrivée de la peste @angopulations de rat noir malgache.

L’hypothese de la migratior8) semble a premiere vue en désaccord avec ledatssde
structure génétique neutre indiquant une colomisatinique de Madagascar par le rat noir.
Cependant, il n’est pas exclu que de nouveauxeallpliissent arriver a Madagascar, comme
l'illustre le cas d’'un individu avec un génome notondrial différent (chapitre 1 11-1). De
plus, l'observation d'un plus grand nombre d’alelenicrosatellites privés dans les
populations situées pres de la cote (chapitre -R)llpourrait étre la conséquence de la
migration récurrente entre I'extérieur de Madagastales zones cotieres. Ces hypothéses
pourront bénéficier de nouveaux résultats conceri@astructuration neutre des populations
de R. rattusa Madagascar en confrontant différents scénariagratiuction a Madagascar
(voir chapitre 1 IV). Méme si les flux de genesurents sont tres faibles au niveau des loci
neutres, l'avantage adaptatif conféré par un altderésistance a un potentiel migrant
conduira a une forte sélection en sa faveur, noemsi celui-ci arrive dans un port durant la
troisieme pandémie (on peut alors méme imaginetviée des alleles de résistance en méme
temps que la peste, par exemple des navires indliansportant des rats résistants et des
puces infectées). Cependant, on s’attend a ceidaeésistance est arrivée a Madagascar par
migration, elle ait pu atteindre d’autres régions rdonde. Le fait que la résistance Re
rattus a la peste semble restreinte a Madagascar s’ommrsea cette hypothese et favorise
au contraire le scénario d’'une résistance résidtatouvelle(s) mutation(s) (hypothége

L’hypothése de la mutation est en général favoriades le cas ou la variabilité génétique
est réduite et qu’il 'y a pas de migration récatee(voir par exemple Koskineet al,
2002a ; Huey, 2005 ; Dlugosch & Parker, 2008). &lntécanisme semble intuitivement plus
long, puisque la probabilité qu'une mutation avgetgse soit apparue augmente avec le
temps. Mais il n’est pas exclu.

L’état actuel des connaissances ne permet doncdeasonclure en faveur d’'un des
scénarios pour expliquer I'apparition de la résistéaa la peste chez le rat noir malgache.
L’étude expérimentale d’éventuels colt a la réstaa la peste, ainsi que I'avancée des
recherches en cours sur la structure génétiguerenélut rat noir a Madagascar, pourront
apporter des arguments en faveur de 'une ou Baiis hypotheses proposées.
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Vers un modele pour I'évolution de la résistance ?

Les modalités d’évolution de la résistance dépendendifférentes caractéristiques du
modele biologique étudié : le type de résistanedgi@ent, tolérance ou résistance au sens
strict, voir Encadrd), les colts associés a cette résistance, I'existen non d’un immunité
acquise, la longévité de I'héte (voir les modelesoriques suivants : Boots & Bowers, 1999 ;
Boots & Haraguchi, 1999 ; Roy & Kirchner, 2000 ; Il et al, 2007a). Des données
expérimentales sur le rat noir a Madagascar sont esh@&cessaires, dont certaines ont été
apportées au cours de cette thése (résultats ghitreha Il). Des informations sur les bases
génétiques de la résistance (nombre de genes impliggpistasie, dominance) sont aussi
nécessaires pour comprendre I'évolution de la t@sie. En effet, une résistance a hérédité
dominante augmenterait en fréquence plus rapidemaat si ce trait est récessif. Des
contraintes génétiques peuvent de plus parfoisiqaigil des patrons d’évolution inattendus
(par exemple un déséquilibre de liaison entredocivernant deux traits soumis des pressions
de sélection opposées, Grattdral, 2008). Etablir des modeles d’évolution de lastsice a
la peste reste ainsi une perspective a plus langetpuisque cela nécessite des connaissances
approfondies sur le modele biologique.

II- Bases génétiques de la résistance a la pesteezRattus rattus

L’'importance des bases génétiques de la résisamaecomprendre son évolution nous a
conduit a étudier la génétique de la résistaneepieste chez le rat noir malgache au cours de
cette thése (chapit®. Ce modele biologique semble pertinent pour tiétdle I'adaptation.

En effet, la pression de sélection (les épidémepeakte) est forte et bien identifiée. Il est
cependant possible que celle-ci ne soit pas honeogémlans le temps ni dans I'espace a
I'échelle de la zone de peste. De plus, le phémopgaptatif (la résistance a la peste) est
caractérisé et chaque individu peut étre eétudiéivithagellement par des infections
expérimentales. Enfin, le rat noir est proche dedéce modelR. norvegicugdivergence de
moins de 3 Myr, Robinset al, 2008) et le génome dR&. rattus a été caractérisé
cytologiquement (Cavagret al, 2002). Ainsi, bien que n’étant pas une espéceemrodes
données génétiques disponibles cRezattussont conséquentes. Le rat noir de Madagascar
présente donc deux caractéristiques le rendantiai pm bon modele pour I'étude de
I'adaptation : (1) il se place dans un contexte@ifantéressant, et dont I'étude est réalisable
et (2) c’est une espéce intermédiaire dans un ruaunth entre especes de laboratoire et
espéeces sauvages (Storz & Hoekstra, 2007 ; Elle®neldon, 2008).

Déterminer des genes / marqueurs génétique de résisce ?

Des approches géne candidat et génomique nouseomispde mettre en évidence des
marqueurs génétiques potentiellement associésésistance a la peste (résultats du chapitre
3). Les genes situés a proximité de ces marquetirspnnus pour étre impliqués dans la
défense des hbétes contre les pathogenes sont @otrésdbons candidats pour la suite des
investigations.
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Cependant, a lissue de cette thése, on restedeiliidée initiale, peut-étre utopique,
d’obtenir une cartographie des niveaux de résistalams les populations & rattusgrace
aux outils de la génétique. En effet, cela néaessit moins deux conditions : I'existence de
genes majeurs et ’lhomogénéité des relations gpefiiénotype dans I'ensemble de la zone
de peste. Ces deux hypothéses ne sont pas inglitéé pas non plus vérifiées a l'issue de
cette thése. Cela souligne ainsi les difficultééma dans un cas relativement favorable, a
déterminer les bases génétiques de la résistancegathogénes. Il semble que ce type
d’approche ne doive étre envisagée que dans leouwds phénotype et la pression de
sélection sont bien définis, et qu’elle nécessitengttre en ceuvre des moyens tres importants
en biologie moléculaire. Le développement actuelndavelles méthodes de séquencage
rendra bient6t disponibles de telles données gfuedi pour de nombreuses espéces, méme
non modeles.

D’autres approches envisageables ?

La génétique de la résistance aurait aussi pu émdiée par d'autres approches.
Notamment les deux approches proposées ci-dessotieisvisageables, mais a plus long
terme car elles nécessitent de bonnes conditiomspileduction en captivité (ce qui n’est pas
le cas actuellement, voir chapitre 2 111-3). Totglbrd, des lignées de rats résistants et de rats
sensibles pourraient étre comparées en ce qui cacél) la cinétique de l'infection (suivis
temporels de la bactérie dans les phases précd2gs)expression génétique suite a
l'infection (Oleksiak et al, 2002 ; Bryantet al, 2004) et (3) la cinétique de la réponse
immunitaire (suivi de protéines telles que les kites pro-inflammatoires ou les cellules
immunitaires), lors d’une infection expérimentalar pa peste. De telles études pourraient
permettre de définir des genes candidats sur la Basdonnées plus pertinentes que celles
issues de la littérature, car obtenues chez laomtmalgache et non chez d’autres especes
(Mus musculusu Rattus norvegicys

D’autre part, une approche QTR antitative Trait Logi pourrait étre envisagée. Celle-ci
nécessite la détermination d’'un caractére quaintagiproprié. De facon générale, I'étude
expérimentale de la résistance a la peste béméiicidailleurs grandement de protocoles
expérimentaux étudiant un caractere quantitatif ¢g@mple le taux de bactéries dans le sang
a un temps donné) plutét que le caractere binaimées/ mort (voir chapitre 2 11-6 et 111-3).
L’approche QTL ne nécessite pas forcément des dgrgures (Ericksoret al, 2004).
Cependant, la nécessité d’environ 300 individus(rRdis voir Albertsonet al, 2003, 173
individus) et de nombreux marqueurs génétiques égample, 137 dans Albertsat al,
2003), si possible codominants (Ericksstral, 2004), rend cette méthode difficile dans I'état
actuel des choses. Pourtant, cette approche ésessante dans le cadre de I'étude de la
résistance aux pathogenes, comme l'illustre I'étladeesistance &almonella typhimurium
chez des lignées de souris qui a mis en évideimo@ditance de trois régions génomiques
(Sebastianiet al, 1998) dont une comprend le géne Nrampl, déjawquur affecter la
résistance a cette bactérie (Skameinal, 1982).
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[1l- Conséquences épidémiologiques de la résistanada peste du rat noir

Le rat noir est la seule espéece susceptible de firiedle de réservoir de la peste dans les
villages des hauts plateaux malgaches, alors gi&€dt pas connu comme réservoir dans les
autres foyers du monde (voir Introduction 1V-5).skmble donc important d’étudier cette
espece de facon a mieux comprendre son rble ddrekmission et le maintien de la peste a
Madagascar. Des infections expérimentales ont pelar été réalisées, révélant un niveau de
résistance des populations de rat noir des haateaulx compris entre 50 et 95 %. Ces
observations sont cohérentes avec la vision aetuilin réservoir de peste constitué d’'une
population de rongeurs présentant une réponsenfedtion hétérogéne (Gage & Kosoy,
2005) (hétérogénéite de la résistance au niveamopyyque, pas forcément au niveau
géneétique). En effet, une population homogene Blnserait éradiquée par la peste tandis
gu’une population homogene résistante conduirktdisparition de la peste car elle ne serait
pas transmise (voir Introduction 1V-6).

Des modéles d’épidémiologie de la peste récemméwneldppés (Keeling & Gilligan,
2000a; 2000b) formalisent ce raisonnement et segg@ue la peste peut se maintenir a I'état
endémique durant plusieurs années si la populat®mongeurs présente initialement un
niveau de résistance de 'ordre de 50 a 75 %. Dg, jples niveaux de résistance relativement
similaires (40-80 %) ont été observés chez leseorgyréservoirs de peste en Asie (Biggins
& Kosoy, 2001 ; Gage & Kosoy, 2005). Chez Rsrattusde Madagascar, le niveau de
résistance phénotypique serait donc proche de cauxus, théoriquement et empiriquement,
comme nécessaires pour permettre la persistaneendaadie.

Modéliser le role de la résistance dans le maintiete la peste a Madagascar ?

Appliquer des approches théoriques aux particékaritu foyer de peste de Madagascar
pourrait permettre de mieux comprendre I'importadeda résistance dans la transmission de
la maladie et son maintien a long terme. En eléstmodéles existants et les estimations de
leurs parameétres (Keeling & Gilligan, 2000a ; 2008bnt parfois tres approximatifs et ne
s’appliquent pas forcément au contexte malgachs. rGedeles ainsi que leurs parameétres
pourraient étre mis au point grace aux donnéesisesg|sur le foyer de peste de Madagascar.
Les données importantes de piégeage de rongelesudst par I'équipe permettent d’avoir
une bonne estimation de la distribution du nomler@utces par rat, de la densité des rats et de
leur taux de reproduction. Des données sur la dispedes rats a I'échelle locale ont de plus
été acquises réecemment (Rahelinirina, 2009). Lfestions expérimentales réalisées au cours
de cette thése permettent d’améliorer les connassasur la pathologie de la peste cRez
rattus (probabilité de guérison, cinétique de I'infecligries données manquantes pourront
étre issues des travaux réalisés RunorvegicugSebbaneet al, 2005). La littérature nous
apporte des informations sur les modalités dedastnission de la peste ch¥enopsylla
cheopis (voir Introduction IV-4). Pour le moment, on paaitr ne pas s'intéresser aux
caractéristiques d8ynopsyllus fonquerniait considérer les deux espéces de puces comme
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similaires, bien que des travaux ultérieurs puisseissi se focaliser sur les réles respectifs
des deux espéces dans la transmission de la pestegsultats des modeles réalisés pourront
étre confrontés aux données de séroprévalenceseslei de cas humains a Madagascar.

IV- Conclusion

Cette thése a permis des avancées dans I'étudesdrvoir de la peste a Madagascar : une
description de la structuration génétique de sesilptions, permettant des inférences sur leur
histoire, une meilleure caractérisation de la tésie a la peste et la mise en évidence de
genes potentiellement impliqués dans cette résistaille ouvre des perspectives de
recherche prometteuses dans ces domaines.

Les données obtenues concernant la résistanceesia apportent une contribution a la
compréhension du rdle du rat noir dans la circomatle la peste a Madagascar. A plus long
terme, des données géographiques concernant laundes résistance des populations de rat
noir & Madagascar pourraient permettre d’identiésrzones ou le risque de transmission a
'homme est le plus fort, dans le but de mieux gées campagnes de sensibilisation au
niveau des acteurs de santé publique ou encomntedte des populations de rongeurs.
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Annexes

Annexe Al lListe des micromammiféres présents a Madagascar
D’aprés Goodman S.M. & Benstead J.P. (2003).
Les espéces indiquées par un astérisque sont deeesptroduites.

Rodentia Liopotyphla
Muridae | Murinae Mus musculus * Tenrecidae | Geogalinae Geogale aurita
Rattus rattus * Oryzorictinae Limnogale mergulus
Rattus norvegicus * Microgale brevicaudata
Nesomyinae Brachytarsomys albicauda Microgale cowani
Brachytarsomys villosa Microgale dobsoni
Brachytarsomys betsileoensis Microgale drouhardi
Brachytarsomys ramirohitra Microgale dryas
Eliurus ellermani Microgale fotsifotsy
Eliurus grandidieri Microgale gracilis
Eliurus majori Microgale gymnorhyncha
Eliurus minor Microgale longicaudata
Eliurus myoxinus Microgale monticola
Eliurus penicillatus Microgale nasoloi
Eliurus petteri Microgale parvula
Eliurus tanala Microgale principula
Eliurus webbi Microgale pusilla
Gymnuromys roberti Microgale soricoides
Hypogeomys antimena Microgale taiva
Macrotarsomys bastardi Microgale talazaci
Macrotarsomys ingens Microgale thomasi
Monticolomys koopmani Oryzorictes hova
Nesomys audeberti Oryzorictes tetradactylus
Nesomys lambertoni Tenrecinae Echinops telfairi
Nesomys rufus Hemicentetes semispinosus
Voalavo gymnocaudus Hemicentetes nigriceps
Setifer setosus
Tenrec ecaudatus
Soricidae Crocidurinae Suncus madagascariensis
Suncus murinus *
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Annexe A2 Méthode de génotypage utilisée pour distinguedéas< alleles du géne Ccr5.

Ce gel d'agarose présente le produit de PCR du @erie ainsi que le résultat de la digestion Raal une
enzyme de restriction spécifique de la substitufi@iléle A présente un seul site de restrictiardenc deux
fragments ; tandis que l'allele G en présente detigpnc trois fragments, dont deux sont conforsdude gel).

Le résultat de la restriction est représenté pais individus présentant des génotypes différents.

- &S

Produit digéré
par Rsaf

(4
o
o
o)
=
Frch
=
=
o
=
o
&

AA GG AG
| — B
| —
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Annexe A3 Principe du protocole utilisé pour I'obtention dasrqueurs AFLPAmplified
Fragment Length Polymorphigm

Cette méthode permet d’obtenir des marqueurs anemyposition inconnue dans le génome) et dominants
(présence / absence du fragment). Un seul couplezgines (EcoRO et Taql) a été utilisé dans notrenzas

10 combinaisons d'amorces sélectives (ici, la comiBbn A), dont chacune permet d'obtenir un jeu de
marqueurs génétiques différents.

GAATTC TCGA
CTTAAG AGCT

Digestion par EcoRI et Taql

AATTC T
G AGC
G CGA
CTTAA T
Ligation des adapteurs
CTCGTAGACTGCGTACC AATTC TCGGTCAGGACTCAT
CATCTGTCGCATGGTTAA G AGC CAGTCCTCTCTAGCAG
PCR présélective
CTCGTAGACTGCGTACCAATTC TTCGGTCAGGACTCAT
D e et AAGCCAGTCCTGAGTAG
GACTGCGTACCAATTCA e e e e e e e e m m m m m e e e e e e e e e e = = = >
CATCTGTCGCATGGTTAAGT AGCCAGTCCTCTCTAGCAG
PCR sélective (combinaison A)
CTCGTAGACTGCGTACCAATTC CTTICGGTCAGGACTCAT
e tata GAAAGCCAGTCCTGAGTAG
GACTGCGTACCAATTCAAG = = = = = == === === ————— === ———— === >
CATCTGTCGCATGGTTAAG TTC AGCCAGTCCTCTCTAGCAG
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Annexe A4 lllustration de la méthode de choix des marquéikisP lors de la lecture.

La figure présente le résultat de la superpositiea électrophorégrammes pour I'ensemble des individu
analysés et pour la combinaison d’amorces A. Qumatngueurs ont ici été choisis car les profilsedtaclairs et
polymorphes.

Bande claire et polymorphe
- analysée

5 ©
(v o]
e {is]
R B
=L
I II-I
i
0 | (-
= \
001 1 1
Y | 18 Y
Bande monomorphe Bande peu claire

- non analysée - non analysée

146



Annexes

Annexe A5Protocole d’isolation et de séquencage des margudtlLP

Amplification et précipitation

Des individus sont été sélectionnés en fonctiotedeclarté de leur profil AFLP a proximité
du locus considéré. La PCR sélective pour la coaibim d’amorces correspondante est
réalisée six fois. Les six produits de PCR de chaqdividu sont mélangés. On ajoute 8uL
d’acétate de sodium a 1.5M et 200uL d’isoproparmtf Apres centrifugation (15 minutes a
12 000 tours/minute), le surnageant est vidé. Ouatajensuite 400uL d’éthanol a 70° froid et
centrifuge la solution obtenue (15 minutes a 12 @@0@s/minute). Le surnageant est vidé et
séché. Les produits sont finalement repris darul3d’eau.

Migration sur gel d'acrylamide

3uL des produits de PCR précipités sont déposésnsgel a 6% d’acrylamide-urée. La durée
de la migration est ajustée en fonction de laeaill fragment étudié. Les bandes sont
visualisées grace au fluorochrome des amorces E-&XiXun laser FMBIO I Multi-View
(Hitachi). La bande repérée est excisée sur la galde d’'un scalpel.

Ré-amplification et séquencage

Le produit excisé est dilué 188 Une PCR est ensuite réalisée avec 5uL de pradu,
2.5uL de tampon, 1.5uL de dNTP, 0.8uL de chaquer@n@E-AAG et T-AGA), 0.2uL de
Taqg Qiagen et 13.3uL d'eau. Apres une dénaturatienl5minutes a 95°C, 38 cycles
comprenant 15 secondes de dénaturation a 94°Ccdrdes d’hybridation a 56°C et 30
secondes d’élongation a 72°C sont réalisés suiuisedextension finale a 72°C pendant 10
minutes. Ces produits de PCR sont purifiés par BRq#lis séquences.
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Annexe A6 Protocole de génotypage des microsatellites lids Gomplexe Majeur
d’Histocompatibilité (CMH)

Les amorces utilisées pour I'amplification deslebt liés au CMH sont les suivantes :

locus amorces
TNF TNF-RR_F 5
TNF-RR_R 5
RTIN1 RTIN1-RR_F 5
RTIN1-RR_R 5

D20Rat41 D20Rat41-RR_FA 5-AGTYCTCTTCTGGYCTCCAT -3'
5
5
5
5

'-ACATAGGCATGGTGTCTCTG-3'
'-CAGGATTCTGTGGCAATCTG-3'
-TCTCGTGGAATAGGCAGA-3'

-TGGCTGTCCTAGAACTCACT-3'

D20Rat41-RR_RA '- TGGGACGATGTGTCATATCC -3'
D20Rat21 D20Rat21_F2 '-CTGTGCTATGGCAGGAGATT-3'

D20Rat21_R2 '-GCCATCTTCAGCACTACAGG-3'
D20Img2 D20Img2_F '-CTGAGCTCCCTAGGACCTACAT-3'

D20Img2_R 5-TCTCTTGTGTCAGGCTAATTAC-3'
D20Rhw1 D20Rhwl_F 5'- AAGTGGCAGGTCTCATTCTCA -3
D20Rhwl_R 5'- GAAAAGACAACCATTACCAAATCA- 3’

Deux PCR sont nécessaires pour amplifier correatemes six loci : 'une (PCR1) avec les
loci TNF et RT1IN1 et l'autre (PCR2) avec D20RatBbRPORat21, D20Img2 et D20Rhw1.
Chacune de ces PCR est réalisée dans un volumeal&rOuL contenant : 0.2uL de chaque
amorce, 5uL de Premix multiplex (Qiagen) et enfirh 2’ ADN pour la PCR1 et 1uL d’ADN
pour la PCR2. Le méme programme est utilisé paudéux PCR. Il comprend une étape de
dénaturation initiale de 15min a 95°C, suivie decybles de dénaturation (30s a 94°C),
hybridation (1min30 & 60°C) et élongation (1 miA2&C) et enfin une extension finale de 30
min a 60°C.

Les produits des deux PCR sont dilués et mélangégoatant 40uL d’eau & 10pL de produit
de PCR1 dilué 1/1*® et 20puL de PCR2 dilué 1/A% Ensuite, 2uL de cette solution sont
mélangés avec 18uL de formamide et 0.1uL de marqieudaille ILS600 (Promega). Les
fragments sont dénaturés par chauffage 5 minu®s°@. La migration des fragments est
réalisée sur un séquenceur ABI Prism 3130XL Genfatiglyser (Applied Biosystems) et la
lecture des génotypes en utilisant le logiciel Gésyeper (Applied Biosystems).
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ABSTRACT

Aim To describe the phylogeographic patterns of the black rat, Rattus rattus,
from islands in the western Indian Ocean where the species has been introduced
(Madagascar and the neighbouring islands of Réunion, Mayotte and Grande
Comore), in comparison with the postulated source area (India).

Location Western Indian Ocean: India, Arabian Peninsula, East Africa and the
islands of Madagascar, Réunion, Grande Comore and Mayotte.

Methods Mitochondrial DNA (cytochrome b, tRNA and D-loop, 1762 bp) was
sequenced for 71 individuals from 11 countries in the western Indian Ocean.
A partial D-loop (419 bp) was also sequenced for eight populations from
Madagascar (97 individuals), which were analysed in addition to six previously
published populations from southern Madagascar.

Results Haplotypes from India and the Arabian Peninsula occupied a basal
position in the phylogenetic tree, whereas those from islands were distributed in
different monophyletic clusters: Madagascar grouped with Mayotte, while
Réunion and Grand Comore were present in two other separate groups. The
only exception was one individual from Madagascar (out of 190) carrying a
haplotype that clustered with those from Réunion and South Africa. ‘Isolation
with migration’ simulations favoured a model with no recurrent migration
between Oman and Madagascar. Mismatch distribution analyses dated the
expansion of Malagasy populations on a time-scale compatible with human
colonization history. Higher haplotype diversity and older expansion times were
found on the east coast of Madagascar compared with the central highlands.

Main conclusions Phylogeographic patterns supported the hypothesis of
human-mediated colonization of R. rattus from source populations in either
the native area (India) or anciently colonized regions (the Arabian Peninsula) to
islands of the western Indian Ocean. Despite their proximity, each island has a
distinct colonization history. Independent colonization events may have occurred
simultaneously in Madagascar and Grande Comore, whereas Mayotte would have
been colonized from Madagascar. Réunion was colonized independently,
presumably from Europe. Malagasy populations may have originated from a
single successful colonization event, followed by rapid expansion, first in coastal
zones and then in the central highlands. The congruence of the observed
phylogeographic pattern with human colonization events and pathways supports
the potential relevance of the black rat in tracing human history.

Keywords
Commensal rodent, invasive species, island colonization, Madagascar, mito-
chondrial DNA, phylogeography, Rattus rattus.
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C. Tollenaere et al.

INTRODUCTION

Commensal small mammals, such as rats and mice, generally
expand their distributions in association with humans,
especially in the case of islands. For this reason, studying
their colonization patterns can provide insight into human
expansion history, as shown by the genetic analysis of Rattus
exulans in Southeast Asia and the Pacific islands (reviewed in
Matisoo-Smith & Robins, 2009) or of the house mouse in
Europe (Gunduz et al., 2001; Britton-Davidian et al., 2007;
Searle et al.,, 2008). Colonization pathways, areas of origin
and/or the time frame of introduction events can be inferred
from genetic studies of invasive species through phylogeo-
graphic methods (Avise, 2000). New genetic methodologies
applied to rats and mice can thus add to the archaeological
toolbox and provide historical insights into human migrations
(Searle, 2008).

Madagascar was probably first settled by Indonesian people
and the Malagasy human population results from an admix-
ture of African and Indonesian ancestors (Hurles et al., 2005).
Various pieces of evidence date the earliest human presence in
Madagascar to about 2300 yr Bp (Burney et al., 2004), possibly
in the south-west portion of the island; however, this early
human occupation was probably sparse. Subsequent waves of
immigration resulted in large human populations throughout
the island about 1000 years ago (10th century Ap; Burney
et al., 2004), with the establishment of settlements along
several parts of the Malagasy coast (Wright & Rakotoarisoa,
2003). At that time, the entire Indian Ocean was a vast trading
network, connecting societies between China and the Medi-
terranean. Arab traders (mainly from Oman) travelled from
the Arabian Peninsula along the African coast towards the
Comoros islands and Madagascar (Allibert, 1988; Liszkowski,
2000). This relatively well-known human history provides an
opportunity to validate the approach of studying the coloni-
zation patterns of commensal small mammals as a proxy for
human history.

In Madagascar, four commensal small mammals were
introduced and now largely dominate small mammal com-
munities in rural and urban regions (Goodman et al., 2003):
the black (Rattus rattus) and Norway (Rattus norvegicus) rats,
the house mouse (Mus musculus) and the house shrew (Suncus
murinus). A few studies have investigated the history of
commensal small mammal colonization of Madagascar. Hut-
terer & Tranier (1990) suggested that the house shrew was
carried by Arab traders from India to East Africa and
Madagascar, and Duplantier et al. (2002) showed that house
mice from Madagascar were genetically close to populations
found in Yemen. In the Malagasy central highlands, the black
rat (R. rattus) represents more than 95% of rodent captures in
fields and inside houses (Duplantier & Rakotondravony,
1999). This species has overrun Madagascar (Goodman,
1995) and occurs in practically all habitats (Duplantier &
Duchemin, 2003). The black rat thus appears to be a
particularly relevant species for studying historical coloniza-
tion processes in Madagascar.
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Moreover, as in other parts of the world, especially islands
(Towns et al., 2006; Harris, 2009), the black rat is strongly
implicated in ecosystem damage (Lever, 1994; Jones et al.,
2008) and serious agricultural and health problems (Gratz,
1997) in Madagascar (Duplantier & Rakotondravony, 1999).
Several studies (Goodman, 1995; Ganzhorn et al., 2003; but see
Ramanamanjato & Ganzhorn, 2001; Ganzhorn, 2003) suggest
an important impact of the black rat on Malagasy endemic
rodents and small lemurs. It is the main reservoir of plague
(Brygoo, 1966; Duplantier et al, 2005), a disease which in
Madagascar accounted for 41% of the world’s reported cases in
2000-01 (World Health Organization, 2003). Improving
genetic knowledge of this pest species may thus also have
conservation and health implications. However, and despite its
world-wide distribution, R. rattus invasions have been infre-
quently studied using genetic methods (but see Abdelkrim
et al., 2005; Hingston et al., 2005).

The genus Rattus originated in Southeast Asia and the black
rat, Rattus rattus (Linnaeus, 1758), is native to the Indian
Peninsula and has since been introduced world-wide (Musser
& Carleton, 2005). Rattus rattus appears to have many close
relatives (Aplin et al., 1996; Musser & Carleton, 2005). It can
be distinguished from its sister species Rattus tanezumi
(Temminck, 1844), restricted to the south and east of Asia,
by cytological studies (R. rattus: 2n = 38 whereas R. tanezumi
2n = 42; Baverstock et al., 1983). An earlier investigation of
the karyotype of Malagasy rats identified only the 2n = 38
form (Duplantier et al., 2003). Hingston et al. (2005) provided
the first genetic investigation of the colonization of Madagas-
car by R. rattus. Their results were consistent with an Indian
origin of southern Malagasy populations, but the absence of
samples from East Africa, the Arabian Peninsula and northern
Madagascar prevented them from confirming this hypothesis.

The specific objectives of this study are to describe the
phylogeographic patterns of the black rat in the western Indian
Ocean using mitochondrial sequence data. We predicted that
the migration patterns would match what has been proposed
for the house mouse and the house shrew (see above):
colonization of East Africa and of the islands of the Indian
Ocean (Madagascar, Mayotte and Grande Comore) from India
through the Arabian Peninsula (Fig. 1). Thus, we expected
India (source populations) and, to a lesser extent, the Arabian
Peninsula (an old settlement) to present basal and diverse
haplotypes, while recently (the past few thousand years)
introduced populations (on islands and, to a lesser extent, in
East Africa) would be genetically less diverse. In particular, we
addressed the issue of the origin and timing of the arrival of
R. rattus in Madagascar. To this end, we extended the
sampling of Hingston et al. (2005) in southern Madagascar
by adding new populations in the central and northern parts of
the island, as well as samples from neighbouring countries and
islands. Colonization of the central highlands of Madagascar
was expected to be more recent than that of the coastal areas,
as human settlement is thought to have first occurred on the
coasts and subsequently in the highlands (Wright & Rakot-
oarisoa, 2003).

Journal of Biogeography
© 2009 Blackwell Publishing Ltd



Black rat colonization of Madagascar

Indian Ocean sampling

Figure 1 Map showing the countries and
islands of the western Indian Ocean relevant
to this study. Sample sizes of Rattus rattus
analysed for the Indian Ocean scale and the
mitochondrial DNA sequence (1762 bp) are
indicated in brackets. For Madagascar (see
inset), the localities of all populations sam-
pled (D-loop sequence, 419 bp) are shown,
including those studied by Hingston et al.
(2005) (A, Anavelona; I, Toranjatsy;

M, Mandena; P, Petricky; SL, Ste Luce;

V, Vinantelo) and those sampled in this study
(underlined: ALA, Ambalatenona;

ANT, Antahobe; AOM, Ambohimiariana;
BRI, Brickaville; MAH, Mahatsinjo;

MDM, Madiomiangana; MIA, Miandrivazo;
TSA, Tsarasambo).

(2)

South Africao

Indian Ocean

Madagascar sampling

Réunion
o(7)

—
200 km

MATERIALS AND METHODS

Sample collection

Black rat samples were organized into two datasets in order to
investigate colonization patterns at two geographic scales:
Madagascar and the Indian Ocean. In Madagascar, 97 black
rats were collected by live trapping in various localities (12-13
rats per locality) that were widely distributed across the island
(Fig. 1). Data from Hingston et al. (2005) comprising 93 other
individuals from six populations from the south of Madagascar
were included in some of our analyses (190 individuals total)
(Fig. 1). Samples from outside of Madagascar (2-11 individ-
uals from each country or island) were collected through
different collaborations (Fig. 1). They were added to 14
individuals of the 97 sampled in Madagascar to constitute
the Indian Ocean scale dataset (71 individuals).

Laboratory procedures

DNA was isolated from ethanol-preserved tissues (ear or tail)
using the DNeasy® Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Germany),
according to the manufacturer’s instructions; 100 uL of buffer
was used for the final elution.

For the 71 individuals of the Indian Ocean analyses,
complete cytochrome b (cyt b) was amplified using primers
L14723 (5-ACC AAT GAC ATG AAA AAT CAT CGT T-3")
and H15915 (5°-TCT CCA TTT CTG GTT TAC AAG AC-3').
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Polymerase chain reactions (PCR) were performed in a 25 uL
total volume containing: 2 uL of extracted DNA, 1 um of each
primer, 100 um of deoxyribonucleotides (dNTPs), and 0.1 U
of Taq polymerase in the appropriate 1x Buffer (Qiagen).
Samples were subjected to an initial denaturation at 94 °C for
3 min, followed by 35 cycles of denaturation at 92 °C for 30 s,
annealing at 58 °C for 45 s, and extension at 72 °C for 1 min,
with a final extension phase at 72 °C for 10 min.

For all individuals used in this study, 758 bp of the 3'-
adjoining region of the cyt b comprising two tRNA (tRNA-Thr
and tRNA-Pro) and a partial D-loop region were amplified.
This sequence contained the 419-bp sequence analysed by
Hingston et al. (2005). The forward primer (5-GGC CAA
CTA GCA TCC ATC AG-3), located 92 bp before the end of
the cyt b gene was designed from a Malagasy R. rattus cyt b
sequence. The reverse primer (5-GAC GGC TAT GTT GAG
GAA GG-3') was designed from a GenBank R. norvegicus
mitochondrial sequence (accession number AB211039). This
region was amplified using the same PCR conditions as for the
cyt b.

The PCR were purified using ExoSAP® Kit (GE Healthcare,
Buckinghamshire, UK). Sequencing was performed by Geno-
screen (Lille, France) or Macrogen (Seoul, Korea).

Sequence alignment

Sequences were aligned using the multiple alignment algo-
rithm implemented in CLusTALW and further checked by eye.

3
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At the Indian Ocean scale, both amplified loci were combined,
resulting in a mitochondrial (mtDNA) sequence 1762 bp long,
with 1103 bp corresponding to the cyt b, 138 bp to the tRNAs
and 521 bp to the D-loop. At the Madagascar scale, the same
419-bp D-loop region (D-loop) as in Hingston et al. (2005)
was analysed.

As outgroups, we used a sequence of R. norvegicus from
GenBank (accession number X14848) and sequences from
R. tanezumi, Rattus losea and R. exulans from Thailand
(M. Pages et al., INRA-CBGP, France, submitted).

We compared our mtDNA haplotypes (1762 bp) with
previously published sequences: (1) homologous sequences
of the whole mitochondrial sequence (16,305 bp, GenBank
accession number EU273707) of one R. rattus from New
Zealand (Robins et al., 2008); (2) homologous sequences
(1762 bp GenBank FJ897498-FJ897501) from three black rats
sampled in Guadeloupe and two in Senegal; (3) 713 bp of the
cyt b sequences and 550 bp of the D-loop sequences from five
R. rattus samples from the islands of Oceania (New Zealand,
Society, Samoa, Papua New Guinea) (GenBank EF186354—
EF186360 and EF186469-EF186375) published by Robins et al.
(2007); and (4) the 419-bp D-loop haplotype (GenBank
DQ009794) named HaMI (Hingston ef al., 2005) found in
samples originating from France (Lavezzi Islands and Ouessant
Island), Great Britain (Lundy Island) and French Polynesia
(Raiatéa and Tahiti). Hingston ef al. (2005) noted that the
HaMI haplotype has within it a 288-bp region identical to one
sequence (GenBank U13754) from New York (Usdin et al.,
1995).

Indian Ocean scale analyses

All the analyses were performed on the mtDNA dataset
(1762 bp). We estimated nucleotide diversity (7, Nei, 1987)
and its standard deviation (Tajima, 1993) for each of three
partitions using the DNASP 4.0 program (Rozas et al., 2003).
No polymorphism was found within R. rattus samples in the
tRNAs. Partitioned analyses (Bayesian phylogenetic recon-
struction) were thus performed on the cyt b and the D-loop
only (1624 bp) whereas global analyses [network construction
and ‘isolation with migration’ (IM) simulations] were carried
out on the 1762-bp mtDNA dataset. We performed Bayesian
analyses to estimate phylogenetic relationships between hapl-
otypes. First, we used MRAIC version 1.4.3 (Nylander, 2004) to
determine the most suitable model of DNA substitution
among 24 possible models. To this end we applied the
corrected Akaike information criterion to each of the two
partitions (cyt b and D-loop). The selected models of DNA
evolution were the GTR model (Rodriguez et al., 1990) with a
proportion of invariant sites for the cyt b, and the HKY model
(Hasegawa et al., 1985) with a gamma distribution for the D-
loop. The D-loop region alignment contained 13 gaps (among
which six were polymorphic within R. rattus samples), and we
added this information to our dataset by coding gaps as binary
data, as recommended by the MrBavEs manual. MRBAYES
version 3.1.2 (Ronquist & Huelsenbeck, 2003) was then run
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partitioning the dataset into three: cyt b, D-loop and gaps. For
the cyt b and the D-loop, we applied the models selected by
MRAIC. Each partition had its own set of parameters and we
allowed partitions to evolve under different rates. We
computed 10 million iterations (generations), four chains,
and a burn-in of one million (10%) generated trees.

A haplotypes network (an appropriate method for intra-
specific data; Posada & Crandall, 2001) was constructed using
the median-joining method available in the NETWORK version
4.1.1.2 software (http://www.fluxus-engineering.com/, Bandelt
et al., 1999).

An IM program (Hey & Nielsen, 2004) was used to infer
divergence time and migration rates between population pairs.
Because R. rattus from Madagascar and Grande Comore are
thought to originate from Oman (see above), we performed
these analyses between Madagascar and Oman and between
Grande Comore and Oman. We introduced the splitting
parameter (s; Hey, 2005), which is the proportion of the
ancestral population that contributed to Madagascar’s or
Grande Comore’s population, respectively. The inheritance
scalar was set to 0.25, and the model of evolution was set to
HKY, as recommended for mitochondrial DNA (1M manual).
To assess convergence, we checked effective sample sizes
throughout the run and compared results between three
independent runs. The burn-in period was set to 100,000
iterations. The first run of the IM program used parameter
values recommended by Hey & Nielsen (2004) for priors of
upper bounds of divergence time (), migration rates (m; and
m,), and population sizes (0,, 0; and 0,) parameters. In the
final runs of divergence between Oman and Madagascar, priors
were set to 6 for t, 2 for m, 300 for 0, and 1000 for 6, and 0,.
For the divergence between Oman and Grande Comore, they
were the same except for ¢, the upper bound of which was set
to 12. Because development to sexual maturity takes about
4 months and reproduction stops (outdoors) or decreases (in
houses) during the winter (J.-M. Duplantier, unpublished
observations), the generation time of the black rat was
estimated at 6 months. The mutation rate (u;) was inferred
from the genetic distance (ML-dist: maximum-likelihood
distance estimated considering the HKY model using paup*
software; Swofford, 2000) between R. rattus and R. tanezumi,
assuming a divergence time (T) of 450,000 years (Robins et al,
2008) and using the formula p; = (ML-dist X sequence
length)/2T. This mutation rate was used to convert IM
parameters into demographic estimates following Hey &
Nielsen (2004). The effective size of the founder population
of each island population (1) was then estimated from the
effective size of the ancestral population (N,) and the splitting
parameter using the formula nz = (1 — s)N, (Hey, 2005).

Madagascar-scale analyses

For Madagascar-scale analyses, we aligned our dataset with six
populations from the south of the island that were published
by Hingston et al. (2005). Analyses were thus performed on
the 419-bp D-loop sequence (corresponding to the region used
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in Hingston et al., 2005). A network was computed for these
Malagasy D-loop haplotypes (using the same method as for the
Indian Ocean scale analyses).

Haplotype (h) and nucleotide (x) diversities (Nei, 1987) and
their standard deviations (Tajima, 1993) were estimated for
each population using the DNASP 4.0 program (Rozas et al.,
2003). We tested the hypothesis that R. rattus diversity was
higher in the coastal areas than in the highlands by computing
correlations (Spearman’s rank) between haplotype diversity
and minimum distance to the sea (calculated as the straight
line distance to the coast line using Spatial Analyst in ARcMap
8.2, http://www.esri.com/).

Demographic analyses were performed using DNASP to test
for recent (on an evolutionary time-scale) expansion in each
population and in the complete Malagasy dataset. Fs (Fu,
1997) and R, (Ramos-Onsins & Rozas, 2002) statistics were
estimated. For populations having experienced a recent
demographic change (at least one of these two tests were
significant), we performed pairwise mismatch distribution
analysis (Rogers & Harpending, 1992) to estimate the ‘growth—
decline’ model parameter Tau (mode of the curve, Rogers
& Harpending, 1992). This parameter allows the estimation

Black rat colonization of Madagascar

of the expansion time using the formula: T (in years) =
(Tau x generation time X 1,000,000)/(2u, X sequence length).
The generation time of black rats was estimated to be
6 months (see above). The parameter pu, is the mutation rate
per million years and was inferred from the genetic distance
(uncorrected p estimated using pAUP* software) between
R. rattus and R. tanezumi.

RESULTS

Indian Ocean scale analyses

Overall, 74 variable sites were found in the R. rattus samples
(71 individuals, Table 1), resulting in a total of 40 mtDNA
haplotypes within the 1762-bp sequence (GenBank accession
numbers GQ891569-GQ891608). Haplotype composition for
each country is reported in Table 1 (see details of individuals
analysed in Appendix S1 in Supporting Information). Nucle-
otide diversities were 0.0056 £ 0.003 for the cyt b (40 variable
sites), and 0.0098 * 0.0006 for the D-loop (34 variable sites).

Samples from outside the Indian Ocean were all similar to
the mtDNA haplotype Hap 40 we found in South Africa. The

Table 1 Geographic location, Rattus rattus sample size and haplotypes found for each locality considered. Further details (individual data
and corresponding GenBank accession numbers) are provided in Appendix S1.

Country or island Site N Haplotypes
India Attur 1 Hap 5
Avallanchi 1 Hap 4
Mudumalai 3 Hap 1, Hap 2, Hap 3
Oman Arazat 3 Hap 6
Sahanout 4 Hap 9, Hap 10, Hap 11, Hap 12
Tibraq 4 Hap 7, Hap 8
Yemen 2 Hap 13, Hap 14
Ethiopia 2 Hap 15, Hap 16
Tanzania Lushoto 3 Hap 17, Hap 18, Hap 19
Morogoro 2 Hap 17
Mozambique Maputo 2 Hap 18, Hap 22
Tete 3 Hap 18, Hap 20
Zambezi 3 Hap 18, Hap 20, Hap 21
Grande Comore Moroni 8 Hap 18, Hap 23, Hap 24, Hap 25, Hap 26, Hap 27, Hap 28
Mayotte Site 1 4 Hap 20
Site 2 2 Hap 29, Hap 30
Site 3 1 Hap 20
Madagascar* Ambalatenona (ALA) 3 Hap 20 (H1), Hap 34 (H1), Hap 35 (H17)
Ambohimiariana (AOM) 3 Hap 36 (H23), Hap 37 (H9), Hap 38 (H3)
Brickaville (BRI) 2 Hap 32 (H14), Hap 33 (H3)
Madiomiangana (MDM) 4 Hap 20 (H1), Hap 31 (H16)
Miandrivazo (MIA) 2 Hap 20 (HI)
Réunion Site 1 3 Hap 39
Site 2 3 Hap 39
Site 3 1 Hap 39
South Africa Cape Town 2 Hap 40

Total

~
—_

N, sample size for R. rattus individuals analysed for the mtDNA sequence (1762 bp).

*For Malagasy haplotypes, correspondence between haplotypes for the mtDNA sequence (1762 bp, named Hap X) and those for the D-loop sequence

only (419 bp, named HX) are mentioned.
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haplotype found in New Zealand (1762 bp) was identical to
Hap 40. Within the four mtDNA haplotypes observed in
Guadeloupe and Senegal (1762 bp), one was identical to Hap
40 and the others differed only by one or two substitutions
(0.06-0.11% difference). Among the five R. rattus from the
islands of Oceania (Robins et al., 2007); 682 bp of the cyt b
were identical to Hap 40, while only three positions differed
out of 585 bp of the D-loop (0.51% divergence). The HaMI
haplotype (Hingston et al, 2005) was identical (D-loop,
419 bp) to Hap 40.

The phylogenetic tree in Fig. 2 estimates the coalescence for
the 40 mtDNA haplotypes, rooted by R. tanezumi, R. losea,
R. exulans and R. norvegicus. Haplotypes from India (Hap
1-5) and Oman (Hap 6-12) were all found in basal positions
and in different branches of the tree. Mayotte and Madagascar
shared their most common haplotype (Hap 20, Table 1).
Haplotypes found in these two islands were all (except for Hap
31 from Madagascar) in a monophyletic group [Group B,
posterior probability (PP) = 1.00], which also contained some
individuals from Mozambique and Ethiopia. The haplotype
closest to this group (Hap 11, PP = 1.00) was found in Oman.
The only Malagasy haplotype found outside of Group B, Hap
31, originated from the locality Madiomiangana (MDM,

north-west Madagascar, Fig. 1). It clustered in a monophyletic
group (Group A, PP = 1.00), which also contained haplotypes
from South Africa and from Réunion (where all seven
individuals shared the same haplotype, Table 1). All the
haplotypes found in Grande Comore were in one group
(Group C; PP = 0.63) together with some haplotypes from
Mozambique and Tanzania. The comparison of the phyloge-
netic tree (Fig. 2) with the haplotype network (Fig. 3) revealed
that both representations were quite similar, and the three
groups identified in the phylogenetic tree were also found
within the network. Groups B and C formed star-like
topologies, which are characteristic of recent (on an evolu-
tionary time-scale) demographic expansion events.
Simulations under the IM model were computed using all
individuals available for mtDNA sequences, except for the
Malagasy individual carrying Hap 31. Removal of this
individual was justified by the fact that this divergent
haplotype represents 7.1% of the Malagasy sample (1/14
individuals), and as such may highly influence results although
it is only one out of 190 in the total sample (0.5%, see below).
We obtained reliable estimations for parameters of divergence
time (#), splitting (s), migration rates (m; and m,) and
ancestral population size (0,). In contrast, posterior probabil-

R. norvegicus

1.00

1.00)

R. exulans
R. losea
R. tanezumi
Hap 3
Hap 17 | |ndia
Hap 2 Oman,
Hap 1 Tanzania
Hap 8
""" “"""J] Group A
Hap 39 Réunion, South
_______ - - - Africa, Madagascar
Oman,
Hap 15 | Ethiopia
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Hap 32 Madagascar,
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Mozambique,
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Hap 26 Mozambique

[ Hap 13 |
700 Hap 14 Yemen

Figure 2 Bayesian tree of the 40 Rattus rattus mitochondrial DNA haplotypes and four closely related species: Rattus tanezumi, Rattus losea,
Rattus exulans and Rattus norvegicus. Posterior probabilities are shown when higher than 0.5.
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ity distribution never gave clear results for actual population
sizes 0; and 0,. The divergence time parameter was estimated
to be 0.91 (95% confidence interval: 0.36-2.25) for Madagascar
and 0.82 (0.23-5.41) for Grande Comore (Fig. 4a). Both
migration parameters had peaks at the lower limit of
resolution: the migration parameter from Oman to Madagas-
car or Grande Comore was estimated at 0.007 (0.001-1.309)
and 0.001 (0.001-1.101), respectively (Fig. 4b). The splitting
parameter (s) was estimated at 0.9985 (0.9505-0.9995) for
Madagascar and 0.9995 (0.8775-0.9995) for Grande Comore.
The ancestral population size parameters (0,) were estimated
at 46.05 (19.65-102.45) for Madagascar and 33.45 (0.75-87.15)
for Grande Comore. To convert parameter estimates into
time-scale units, we used a mutation rate (u;) of 8.9 X 10~
> mutation events/locus/year (calculated from the ML distance
between R. rattus and R. tanezumi of 0.0455). The estimated
time of divergence of Oman with Madagascar and Grande
Comore was 10,215 yr Bp (4012-25,252) and 9238 yr BP
(2630-60,752), respectively. Estimations of the splitting
parameter (s) and of the ancestral population size (N,)
resulted in an effective number of founders (1) of about 388
for Madagascar and 94 for Grande Comore (as it results from a
product of estimators, the 95% confidence interval of ng was
not worked out but would certainly be very large).

Madagascar-scale analyses

Within the 419-bp D-loop region analysed for the 190
Malagasy R. rattus (including those of Hingston et al., 2005),
26 polymorphic sites were found (6.2%), corresponding to 27
mutations (no indels were found). A total of 29 D-loop
haplotypes were identified, including 13 previously described
by Hingston et al. (2005) (GenBank accession numbers
DQ009781-DQ009793 and GQ891553-GQ891568). The D-
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loop haplotype network (Fig. 5) revealed a star-like topology
as observed for the mtDNA analysis (Fig. 3). D-loop haplotype
frequencies found in each population are reported in Fig. 6.
The same main haplotype (H1, corresponding to Hap 20 in the
mtDNA dataset) was found in each population except for one
located in the highlands (Antahobe, ANT), where H28 was the
main D-loop haplotype. The haplotype and nucleotide diver-
sity indices are indicated for each population in Table 2.
Higher haplotype diversity was found in Ambalatenona (ALA),
where high nucleotide diversity was also found. However, the
highest nucleotide diversity was found in Madiomiangana
(MDM), because of a very distinct D-loop haplotype (H16, see
Fig. 5, corresponding to Hap 31, see Fig. 3). The correlation
between haplotype diversity and distance to the coast was non-
significant (Spearman’s rank, S = 594.7, P = 0.285), probably
due to the population Antahobe (ANT) which is the most
distant from the sea (about 212 km) and presents high
haplotype diversity (Table 2). However, a tendency for the
expected pattern (higher diversity near the sea, p = —0.307)
was observed.

Six populations experienced a population demographic
change (Table 2): two from the east coast (AOM and BRI), two
from the west coast (A and MIA) and two from the central
highlands (MAH and TSA). The uncorrected genetic distance
between R. rattus and R. tanezumi was 0.68, resulting in a
mutation rate (x,) of 15.1% Myr_l. Time since expansion was
estimated using this mutation rate for all populations having
experienced a demographic change (Table 2). Expansion times
were the largest for populations on the east coast (populations
AOM and BRI), followed by the west coast (populations A and
MIA) and finally the central highlands (populations MAH and
TSA). The pool of all Malagasy individuals also revealed
significant patterns of recent population growth, estimated at
about 3000 yr Bp (Table 2).
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Figure 4 Results of simulations under the ‘Isolation with
migration’ (IM) model for Rattus rattus population divergence
between Oman and Madagascar (in black) and between Oman and
Grande Comore (in grey): marginal posterior probability distri-
bution for the time since divergence parameter (f, a) and the
recurrent migration towards islands parameter (11;, b). For IM
simulations, the dataset included 11 individuals from Oman,

13 from Madagascar and 8 for Grande Comore.

DISCUSSION

Colonization routes in the Indian Ocean

The colonization history of the black rat, R. rattus, towards
western Europe and Africa is hypothesized to be strongly
connected to human migration and trade routes. This species
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was first found in North Africa (Egypt, Libya) in 2000 Bc (de
Graaf, 1981; Pascal et al., 2006). In East Africa, no fossils or
archaeological remains have been found, preventing any dating
of the arrival of R. rattus. However, it may have been present
since the beginning of the Christian era, as commercial links
between the Arabian Peninsula, the Middle East and the East
African coast were already important during this period
(Hutterer & Tranier, 1990). In accordance with this relatively
recent history, our results indicate little geographic structure,
with shared haplotypes occurring across large geographic areas
(for example, Hap 20 was found in Mozambique, Mayotte and
Madagascar) and many countries (India, Oman, Tanzania and
Mozambique) containing very distant haplotypes. Haplotypes
from India were always found in basal positions, as expected
for the native area of the species. Haplotypes from Oman were
also found in basal positions of the phylogenetic tree and were
not grouped in the network. Each of three sampled localities in
Oman presents a different haplotype composition. The high
genetic diversity found in the Oman R. rattus populations
could originate from a relatively old introduction (compared
to the other localities) with a high number of founders or
through multiple colonization events.

Samples found in GenBank, originating from European
Islands, Pacific Islands, Senegal, Guadeloupe and New York,
are all identical or similar to the mtDNA haplotype found in
our South African samples. Although this result requires
confirmation with world-wide sampling and longer sequences,
it suggests that rats bearing this haplotype were recently (about
a few centuries ago) disseminated around the world, probably
from western European populations. Rattus rattus arrived into
southern Europe by the second to fourth centuries Bc but
would have remained confined to main commercial roads until
a period of rapid urban growth; consequently, the rat
population expanded around the 11th to 13th centuries AD
(Audouin-Rouzeau & Vigne, 1994; Pascal et al., 2006). How-
ever, north-western Mediterranean islands such as Lavezzi
were probably colonized at an early stage of European
colonization, probably by a few centuries Bc (Ruffino et al,
2009). Guadeloupe is thought to have been colonized by
R. rattus during the 17th century Ap (Abdelkrim et al., 2005)
and Senegal between the 17th and 19th centuries (Konecny,
2009). Pacific islands (including New Zealand) were probably
colonized by the black rat during European exploration from
the 16th to 18th centuries Ap (Atkinson, 1985). Indeed, rats are
reported to have heavily infested the ships of Cook’s expedi-
tions in Ap 1785 (de Graaf, 1981). Finally, R. rattus is thought
to have been introduced in South Africa only within the last
100 years and spread along with European settlements (de
Graaf, 1981).

Colonization of some western Indian Ocean small
islands

Despite their geographic proximity, each Indian Ocean island
has a distinct R. rattus genetic composition, probably revealing
different colonization histories.
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COLOUR

Figure 5 Median-joining network of Mala-
gasy Rattus rattus D-loop haplotypes (419-bp
region, 29 haplotypes H1-29) and one Oman
individual (H30, in grey). Circle sizes repre-
sent haplotype frequency in the whole dataset
(190 individuals from Madagascar).
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Figure 6 Location and D-loop haplotype composition (419-bp
sequence) of each population of Rattus rattus from Madagascar.
Population codes are the same as in Fig. 1. Underlined popula-
tions are those sampled in this study, whereas others were studied
by Hingston et al. (2005).

In Grande Comore, the mtDNA haplotypes all belonged to a
well-supported group, which also contained sequences from
East Africa (Mozambique and Tanzania). This group was
closely related to Indian and Arabian (Oman and Yemen)
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sequences but was very distinct from Malagasy sequences.
Therefore, independent colonization events may have occurred
in Madagascar and Grande Comore. However, simulations
under IM estimated a similar divergence time with Oman for
both islands. Colonization events may have thus been simul-
taneous, but the genetic composition of the founder popula-
tion in Grande Comore would have been highly different from
that of Madagascar. However, our sampling in Grande
Comore only covered the town and the vicinity of the Moroni
harbour, and different haplotypes may be present in other
parts of the archipelago.

Mayotte’s mtDNA haplotypes were very similar to those of
Madagascar, and they shared their most common haplotype
(Hap 20), which may be indicative of a two-step colonization
pattern. Mayotte was first colonized by East Africans and
Arabians, but important migrations from Madagascar oc-
curred later on. In this way, the Malagasy black rat could have
been the first to settle in Mayotte, or, alternatively, it could
have driven out earlier occupants.

Only one mtDNA haplotype was found in Réunion Island,
although three distant (20-60 km apart) localities, widely
distributed over the island, were sampled. This haplotype was
similar to the one found in South Africa and to those reported
in the literature from various continents (Europe, America,
West Africa and Oceania). This result is in agreement with a
colonization of Réunion independently of that of Madagascar,
Mayotte and Grande Comore, presumably directly from
Europe. The settlement of Europeans and the colonization
by the black rat is thought to date from ap 1680 in Réunion
Island (Moutou, 1983; Atkinson, 1985).

Insights into the colonization of Madagascar

Rattus rattus sampled from Madagascar formed a monophy-
letic group (except for one individual, see below). This
observation favours the hypothesis of a single colonization of
Madagascar, followed by in situ diversification (which is
plausible considering the timing and the high mutation rate of
the D-loop region). The haplotype most closely related to the
Malagasy haplotype group (Hap 11) was found in Oman,
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Table 2 Genetic diversities and results of population expansion tests for each population of Rattus rattus in Madagascar and the whole

Malagasy dataset.

Population (distance to the sea, km) N h + SD n+ SD Fs R, Tau (time, yr BP)
Anavelona (A) (71.4) 22 0.67 + 0.09 0.0020 + 0.0020 —2.75% 0.087 0.814 (3217)
Toranjatsy (I) (68.6) 14 0.54 + 0.11 0.0014 + 0.0001 -1.12 0.169

Vinantelo (V) (88.7) 12 0.17 £ 0.13 0.0004 £ 0.0010 -0.48 0.276

Ste Luce (SL) (0.3) 12 0.53 £ 0.08 0.0013 £ 0.0010 0.72 0.265

Mandena (M) (10.7) 25 0.64 = 0.08 0.0029 + 0.0020 -0.29 0.146

Petricky (P) (3.6) 8 0.46 = 0.20 0.0012 + 0.0010 -1.00 0.216

Ambalatenona (ALA) (10.6) 12 0.83 = 0.07 0.0028 £ 0.0005 —1.48 0.144

Antahobe (ANT) (211.6) 12 0.73 £ 0.11 0.0031 £ 0.0007 -1.27 0.151

Ambohimiariana (AOM) (31.9) 12 0.73 + 0.11 0.0025 + 0.0006 —1.82% 0.127* 1.030 (4070)
Brickaville (BRI) (11.6) 12 0.73 £ 0.11 0.0024 + 0.0006 —1.94* 0.124* 0.985 (3892)
Mahatsinjo (MAH) (185.2) 12 0.46 = 0.17 0.0012 + 0.0005 =2.12%* 0.144* 0.500 (1976)
Miandrivazo (MIA) (101.3) 12 0.46 + 0.17 0.0015 + 0.0007 —1.59* 0.134* 0.636 (2513)
Madiomiangana (MDM) (23.5) 13 0.63 £ 0.14 0.0036 + 0.0017 —0.78 0.171

Tsarasambo (TSA) (140.9) 12 0.32 + 0.16 0.0008 + 0.0004 —1.32% 0.186* 0.333 (1316)
All Madagascar 190 0.63 £ 0.04 0.0023 + 0.0002 —35.95%%* 0.019* 0.787 (3110)

Haplotype (h) and nucleotide (n) diversities and their standard deviations (SD). Results for Fs- and R,-tests. In populations having gone

through a recent expansion (at least one of these tests was significant), mismatch distribution analysis was performed, and time since population

expansion was estimated from Tau, using a mutation rate estimated at 15.1% Myr~" from the Rattus rattus/Rattus tanezumi divergence. All these

analyses were performed on the 419-bp D-loop region. Underlined populations are those sampled in this study, while others were published by

Hingston et al. (2005).
*P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001.

suggesting that the Arabian Peninsula may be the origin of
the black rat colonization of Madagascar, as was argued for the
house mouse (Duplantier et al., 2002). Simulations under the
IM model (divergence between the populations of Oman and
Madagascar) favour the model without recurrent migration
and estimate the number of founders on Madagascar (and
Grande Comore) as a few hundred. Our results thus agree with
one main colonization event in Madagascar, that is to say the
arrival of R. rattus in a few boats coming from approximately
the same region of Oman at the same time. These founder rats
would thus present low genetic diversity and subsequent drift
would have led to the retention of only the major haplotype.

Finally, it is worth noting the only exception to this general
trend, i.e. one individual (carrying Hap 31) out of the 190
(0.5%) analysed, belonged to another group, which included
the haplotypes from South Africa, Réunion and probably many
other localities outside the western Indian Ocean. This
individual was found in the Madiomiangana (MDM) popu-
lation, a site located along a large river, about 25 km from the
large harbour of Majunga. This variant haplotype is probably
the result of a post-colonization immigration event. The
successful integration of such migrants is thus still possible in
Madagascar, but is expected to be extremely rare owing to the
advantage of resident rats over migrants during competitive
interactions (Granjon & Cheylan, 1989; Russell & Clout, 2004).

IM simulations estimated the split of the ancestral popula-
tions of Oman and Madagascar at about 10,000 years ago.
However, this does not mean that the Malagasy population was
established at that time, but that the gene pools had started to
diverge (Nichols, 2001). The Malagasy black rat populations
have experienced recent population expansion, and population
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growth was estimated to have occurred about 3000 yr Bp. As
expected, this value is more recent than the estimated divergence
time and is compatible with the date of human arrival in
Madagascar, about 2300 yr Bp (Burney et al., 2004). Moreover,
the substitution rate inferred from the inter-specific genetic
distance may underestimate the intra-specific mutation rate
(Ho & Larson, 2006); in this case, our population expansion
would have occurred more recently than 3000 years ago.

One population located on the east coast (Ambohimiariana,
AOM) presents the highest haplotype diversity (and nucleotide
diversity if we remove the MDM population, for which the high
nucleotide diversity is due to a single individual), the haplotype
most closely related to that of Oman and the oldest expansion
time. Other east coast populations also have high haplotype
diversities (ALA and BRI) and old expansion times (BRI).
These data suggest that the first arrival of R. rattus occurred on
the east coast of Madagascar, rather than in the Tolagnaro
region (south) as argued by Hingston et al. (2005). The oldest
Malagasy black rat fossils were found in Mahilaka (north-west
of the island), an Islamic port dating back to the 11th to 14th
centuries AD (Rakotozafy, 1996; Radimilahy, 1997). However,
the arrival of the rat probably pre-dates this period because
human settlements were present very early in the east coast
(about the 9th century ap; Wright & Rakotoarisoa, 2003).

Population growth dating suggests that the central highlands
(at least for the two populations TSA and MAH; no signal of
population expansion was found for ANT) were colonized later
than the coasts. This is in accordance with historical data that
describe the first human colonization to be restricted to the
coastal zones, with later settlement of the central highlands by
the 12th to 13th centuries Ap (Wright & Rakotoarisoa, 2003).
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In the central highlands, two populations (TSA and MAH) out
of three also have low haplotype and nucleotide diversities,
which supports the hypothesis of a more recent colonization.
However, higher diversity was found in one population in the
centre of the highlands (ANT), which also had a non-typical
haplotype composition (the most common haplotype is H28
instead of H1). This high diversity could result from a
bottleneck (a rare haplotype being retained by chance),
followed by immigration (recovery of genetic diversity by the
addition of new haplotypes). Such demographic crashes may be
common in rat populations in the central highlands due to the
occurrence of plague (Brygoo, 1966; Duplantier et al., 2005).

CONCLUSION

Due to their high mutation rate, mitochondrial sequences are
useful for inferring species history, especially as regards the
colonization patterns of introduced commensal rodents (Gun-
duz et al., 2001; Searle et al., 2008). In addition, the phylog-
eographic histories of rats and mice can be valuable for tracing
human history, as for example the use of R. exulans as a proxy
for the movement of prehistoric people in the Pacific
(Matisoo-Smith & Robins, 2009). We show here that mito-
chondrial sequences provide useful information for inferring
the history of R. rattus and tracking human movement in the
Indian Ocean, even for recent evolutionary time-scales.
Nevertheless, our results require confirmation because they
rely only on mitochondrial DNA, the use of which for
phylogeography is under debate (Ballard & Whitlock, 2004;
Zink & Barrowclough, 2008). Future research should also
include nuclear markers such as microsatellites, which are
currently being developed for R. rattus (Loiseau et al., 2008).
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SUPPORTING INFORMATION

Appendix S1Detailed data for Indian Ocean scale analyses.

For eachRattus rattusndividual considered, the geographic locatiorijectors, haplotypes found (for thet
sequence, 1762 bp) and GenBank accession numbéndicated. For Malagasy haplotypes, correspondence
between haplotypes for thmet sequence (1762 bp named HapX) and those for tlomenly (419 bp, named
HX) are mentioned.

Genbank
Individual code Provenance Haplotype accession Collectors
number
T875 India (Attur) Hap 5 GQsg1573 | Francois Catzzlf"s' Annie Oret
1826 India (Avallanchi) Hap 4 GQ891572| UMR ISEM, Moﬁtpellier, France
T813 India (Mudumalai) Hap 1 GQ891569
T819 India (Mudumalai) Hap 2 GQ891570
T820 India (Mudumalai) Hap 3 GQ891571
RS Oman (Arazat) Hap 6 GQ891574 Hélene Moné,;:abriel Mouahét
R10 Oman (Arazat) Hap 6 GQ891574 UMR5244, Perpignan, France
R11 Oman (Arazat) Hap 6 GQ891574
R'1 Oman (Sahanout) Hap 9 GQ89157FY
R'2 Oman (Sahanout) Hap 10 GQ891578
R'3 Oman (Sahanout) Hap 11 GQ891579
R15 Oman (Sahanout) Hap 12 GQ891580
R3 Oman (Tibraq) Hap 7 GQ891575
R12 Oman (Tibraq) Hap 7 GQ891575
GD Oman (Tibraq) Hap 7 GQ891575
R1 Oman (Tibraq) Hap 8 GQ891576
PB3655 Yemen Hap 13 GQ891581 Un'?\‘;"g’git'\f‘;?girg%i‘zt’ Eé':"zech
PB3658 Yemen Hap 14 GQ891582 Republic
ET35 Ethiopia Hap 15 GQ891583 paolo Colangelet al.
ET124 Ethiopia Hap 16 GQ891584 University of Roma, Italy
TE4059 Tanzania (Lushoto) Hap 17 GQ891585 Herwig Leirset al.
TE4264 Tanzania (Lushoto) Hap 18 GQ891586 University of Antwerpen, Belgiun
TE4060 Tanzania (Lushoto) Hap 19 GQ891587
TE2944 Tanzania (Morogoro) Hap 17 GQ891584
TE0970 Tanzania (Morogoro) Hap 17 GQ891584
MO232 Mozambigue (Maputo) Hap 18 GQ891586
MO257 Mozambigue (Maputo) Hap 22 GQ89159(
MO113 Mozambique (Tete) Hap 18 GQ89158¢
MO110 Mozambique (Tete) Hap 20 GQ89158¢
MO134 Mozambique (Tete) Hap 20 GQ89158¢
MO146 Mozambigue (Zambezi) Hap 18 GQ891586
MO147 Mozambigue (Zambezi) Hap 20 GQ891588
MO148 Mozambique (Zambezi) Hap 21 GQ891589




CO13 Grande Comore (Moroni) Hap 18 GQ891586 Jean-Marc Duplantiest al.
. UMR CBGP, Montferrier sur Le
CO111 Grande Comore (Moroni) Hap 18 GQ891586 France er sur-ez
C0O40 Grande Comore (Moroni) Hap 23 GQ891591
CO50 Grande Comore (Moroni) Hap 24 GQ891592
co87 Grande Comore (Moroni) Hap 25 GQ891598
C098 Grande Comore (Moroni) Hap 26 GQ891594
C0102 Grande Comore (Moroni) Hap 27 GQ891595
C0117 Grande Comore (Moroni) Hap 28 GQ891596
. Gwenaél Vourc'tet al.
13IN020407RR1 Mayotte (Site 1) Hap 20 GQ891588 INRA Clermont-Ferrand - Theix|
13IN040407RR5 Mayotte (Site 1) Hap 20 GQ891588 France
13IN020407RR9 Mayotte (Site 1) Hap 20 GQ891588 Michel Pascaét al.
13IN020407RR14 Mayotte (Site 1) Hap 20 GQ891588  UMR ESE, Rennes, France
13IN040407RR15 Mayotte (Site 2) Hap 29 GQ891597
13IN040407RR10 Mayotte (Site 2) Hap 30 GQ891598
12IN030407RR1 Mayotte (Site 3) Hap 20 GQ891588
DF631 Madagascar (ALA) Hap 20 (H1) GQ8915884 Jean-Marc Duplantieet al.
DF658 Madagascar (ALA) Hap 34 (H1) GQ891607 UMR CBGP, Montferrier sur Lez
France
DF665 Madagascar (ALA) Hap 35 (H17) GQ891603
DF489 Madagascar (AOM) Hap 36 (H23)]  GQ891604 Lila Rahalisoret al.
IPM, Antananarivo, Madagasca
DF508 Madagascar (AOM) Hap 37 (H9) GQ89160%
DF549 Madagascar (AOM) Hap 38 (H3) GQ89160¢
CT04 Madagascar (BRI) Hap 32 (H14) GQ891600
CT32 Madagascar (BRI) Hap 33 (H3) GQ891601
DM1002 Madagascar (MDM) Hap 20 (H1) GQ89158¢
DM0995 Madagascar (MDM) Hap 20 (H1) GQ89158¢
DM1023 Madagascar (MDM) Hap 20 (H1) GQ89158¢
DM1021 Madagascar (MDM) Hap 31 (H16) GQ891599
MDZ01 Madagascar (MIA) Hap 20 (H1) GQ891584
MDZ10 Madagascar (MIA) Hap 20 (H1) GQ8915884
Reul Réunion (Site 1) Hap 39 GQ891607
P . . Bernard Devauset al.
Reu2 Réunion (Site 1) Hap 39 GQ89160 ONF, France
Reu4 Réunion (Site 1) Hap 39 GQ891607
3IN170207RR4 Réunion (Site 2) Hap 39 GQ891607 Gwenaél Vourc'etal.
INRA Clermont-Ferrand - Theix,
3IN190207RR1 Réunion (Site 2) Hap 39 GQ891607 France
3IN180207RR14 Réunion (Site 2) Hap 39 GQ89160 Michel Pascaét al.
1IN230107RR1 Réunion (Site 3) Hap 39 GQ891607 UMR ESE, Rennes, France
. Terry Robinsoret al.
CAP1 South Africa (Cape Town) Hap 40 GQ891608 University of Stellenbosch, Sout
SA02 South Africa (Cape Town) Hap 40 GQ891608 Africa

-







Article Il

Susceptibility to Yersinia pestis experimental infection in wild Rattus rattus, reservoir of
plague in Madagascar

C. Tollenaere, L. Rahalison, M. Ranjalahy, J.-M.pRmtier, S. Rahelinirina, S. Telfer, C.
Brouat

Soumis &coHealth






Susceptibility to Yersinia pestis experimental infection in wild Rattus rattus, reservoir of plague in
Madagascar

C. TOLLENAERE!?, L. RAHALISON 2, M. RANJALAHY 2, J.-M. DUPLANTIER?, S. RAHELINIRINA?, S.

TELFER?®, C. BROUAT!

IRD, UMR CBGP (INRA / IRD / Cirad / Montpellier Ségro), Campus international de Baillarguet, CS

30016, F-34988 Montferrier-sur-Lez cedex, France.

%Institut Pasteur de Madagascar (IPM), Unité P&#d274, 101 Antananarivo, Madagascar.
3 Institute of Environmental and Biological Sciencésiversity of Aberdeen, AB24 2TZ, United Kingdom.

Abstract (182 words)

In Madagascar, the black r&attus rattusis the main reservoir of plagu¥edrsinia pestisnfection), a disease
still responsible for hundreds of cases each ye#nis country. This study used experimental placjuslenge
on wild-caught rats to describe susceptibility opplations ofR. rattus in order to better understand how this
species can act as a plague reservoir. An impodiffetence in plague resistance between rat ptipufrom
the plague focus (central highlands) and those ttmplague-free zone (low altitude area) was cori to be

a widespread phenomenon. Within the plague focwes,ewidenced an effect of the sex of rats on plague
susceptibility, with males slightly more resistéman females. Other individual factors investigatedight and
habitat of sampling) did not affect plague resistar\When infected at high bacterial dose, rats filoenplague
focus died mainly within 3-5 days and produced Bmeantibodies; whereas following low dose infect]
delayed mortality was observed and surviving segatiee rats were not uncommon. These results coimger
MalagasyR. rattusresponse to experimental plague infection areudsed along with their epidemiological

consequences.
Keywords
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Context

Rodent-borne diseases inflict a heavy toll on humeaith
(Gratz 1997; Heyman et al. 2002; Mills 2005). Torease
our understanding of rodent reservoir dynamics, and
consequently of disease risks, we need to consider
evolutionary changes of the hosts in response @ th
pathogens (Woolhouse et al. 2002; Altizer et al030
Plague is a rodent-borne disease caused by therisact
Yersinia pestisand transmitted by fleas (Prentice and
Rahalison 2007). In Madagascar, plague arrived 9818
during the third pandemic, and has persisted inctreral
highlands, at altitudes above 800 meters sincel489s’
(Brygoo 1966; Duplantier et al. 2005). This larggioa
constitutes one of the main plague foci in the di¢d1l %

of the world’s reported cases in 2000-2001, WHO 300
The black ratRattus rattusis by far the most abundant
small mammal in villages of the central highlandd & the
most probable plague reservoir (Brygoo 1966; Dujsant
and Duchemin 2003). However, this species is dabgi
considered to be plague susceptible (Dennis e1349),
resulting in the paradox of attributing the roleregervoir

to a highly susceptible host.

Preliminary experimental infections (Rahalison et2&i03)
showed that rats from one locality within the Malag
plague focus were more resistant to plague infactimn
rats from one plague-free locality (Antananariv@sg of
approximately 1® bacteria, compared with Brickaville,
LDg, lower than 100, Fig. 1). Within the plague foctats
from different habitats carry different flea specie
(Xenopsylla cheopis found inside houses a&ynopsyllus
fonquernieioutdoor, Brygoo 1966) and exhibit contrasting
levels of plague seroprevalence (with rats caugitaor
more seropositive than inside houses, Dromigny 1997
Rahelinirina 2009), so they may differ in their sesiibility

to plague. Moreover, plague resistance heterogendihin
species could be modulated by individual factorshsas
sex or age of animals (Twigg 1978; Gage & Kosoy300

In this study, we aimed to further increase knogkdbout
plague resistance in natural populations Rof rattus in
Madagascar, using experimental plague challengbs. T
main goals were (1) to determine whether the diffee in
plague resistance between the plague focus angldgee-
free zone was observed in other localities, and t¢2)
examine whether resistance to plague was associated
individual (sex or weight) or ecological (habité}tors.

Rat sampling

Wild-trapped rats were used in preference to laboya
born animals to ensure that host factors would matc
closely those found in their natural environmermge(glso
Isaacson et al. 1983). Sampling was conducted leetwe
November 2006 and May 2008 in five zones: two @ntr
highland zones, where human plague cases are edport
each year, and three plague-free zones (Fig. 1x Rere
live-trapped within houses, in sisal hedges, anourst
irrigated rice fields (as described in Gilabertagt2007).
For each sampled rat, a blood sample was colleted
perform an anti-F1Y. pestisspecific) antibodies ELISA
assay (Dromigny 1997; Rasoamanana et al. 1997) Onl
seronegative rats (supposed plague naive) wereugplag
challenged, at least ten days after trapping. Sesitipe
rats were killed by elongation as recommended bisi

al. (1995).

Plague challenge and follow-up of animals

For all inoculation experiments, we used the sampestis
strain, which was isolated from a Malagasy patikming a
routine diagnostic test (Institut Pasteur de Madeag.
The patient was severely affected and one fatak cas
occurred in the same village.

As the bacterial dose injected during a flea bitve be
highly variable (from zero to more than 4000 bdater
Lorange et al. 2005) and variable numbers of fezasfeed

on a single rat (up to 70 fleas on a single ratj. J.



Duplantier, unpublished observation), we conduseeral
experiments (Table 1) with various bacterial doses
(estimated by deposing different dilutions on seélecagar
plates). Animals were weighed and 100uL of badteria
solution was injected subcutaneously in the thigjle. then
followed animals during 18 days, as preliminary
experiments showed that subsequent mortality was no
attributable to plague (L. Rahalison, unpublished
observation). All rats were examined twice a dayn A
antigen F1 rapid diagnostic test (RDT, Chanteau let a
2003) was used on the spleen of dead rats to oorfiat

the death was caused by plague. Dead rats withtinega
RDT were rare (mean 2 % of inoculated rats) and vemho
from the analyses. At the end of the experiment' @ay),
blood was sampled for an ELISA assay (as described
above), to estimate the proportion of survivingsrat
presenting anti-F1 antibodies.

Comparison of plague susceptibility between plague focus
and plague-free zone

The mortality rate depended on the origin of thésra
(covariance analyses with the bacterial dose iefbct
included as a covariat&;; = 26.4,p = 0.014), with rats
from the plague focus being much more plague =adist
than rats from the low-altitude zone (Table 1, Fp. The
difference in plague susceptibility between pladaeus
and plague-free zone populations, previously desedriby
Rahalison et al. (2003), is here confirmed and destnated
in other localities. As this pattern was also obedrin
laboratory-born animals (Rahalison et al., 2003uggests
an evolution of plague resistance restricted totraén
highland populations where plague has been endemén
years. Plague resistance in theRe rattus populations
would therefore be an example of rapid evolutionr(@k
et al. 2007) under the strong selection pressurea of
pathogen (Altizer et al. 2003). The speed of thisl@ion
could be due to the high virulence of plague bater
(Stenseth et al. 2008) and to the short generétimnof the
black rat (about 0.5 years; J.-M. Duplantier, urijghied
data). Evolution of plague resistance may not Is¢ricted
to this system, as variability in resistance relate plague
occurrence has also been described in other rgdagtie
foci: Onychomys leucogastgiThomas et al. 1988) and
Microtus californicus(Quan and Kartman 1962) in North
America;Mastomys natalensia South Africa (Shepherd et
al. 1986). Unlike these native species, the blatkwas
only introduced to Madagascar by humans a few thuls
years ago, and consequently displays relatively lpvels
of neutral genetic variability, especially in thentral
highlands (Tollenaere et al. in press). Howeventnad
genetic variation is not necessarily representatofe
variation relevant for selection, and here modelatel of
neutral diversity does not appear to have preverdapd
evolution (see also Koskinen et al. 2002 or Dlugoand
Parker 2008).

Kinetics of infection

The timing of death (Fig. 3) was examined for ekpents
resulting in at least 15 dead individuals (i1,i&,i7). For
experiments involving rats from the plague-free edi6
and i7) and for high-dose infections of rats frdma plague
focus (i1), most plague death occurred betweenthird
and the fifth day after inoculation (more than 90b&gore
the seventh day). These results confirmed the itgpad
plague disease iR. rattus as is also the case in other hosts,
including humans (Perry and Fetherston 1997) and
laboratory rats (Sebbane et al. 2005). HowevertHerlow

dose experiment involving rats from the plague faats
died from the fourth to the f7day. The prolonged lifespan
of plague infected rats within plague foci couldvéiaa
significant influence on flea infection rates atikrefore,
plague transmission, but information on bacteradeials
in the blood through the course of infection would
necessary to evaluate this hypothesis.

Antibody production in surviving animals

Most rats surviving to 18 days produced antibodies.
However, the proportion differed according to thesel
injected (Table 1), with 24-37% of rats survivinglaav
dose infection (i2, i3) testing seronegative, coragawith
only 0-6 % at high dose (i1, i4). Individuals réarg to
infection with no antibody production were thuseraat
high dose but fairly common in low dose infectioAs.the
natural dose injected by fleas may be highly vdeiab
(Lorange et al. 2005), this result indicates that
seroprevalence levels could underestimate plague
circulation in rodent populations.

Individual factors affecting susceptibility within the
plague focus

Generalized linear models (GLM) with a binomial cerr
distribution and a logit link function were usedtast the
effect of sex, weight (at inoculation time), habitaouses,
sisal fences and rice fields) and their interaction plague
survival. Only experiment i1 was considered due to
insufficient number of dead rats in other experitaeSex
was the only variable included in the final modethw
males were more resistant than females (z valuz 04,

df = 1,p = 0.035). More experiments are needed to confirm
this finding. In humans, plague incidence oftenfedf
between males and females, although the directictheo
sex-bias differs between foci (for example Migliaatial.
2006 and Davis et al. 2006). However, this pattisrn
classically attributed to variation in risk duedifferential
behaviour , rather than differences in susceptybili
although differential behaviour are not identifiéd all
cases (for example Boisier et al. 2002).

Animal weight and habitat did not influence susiwlity.
Other individual level factors such as physiologica
immune status, along with genetic load (for examiple
Microtus californicus Hubbert and Goldenberg 1970), may
also influence resistance levels (Gage & Kosoy 2G0
should be investigated in MalagaRyrattus

Conclusion: epidemiological consequences of resistance
level within the plague focus

The proportion of plague resistant or susceptible
individuals in a population characterizes the rofethat
population in transmission and maintenance of pagu
(Biggins and Kosoy 2001). Indeed, highly resistant
individuals allow the maintenance of rat populagiauring
outbreaks, whereas highly susceptible rats alloagyx
transmission (Eisen and Gage 2009), as fleas chnben
infected on animals with terminal septicaemia (g et

al. 2005). Resistance levels found iRattus rattus
populations from the Malagasy plague focus (50-94 %
were close to those found in classical enzootitshiosAsia
(40-80 %, Biggins and Kosoy 2001). Moreover,
epidemiological models show that an introduction of
bubonic plague can lead to highly persistent enedotus
when the initial level of resistance in rodent plagion is

of 50-75 % (Keeling and Gilligan 2000). Developing
epidemiological models specific to this particufdague
focus would allow a more detailed investigatiorthed role



of R. rattusresistance for plague persistence in Madagascar.

The results of this study provide crucial insighdr f
developing such models.
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Experiment i1 i2 i3 i4 i5 i6 i7
Date 15/02/07| 27/09/07 26/05/08 26/05/08  04/06{0716/10/07 | 23/05/08
Origin* C. H. C. H. C. H. C. H. L. A. L. A. L. A.
(locality) (INA + (INA) (INA) (INA) (BRI + (TSO + (BRI +
MAN) MIA) MIA) MIA +
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Bacterial dose 10 125 1000 2.10 150 750 4150
Numbe | Infested 146 82 86 31 12 20 22
r of rats
% Dead 76 15 5 6 10 18 20
52.1 % 18.3 % 58% 19.4 % 83.3% 90 % 90.9 %
Surviving 4 16 30 0 N.A. N.A. N.A.
seronegative 57% 23.9% 37.0% 0%

* C.H. = Central Highlands, L.A.= Low altitude (fprecise location, see Fig. 1).
N.A.= not analyzed.
Percentages are calculated par rapport to the notaber of analysed rats, except for surviving segative
where it is a percentage of the survivors.
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Figure 1: Location of study sites and plague focus in Madaga

Dotted line: limits of the main plague focus. Geega: zone where altitude is higher than 800 meteiangles:
sampling sites [Brickaville (BRI), Inanantonana AN Mangarano (MAN), Miandrivazo (MIA) and
Tsarasambo (TSO)]. Open circles: localities considdéry Rahalison et al. (2003).
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Figure 2: Dose-response curves in term of mortality ratetifier rats originating from the plague focus (cdntra
highlands, triangles) and rats originating from giegue-free zone (low altitude zone, squares).tdlior rates
are indicated for each infection experiment, alaiidp their binomial confidence interval (ClopperdaRearson

1934).
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Madagascar remains one of the world’s largest plague foci. The black rat, Rattus rattus, is the main
reservoir of plague in rural areas. This species is highly susceptible to plague in plague-free areas (low-
altitude regions), whereas rats from the plague focus areas (central highlands) have evolved a disease-
resistance polymorphism. We used the candidate gene CCR5 to investigate the genetic basis of plague
resistance in R. rattus. We found a unique non-synonymous substitution (H184R) in a functionally
important region of the gene. We then compared (i) CCR5 genotypes of dying and surviving plague-
challenged rats and (ii) CCR5 allelic frequencies in plague focus and plague-free populations. Our results
suggested a higher prevalence of the substitution in resistant animals compared to susceptible
individuals, and a tendency for higher frequencies in plague focus areas compared to plague-free areas.
Therefore, the CCR5 polymorphism may be involved in Malagasy black rat plague resistance. CCR5 and
other undetermined plague resistance markers may provide useful biological information about host
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1. Introduction

Evolutionary biology is increasingly concerned with the study
of infectious diseases (Levin et al., 1999; Quintana-Murci et al.,
2007; Nesse and Stearns, 2008), for example host heterogeneity in
disease susceptibility, which is thought to play a major role in
disease persistence (Anderson and May, 1991; Dwyer et al., 1997;
Woolhouse et al., 1997). Molecular advances make possible the
study of the genetic basis of host resistance (Cooke and Hill, 2001).
Immunogenetics has mainly focused on MHC (Major Histocom-
patibility Complex) genes, but many other genes influence host-
parasite interactions and can result in differences in the resistance/
susceptibility of hosts to parasites (Acevedo-Whitehouse and
Cunningham, 2006). Evolutionary studies are of particular interest
in the context of emerging or re-emerging diseases (Woolhouse,
2002) that represent a substantial global threat to human health,
such as plague (Yersinia pestis infection, Daszak et al., 2000;
Prentice and Rahalison, 2007; Stenseth et al., 2008).

Plague arrived in Madagascar during the last pandemic
(Tamatave harbour, 1898), and has been endemic in the central
highlands since the 1920s (Brygoo, 1966). Since its worldwide re-

* Corresponding author. Tel.: +33 4 99 62 33 31; fax: +33 4 99 62 33 45.
E-mail address: tollenae@supagro.inra.fr (C. Tollenaere).

1567-1348/$ - see front matter © 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.meegid.2008.07.005

emergence in the 1980-1990s (Chanteau et al., 1998; Migliani
et al., 2006), Madagascar has been one of the world’s main foci,
accounting for 41% of the world’s reported cases in 2000-2001
(1619 suspected cases, WHO, 2003). The main reservoir of plague
in Malagasy central highlands is the black rat, Rattus rattus (Brygoo,
1966; Duplantier et al., 2003). Rattus species are known to exhibit
variability in plague susceptibility (Chen and Meyer, 1974). In
Madagascar, experimental infestations and breeding strongly
suggest the evolution of a genetically based plague resistance in
rat populations inside plague focus: R. rattus of the plague-free
regions (low altitude zone, <800 m) are very susceptible, whereas
the rats from plague focus (central highland zone, >800 m) present
resistance (Rahalison et al., 2003).

Plague was proposed as the possible past selective pressure
acting on the human CCR5 (chemokine receptor 5) gene (Stephens
et al., 1998). A mutant allele of the CCR5 gene, CCR5-A32 (32-base
pair deletion resulting in a null allele), confers resistance to HIV
infection (Samson et al., 1996) and delays the onset of AIDS (Dean
et al., 1996). The question of the evolution of allelic frequencies at
the CCR5 human locus is still intensively debated, with some
arguing that the pattern of variation is consistent with neutral
evolution (Sabeti et al.,, 2005), whereas others have invoked
ancestral selection by other pathogens (Novembre et al., 2005).
Although plague has been suggested as this past disease (Stephens
et al., 1998, but see Cohn and Weaver, 2006; Hedrick and Verrelli,
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2006), more recently, the hypothesis of smallpox as past selective
pressure on human CCR5 gene has been favoured (Galvani and
Slatkin, 2003).

However, a role for CCR5 in plague resistance in rodents cannot
be ruled out, as different studies provided contrasting results.
Comparing plague-challenged CCR5-deficient mice and control
mice, Elvin et al., 2004; Mecsas et al. (2004) and Styer et al. (2007)
revealed no difference in survival rates. However, plague response
is thought to be very different between mice and rats (Pollitzer,
1954, cited in Sebbane et al., 2005). On the other hand, some
important immunological processes differed between CCR5-
deficient mice and control mice: macrophage uptake intensity
was higher in wild type (Elvin et al., 2004) and circulating
chemoattractant levels were higher in CCR5-deficient mice (Styer
et al., 2007).

Indeed, chemokine receptor genes such as CCR5 are likely to
contribute to immunity against plague. Chemokines (chemoat-
tractant cytokines) play a key role in inflammation regulation by
attracting leucocytes to the site of inflammation (Rollins, 1997;
Baggiolini, 1998). In particular, the CCR5 receptor is mainly
involved in Th1 immune responses and macrophage migration
(Mackay, 2001). Plague is characterized by the rapidity of its
symptoms (e.g., death within three-four days in laboratory rats,
Sebbane et al., 2005), which suggests that the innate immune
defences of most hosts are not effective against this pathogen.
Indeed, Y. pestis virulence factors (Type Il secretion system) are
thought to paralyze the phagocytic machinery of innate immune
cells and delay inflammatory cell recruitment to the site of
infection (Cornelis, 2000; Bubeck et al., 2007; Navarro et al., 2005).
This delayed inflammatory response may contribute to Y. pestis
invasion success (Bubeck et al., 2007). Moreover, treatment of mice
with proinflammatory cytokines (TNF-a and IFN-vy) enhances
survival upon plague inoculation (Nakajima and Brubaker, 1993).
Thus, host resistance could be due to quicker inflammatory cell
recruitment. Unfortunately, immunological studies have focused
on susceptible laboratory animals, and there is a lack of
comparative data from resistant and susceptible rodents to clarify
differences in immunological processes, notably chemokine levels.
However, through its involvement in macrophage migration and
possible consequences for inflammation speed and intensity, CCR5
could be a candidate gene for differences in plague susceptibility.

Despite these laboratory studies and intensive research in
humans (review in de Silva and Stumpf, 2004), the CCR5
polymorphism has been poorly studied in natural populations
(but see Zhang et al., 2003 for primates) and there have been no
studies concerning wild rodents exposed to plague infections. We
thus decided to investigate CCR5 as a candidate gene for plague
resistance in natural populations of black rats in Madagascar. Two
complementary approaches were carried out. First, we first used
animals experimentally challenged with Y. pestis, and we
compared the CCR5 genotypes of susceptible (die following
exposure to low dose) and resistant (survive following exposure
to high dose) rats. Second, we compared CCR5 allelic frequencies in
black rat populations from plague-free and plague focus areas.

2. Materials and methods
2.1. Rat sampling

Between 1999 and 2007, rats were live-caught using wire-
meshed and Sherman traps in houses and outdoors in 15 localities
in Madagascar (Fig. 1), following the protocol described in Gilabert
et al. (2007). At least 25 rats were trapped at each study site. Some
animals caught in the plague focus (from seven localities, Fig. 1)
were brought alive to the laboratory for experimental challenge (at

least ten days of quarantine after trapping). Others (from six
localities in low-altitude areas, and two localities in the plague
focus, Fig. 1) were euthanized after capture by cervical dislocation
and autopsied. For each individual, a piece of ear, or tail, was kept
in 95 °C ethanol for genetic analyses.

2.2. Experimental plague challenge

In order to contrast plague-susceptible and plague-resistant
individuals, rats from the plague focus area were experimentally
infected with virulent Y. pestis. First, the plague serology status of
each animal was established using a specific antibody assay (ELISA
IgG anti-F1) (Rasoamanana et al., 1997; Dromigny, 1997), and only
seronegative (supposed plague naive) individuals were included in
these experiments. Plague inoculations were performed by
subcutaneous injection of 100 L of Y. pestis suspension into the
left thigh. The same Y. pestis strain, originating from a Malagasy
patient and highly virulent in inoculated mice, was used
throughout. Inoculated rats were monitored for three weeks.

At the individual level, the outcome of plague challenge is
strongly related to the injected Y. pestis dose. The infectious dose
that kills an individual rat is likely to show a continuous
distribution within a population. However, clearly the critical
dose for an individual cannot be measured and thresholds must be
used to discriminate between relatively susceptible and relatively
resistant phenotypes. We therefore conducted analyses on three
data sets using the results of previous experiments (Rahalison
et al,, 2003) to determine experimental doses and define thresh-
olds.

The first data set (E1) was obtained from previous experimental
infections made on batches of rats from different populations and
infected with increasing doses of Y. pestis. The dose that kills 100%
of the rats from plague-free areas (100 cfu) was used as a threshold
to define susceptible individuals, while the dose known to kill 50%
of rats from the plague focus (10° cfu) was used as a threshold to
define relatively plague-resistant individuals. The same prelimin-
ary studies have shown that, as defined by these thresholds, both
susceptible and resistant rats occur inside the plague focus. The
natural plague dose received by rats is thought to be highly
variable. According to Lorange et al. (2005), most blocked fleas
would inject less than 100 cfu (45% did not transmit any bacteria),
but some would transmit as many as 4000 Y. pestis. Moreover, the
dose injected into a rat during a plague outbreak may increase with
the number of fleas it carries (as many as 50 fleas were found on a
single rat, .M. Duplantier, personal . communication.). In this first
data set, only rats killed at doses lower than 100 cfu (susceptible
individuals) and rats surviving at doses higher than 10° cfu
(resistant individuals) were included in the analyses. The data set
included 40 rats from six highland populations (Fig. 1): ATO (three
resistant (r)/one susceptible (s)), AIM (2 /2 s), AIT (41/6s), ANT
(1r/45s), MAN (7 r/3 s) and MOR (51/2 s).

The second data set (E2, N = 53) concerned individuals from one
locality of the highlands (Inanantonana, INA, Fig. 1) challenged
with 10° cfu. This allowed us to compare 10° cfu-resistant
individuals (those that have survived) against the others. Based
on the preliminary experiments, this would allow a comparison
between the bottom 50% and the top 50% of animals in terms of
resistance. The third data set (E3, N=60) also involved rats from
Inanantonana, but sampled six months later and challenged with
100 cfu. This allowed a comparison of 100 cfu-susceptible indivi-
duals against the others. As expected from previous experiments,
in the second data set, approximately 50% (70/146) of animals
survived a challenge of 10° cfu, and in the third data set about 80%
(67/82) of animals survived a challenge of 100 cfu (C. Tollenaere,
personal communication.). Thus, within the plague focus, approxi-
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Fig. 1. Localization of sampling sites in Madagascar. Each site is located by a black triangle: Ambalatenona (ALA), Ambatosoratra (ATO), Ambohimanambola (AIM),
Ambohitseheno (AIT), Antahobe (ANT), Brickaville (BRI), Ihosy (IHO), Inanantonana (INA), Maevatanana (MAE), Mahatsinjo (MAH), Mangarano (MAN), Miandrivazo (MIA),
Morarano Gara (MOR), Tsarasambo (TSO), Tsarasaotra (TSA). Locations used for individual plague challenges are indicated with E1, E2 and E3 (first, second and third data set

respectively). Locations used for allelic frequency comparisons have their respective sample sizes indicated in brackets. The plague focus area is surrounded with a dashed
line.
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mately 20% of animals are susceptible to 100 cfu, compared to
nearly all animals from plague-free areas (C. Tollenaere, personal
communication.).

2.3. Populations used for comparing allelic frequencies

In order to compare the CCR5 allele frequencies in plague focus
and plague-free areas, twelve populations were considered. Six
populations were from the low altitude region: Ambalatenona
(ALA), Brickaville (BRI), IThosy (IHO), Maevatanana (MAE), Mian-
drivazo (MIA), Tsarasambo (TSO); and six populations were from
the central highlands: Ambohimanambola (AIM), Ambohitseheno
(AIT), Antahobe (ANT), Mahatsinjo (MAH), Mangarano (MAN),
Tsarasaotra (TSA), Fig. 1. Five of these populations were sampled in
1999-2000 (ALA, MAE, IHO, TSA, MAH) and seven were sampled in
2006-2007 (AIM, AIT, ANT, BRI, MAN, MIA, TSO).

2.4. DNA extraction and amplification of the CCR5 gene

Genomic DNA was extracted from rat tissue using DNeasy®
Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Germany), according to the manufac-
turer’s instructions, with two final elutions of 50 pl.

Primers were designed from a Rattus norvegicus sequence from
GenBank (NM_053960)The forward-primer sequence is 5'-
CCATCTCTGACCTGCTCTTC-3/, and the reverse-primer sequence
is 5-AACTTCCTGTTCTCCTGTGG-3'. The resulting Polymerase
Chain Reaction (PCR) product is 827 bp of the total gene, of about
2500 bp (75% of 1056 bp coding region). The amplified sequence
contained the region of the human deletion present in the CCR5-
A32 allele. PCR was conducted with a total volume of 20 pL
containing 0.4 wM of each primer, 100 WM dNTP, 0.1U Taq
polymerase (Qiagen) in appropriate 1x PCR buffer, and 2 wL DNA
1/10 diluted. The PCR program began with initial denaturation
(3 min, 94 °C), followed by 35 cycles of: denaturation (30's, 92 °C),
hybridization (45 s, 58 °C) and elongation (1 min, 72 °C), and ended
by a final extension (10 min, 72 °C).

2.5. Polymorphism characterization

Fourteen PCR products (three from AIM locality, two from BRI,
MAN and MOR and one from ALA, ATO, IHO, MAE and MIA, Fig. 1)
were sent for sequencing to Genoscreen (Lille, France). Sequencing
results revealed a unique substitution (A-G) at 630 bp (GenBank
sequence NM_053960); hereafter, the polymorphism will be
referred to as the A allele or the G allele. This substitution was
then characterized in all individuals by the restriction enzyme,
Rsal, which specifically cuts the fragment containing the G allele.
Digestions were conducted at 37 °C for four hours with a 10 pL
volume, containing 5 wL PCR product, 1 g BSA, and 5 U Rsal
enzyme (Promega) in appropriate 1x buffer C (Promega). Digestion
products were resolved in a 1.5% agarose gel. Homozygous
individuals for the A allele presented two bands: 600and
150 bp; homozygous individuals for the G allele presented three
bands at 400, 170 and 150 bp (the last two appearing as a doublet);
and heterozygote individuals presented five bands, three of which
could be detected.

2.6. Data analysis

The association between phenotype and genotype in the plague
infection experiments was investigated independently for each
experiment using 2 x 2 contingency tables. G allele was found at
low frequency and therefore G homozygotes were very few. Thus, a
recessive effect of the G allele could not be investigated because of
low statistical power and we tested for a dominant effect of G allele

on plague susceptibility. The first factor is the phenotype (resistant
or susceptible), as revealed by plague challenges, and the second is
the presence/absence of the G allele. Relative risks (RR) were
estimated as described by Haldane (1956). Two-tailed Fisher exact
tests were performed for each experiment. We finally combined
the results of the three different experiments using Fisher’s
method (Fisher, 1948).

Allelic frequencies at the CCR5 gene were estimated within
populations using GENETIX software (Belkhir et al., 1996-2004).
Inbreeding coefficients (Fis) were also estimated and an exact test
of Hardy—Weinberg equilibrium was performed in each population
using the Markov chain methods implemented in GENEPOP 3.3
(Raymond and Rousset, 1995). We then performed analysis of
molecular variance (AMOVA) using ARLEQUIN version 3.0 software
(Excoffier et al., 2005). This analysis was conducted at three
hierarchical levels of population’s subdivision: among plague focus
defined groups (populations inside/outside the plague focus),
among populations within groups, and within populations.
The significance of these parameters was estimated by 10,000
permutations. As the G allele frequency may vary substantially
over the sampling period, we made sure that our results were not
an artefact of sampling date by performing AMOVA separately for
each of the sampling sessions (1999-2000 and 2006-2007).

3. Results and discussion
3.1. The CCR5 polymorphism in Malagasy black rat

The only polymorphic site identified in the 827 bp sequence of
the CCR5 gene was non-synonymous. It resulted in an Arginine
(R)-Histidine (H) substitution at position 184 in the protein
(H184R). This is not surprising considering that most mutations
described in the human CCR5 gene are also non-synonymous (13 of
16), a pattern which was attributed to past selection (Carrington
et al,, 1997). This substitution is located at a variable position
(Carmo et al., 2006), differing between humans (NM000579), Mus
musculus (AF022990) and R. norvegicus (NM05360).

Comparison with the human protein (Opperman, 2004)
revealed that this substitution affects an amino acid located in
the second extracellular loop, which seems to be the unique
domain involved in chemokine binding (Wu et al., 1997; Zhou
et al.,, 2000). Moreover, site-directed mutagenesis in humans
revealed that position 184 influences RANTES fixation (Dragic
etal., 1998). Although both amino acids R and H belong to the same
functional family of dibasic amino acids, various studies showed
that this change could have high functional significance (e.g., in
severe insulin resistance: Nakashima et al., 1995, or language
disorder: Lai et al, 2001). Although proving the functional
significance of this substitution would require physiological or
biochemical studies in this model, the literature shows that
functional significance of the substitution H184R is likely.

3.2. The CCR5 polymorphism between resistant/susceptible rats

Results of plague challenges are reported in Table 1. In the first
data set (E1), the relatively resistant category of individuals (top 50%
of animals, in terms of resistance) presented the G allele significantly
more often than susceptible individuals (bottom 20% of animals in
terms of resistance; RR =4.839, p =0.027). In the second data set
(E2), the same tendency towards an excess of the G allele in
relatively resistant animals (top 50%) compared to more susceptible
animals (bottom 50%) was observed, although the difference was
not significant (RR = 2.617, p = 0.148). In the third data set (E3), the
comparison was between the most susceptible 20% and the
remaining 80% of animals. Here we found no difference between
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Table 1
Individual comparisons of CCR5 genotypes for plague-challenged animals

CCR5 genotype

AA AG GG RR D
E1,N=40 Resistant 9(40.9%) 13(59.1%) 0(0%)  4.839 0.027
Susceptible 14 (77.8%) 3 (16.7%) 1 (5.6%)
E2, N=53 Resistant 15 (55.6%) 10 (37.0%) 2 (7.4%) 2.617 0.148
Others 20(76.9%)  6(23.1%) 0 (0%)
E3,N=60 Others 36 (80.0%)  7(15.6%) 2(44%) 1 1
Susceptible 12 (80.0%) 2 (13.3%) 1 (6.7%)

We considered animals that survived at doses higher than 10° cfu to be resistant
and animals that died at doses lower than 100 cfu to be susceptible. In the first
experiment (E1), we used these two thresholds, whereas in the second (E2) and the
third (E3) we only used one threshold (10° cfu for E2 and 100 cfu for E3). N is the
number of rats screened in each experiment. The number in each cell indicates
sample size, and frequencies are in brackets.

As only six individuals had a GG genotype, a recessive effect of G allele on plague
susceptibility could not be investigated, and we tested for an effect from G allele
presence/absence on the plague phenotype. RR: relative risk associated with the
presence (genotype AG and GG)/absence (genotype AA) of G allele, estimated as
described by Haldane (1956); p: p-values associated with Fisher exact test two-
tailed for the presence/absence of G allele.

the two groups (RR = 1). The Fisher’s method was used to combine
the probabilities of the three experiments and revealed only
marginal significance (chi?=11.045, p=0.087). The fact that
significant results were only found in the first experiment (E1)
could be due to the use of two thresholds, whereas the two other
experiments compared only one category (resistant in E2 and
susceptible in E3) against a heterogeneous pool of other individuals.
Although further confirmation is needed, our results suggest a
possible association between the presence/absence of G allele with
individual plague resistance, with a dominant effect of G allele to A
allele.

Studies on the impact of the CCR5 genotype on susceptibility to
plague have already given ambiguous results in laboratory mice
(Elvin et al., 2004; Styer et al., 2007). This study is, to our knowledge,
the first to investigate the association between CCR5 variability and
plague resistance in wild rodents. Most of the variability related to
exposure was removed by challenging animals instead of comparing
wild infected and healthy rats (i.e., common garden experiment,
Little,2002),as is often done in disease studies of both human (Cooke
and Hill, 2001) and animal populations (e.g., Meyer-Lucht and
Sommer, 2005). However, although rats were housed in controlled
conditions, as rats came from natural populations and were not
inbred, individual differences could also be due to other genetic and
non-genetic factors such as immune and physiological status (Gage
and Kosoy, 2005). Studying the CCR5 polymorphism in rat lineages
differing in plague susceptibility would eliminate this individual
history and would help confirm the possible involvement of CCR5 in
plague resistance.

3.3. The CCR5 polymorphism between plague focus/plague-free areas

Twelve populations (378 individuals, see Fig. 1 for population
size) were genotyped for the CCR5 substitution. All populations
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Fig. 2. Boxplot representation of G allele frequencies split according to area: plague
focus (central highlands) and plague-free zone (low-altitude zone). Medians are
plotted for each zone. Boxes contain 75% of observations and error bars contain the
more extreme values.

exhibited Hardy-Weinberg equilibrium at this gene (—0.186 < Fs
< 0.216, p > 0.05).

Analysis of molecular variance revealed no significant differ-
entiation between the two groups, plague focus and plague-free
populations (p=0.164, Table 2). However, the proportion of
variance due to differences among groups was higher than the
one among populations within groups (Table 2). Moreover, as
expected from resistant/susceptible individual comparisons, the
mean value for G allele frequencies was higher in the central
highlands (0.166 + 0.057) compared to the low altitude region
(0.127 £ 0.035; Fig. 2). This result, although insignificant, showed a
tendency for a higher G allele frequency in the plague focus area
compared to the plague-free area, and was also found after analysing
each sampling session independently. Although weakly supported,
these results are concordant with the CCR5 polymorphism influen-
cing plague resistance.

G allele frequencies were quite low in each population
(between 9.7 and 21.2%). Considering that this allele may be
associated with a beneficial effect of plague resistance, this low
frequency could result from the evolutionary cost of this allele. In
accordance with this hypothesis, spatial variability of G allele
frequencies was important, particularly in the central highlands
and even at a local scale (ANT, 9.7% G allele, and AIM, 21.2%, were
only separated by about 20 km). This could be the result of
variability in population history of exposure to plague. Indeed,

Table 2
Analyses of molecular variance (AMOVA) in black rat populations

df Variance component Percentage of variation p-Value Statistics
Among groups 1 0.0004 0.33 0.164 @cr=0.0033
Among populations within groups 10 0.0002 0.12 0.186 Dsc=0.0013
Within populations 744 0.1251 99.54 0.231 D5t =0.0046

The two groups consisted of populations from the central highlands area (plague focus) and those from low altitude zone (plague-free).
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rodent plague epidemics may be very local, as seroprevalence
levels show high variability at a local scale (from 0 to 50%
seroprevalence in villages separated by up to 12 km, Dromigny,
1997). Neutral evolutionary forces (migration and drift) may also
be important in driving CCR5 variation patterns. Analyses of
neutral markers (microsatellites) showed that Malagasy black rat
populations could be genetically differentiated on a relatively
small spatial scale (Gilabert et al., 2007). In this way, studying CCR5
allelic frequencies in R. rattus populations on a smaller scale, with
regard to plague circulation indicators (such as seroprevalence),
could be useful to further investigate the impact of CCR5
polymorphism on plague resistance.

4. Conclusion

Since plague is widespread in rodent reservoirs, it cannot be
eradicated and therefore, understanding the dynamics of these
wildlife reservoirs is critical (Stenseth et al., 2008). Although other
pathogens (especially smallpox) now seem more likely than plague
to be responsible for historical selection pressures on human
CCR5-A32 (Cohn and Weaver, 2006), the CCR5 gene could play a
role in plague immunity, especially in animal reservoirs. Indeed,
Elvin et al. (2004) showed that macrophage uptake of mice is
affected by the CCR5 mutation. In our study, one allele, which
affects the CCR5 amino acid sequence, seems to be more prevalent
in resistant than in susceptible individuals. We therefore expected
higher frequencies of this allele in plague focus than in plague-free
areas. This tendency was found, although results were statistically
insignificant. Consequently, although remaining to be confirmed, a
role for this CCR5 polymorphism in plague resistance of natural
populations of R. rattus in Madagascar cannot be ruled out.
However, CCR5 would probably be a minor gene contributing to a
polygenic determined resistance, the more frequent genetic basis
for susceptibility to infectious diseases (Woolhouse et al., 2002).
Determining the other plague resistance genetic determinants in
Malagasy black rats is now essential to provide a better under-
standing of plague repartition, dynamics and evolution.
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ABSTRACT

The black rat Rattus rattuy is the main reservoir of plagu¥drsinia pestisnfection) in Madagascar’s rural
zones. This species is highly resistant to plagithinvthe plague focus (central highland) whereassi
susceptible where the disease is absent (lowadtinone). We aimed at determining genetic markesscated
with plague resistance in this species, in orddyeiter understand plague wildlife circulation dadt evolution

in response to a highly virulent pathogen.

To this purpose, we used 249 AFLP markers and combpopulation genomics and association study in
MalagasyR. rattus First, simulated distributions of genetic diffetiation were compared to observed data in
four pairs of one population from plague focus ané from plague-free zone. We found 22 loci witghter
differentiation in at least two independent pogolaipairs, or with significant combined p-valuespthe four
pairs. Among the 22 outlier loci, 14 presented ificgnt association with the zone (plague fogaplague-free
zone). Population genetic structure inferred framtlier loci differed from the one from neutral loGecond,
phenotype association study revealed that twoe@®Rthloci were involved in differentiation betwedying and

surviving rats following experimental plague chade.

The outlier loci identified in this study are caraliel for undergoing plague selective pressure. Eurth
investigation would involve localization of the AFLRarker in the genome and investigation of neighingu
candidate immune genes, which would both be fatdlit by the phylogenetic proximity of the modelcesR.

norvegicus

Keyword: Adaptation genetics; Association study; Diseasestasce; Pathogen-mediated selection; Population

genomicsiyersinia pestis

INTRODUCTION

Understanding the genetic basis of adaptation kesya
been a key question of evolutionary biology (Eleg&
Sheldon 2008; Orr 2005). Population genomics (Bletci.
2001; Luikartet al.2003) now offers opportunity to address
this issue by separating locus-specific effectmfgenome-
wide demographic effects (Cavalli-Sforza 1966). Loci
under natural selection are expected to presentehig
genetic differentiation than neutral loci betwe@pplations
suffering different selective environments (Beaumont
2005). Population genome scans were thus recently
performed in various wild species (see Neasihl. 2009 for
a review) in order to detect genetic markers aasediwith
selective pressure such as altitude (Boetinal. 2006) or
pollution (Williams & Oleksiak 2008), with phenotigp
differences (Herrera & Bazaga 2008), or with botapie
phenotypic change and selective pressure: seexéonme
ecomorphs of Littorina associated with microhabitats
(Wilding et al. 2001), ecotypes o€oregonusvarying in
depth habitat (Campbell & Bernatchez 2004) or ovijpms
behaviour association with resistance to crop imtatn
Diabrotica (Miller et al. 2007). In some cases, the validity
of population genomics approach was confirmed by th
collocation of identified loci with quantitative it loci
(QTL) (Campbell & Bernatchez 2004, Via & West, 2008)
or by individual-based phenotype association stifistorz
2005, see for example Gagnaist al, 2009). AFLP
markers (Amplified Fragment Length Polymorphism)
(Blearset al. 1998; Voset al. 1995) are generally used for
such genomic studies of hon-model species becdute o
possibility they offer to develop an unlimited nuenbof
loci without any knowledge of the species genontwith
a limited cost (Meudt & Clarke 2007).

To our knowledge, AFLP genome scans have never been
applied to detect genetic markers associated veithggen
resistance in host populations. However, parasisesact
as strong selective pressure on their hosts, neguilb
strikingly rapid evolutionary changes (Altizet al. 2003;
see for example Miller & Vincent 2008). Consequently
genes involved in immune defence revealed to lmngly
affected by natural selection (see for exampleddiett al.
2005; Lazzaro 2008; Piertney & Oliver 2006).
Investigating the genetic basis of host resistarice
susceptibility has scientific interest for our urstanding
of the parasite’s role in host evolution, and intaot health
applications in the context of emerging and re-eymer
diseases. Host resistance to infectious diseasasuially
considered as a highly polygenic trait (Hill 20(orci et
al. 1997). However, QTL studies in animals usually
identified a few major loci (Wilfert & Schmid-Hempe
2008). Although main studies dealing with host-pgtn
interaction genetics in natural populations focusedthe
Major histocompatibility complex (MHC), it is now
believed that MHC is not enough to understand wédli
immunogenetics (Acevedo-Whitehouse & Cunningham
2006). In the context of pathogen resistance, AGeRome
scan thus seems a relevant approach to identifglidate
genes, at the genome scale and with no need oio& pr
knowledge about host defence mechanisms.

Plague Yersinia pestisinfection) is among the most
virulent known pathogen for humans and susceptible
rodents (Stensetlet al. 2008) and its epidemics may
consequently act as very strong selective pressorés
hosts (for example Hansoet al. 2007; Thomaset al.
1988). The black raRattus rattuyis the main reservoir of
the disease in Madagascar (Brygoo 1966; Duplaetiex.



2003), where hundreds of human cases are stillrtexpho
each year (WHO 2003). This species is usually clemset

to be highly susceptible to plague (Denetsal. 1999; e.g.

in Hawai, Quanet al. 1965). However, Rahalisoet al.
(2003) and Tollenaeret al. (pers. obs.) showed th&.
rattus populations from Malagasy plague focus (central
highlands of the country, above 800 meters) arehnmuare
resistant than black rat populations from plagee-frone
(difference 1000 fold in the lethal dose for 50%
individuals). This resistance is transmitted toolaory-
borne descendants (Rahalisost al. 2003). Plague
resistance variability irR. rattus populations could have
high impact on plague wildlife circulation as th@ortion

of susceptible / resistant individuals to plague an
population characterizes the role this populatian play in
transmission / maintenance of plague (Biggins & Koso
2001; Gage & Kosoy 2005). Besides its theoretiotdrest

of how parasites shape genetic variation of theaisth
determining genetic markers associated with plague
resistance would thus also be a step towards arbett
understanding of plague circulation in Malagasyfc

Although a plague resistance locus was identifiétiio/
the MHC region in mice strains (Turnest al. 2008),
nothing ensure that the same locus would be inglitén
different species (Wilfert & Schmid-Hempel 2008).
Moreover, detailed mechanisms of host resistano®ire
poorly understood (Turneat al.2008) and have never been
studied in MalagasyR. rattus making hazardous the
definition of candidate genes (but see Tollenaetreal.
2008, on CCR5 candidate gene). On the other hand, this
context appears highly relevant for a populationageics
approach as (1) the selective pressure (plaguastiyds
identified and strong (2) adaptive phenotypic cleang
(plague resistance) is characterized (3) the dusiEecies
diverged recently from the model speci@s norvegicus
(about 2.9 Myr, Robinset al. 2008) so that genomic
resources would allow relatively easy identificatiof
AFLP markers (Storz & Hoekstra 2007; Ellegren &
Sheldon 2008).

The goal of this study is thus to identify markers
potentially associated with plague resistance italftasyR.
rattus populations using an AFLP genome scan. To this
purpose, we sampled independent natural populathuats
inhabit environments with contrasting or similatestive
pressures (see also Williams & Oleksiak 2008): fpairs
of one population located in the plague focus (ent
highlands of Madagascar) and one population lociatée
plague-free zone (low altitude zone of the islamdre
analysed. We also investigated associations betwé&&®r
markers and phenotypic variation inside the plafposis:
two dataset of experimentally plague challengedviddals
comparing rats that died to surviving individualeres
analysed.

MATERIALSAND METHODS
Sampling

Black rats were sampled between April 2006 and Jgnua
2009 in eight sites of Madagascar (Fig. 1): fourthe
central highlands (plague focus, Ambohitseheno, ,AlT
1415m, Antahobe, ANT, 1200m, Inanantonana, INA,
1268m and Morarano-Gare, MOR, 906m) and four in the
low altitude zone (plague-free zone, Ankotrofot&\K,
85m, Brickaville, BRI, 12m, Miandrivazo, MIA, 72m, and
Tsarasambo, TSO, 15m). It resulted in four pairoé
population from plague focus and one populatiormfro
plague-free zone distant (Fig. 1): two pairs in Hast of the
island: E1 (AIT-TSO, distant from 138.1kms) and (BRI-

MOR, 85.0 kms), and two pairs in the West: W1 (ANK-
ANT, 122.8kms) and W2 (INA-MIA, 123.6kms). The
geographic distribution of population pairs acr&sst and
West sides of Madagascar was chosen to disentangle
correlated effects of plague presence/absence #met o
potential selective factors (see details in theuwdision), as
low altitude East and West Malagasy zones present
different environmental conditions (Jury 2003).

At least 25 rats were trapped in each site using-wi
meshed and Sherman traps set in houses and outdoor.
Caught animals were euthanized by cervical dislonatir
bred for other experiments. Tissues (ear, tail inge)
were kept in 95° ethanol for genetic analyses.

Laboratory procedures

Total DNA was extracted using the DNeasy® Tissue Ki
(Qiagen, Hilden, Germany), following the manufaster
instructions adapted to rodent tails and animadugs.
DNA was finally eluted in 100uL of elution buffeRNA
concentration was estimated by a fluorimetric
guantification of dsDNA using the Picogreen Kit
(Molecular Probes, Invitrogen, UK).

Restriction enzymesEcoRl and Taql were used
following the protocol described in Ajmone-Marsanal.
(1997). Briefly, 350ng of DNA was first incubatedtivis
units Tagl (Promega, Madison, USA) 2h at 65°C. Then the
product was incubated with 5 uniEgoRI(Promega) 1h at
37°C. Last, the solution was incubated 3h at 37°@ Wi
unit DNA ligase (Promega) aritaql (50pmol) ancEcoRI
(5pmol) adapters. All the reactions are performeeach
enzyme buffer and with bovine serum albumine (BSA)
according to the manufacter's instructions. DNA was
diluted 1:10 in water after digestions and ligatidre-
selective PCR was then performed using primers E*A (5
GACTGCGTACCAATTCA- 3) and T-A (5
GATGAGTCCTGACCGAA- 3'). Last, amplified DNA
was diluted 1: 20 before performing selective P@&ing
ten different primer pairs (Table 1). Amplified draents
were detected using automated Prism 3130XL sequence
(Applied Biosystems).

AFLP scoring

Electrophoresis reading was performed using
GeneMapper 3.7 software (Applied Biosystems). The
choice and scoring of markers is a critical poifittlee
AFLP procedure (Bonirt al. 2005). As genotyping errors
are more frequent for small fragments (Megeal. 2009),
peaks were scored between 60 and 520pb. We these cho
loci using two criteria: polymorphism (band preserar
band absence in at least two individuals) and tgleof
reading (clear threshold between presence / absenteo
peak superposition). To ensure quality of the {@tain et
al. 2004; Pompanoet al. 2005), 16 individuals (6.7 % of
total individuals) were genotyped twice since tkeaction
step. The error rate was estimated to 0.63 % (&Feout
of 3984 comparisons).

Outlier detection simulations

For each pair of population analysed, we estimated
genetic differentiation (&) using AFLP-surv 1.0 software
(Vekemans, 2002). Significance of;Fwas assessed using
TFPGA (Tools For Population Genetic Analyses) \8 1.
software (Mark Miller 1997, available at
http://www.marksgeneticsoftware.net/).

We used two programs allowing the detection of lyigh
differentiated loci compared to the whole dataset
(Beaumont 2005). Each approach was applied to the fo



independent comparisons of “plague-focus” and “péag
free” population: E1 (AIT / TSO), W1 (ANK / ANT), E
(BRI / MOR) and W2 (INA / MIA). This sampling design,
comparing independent population pairs, was orllyina
recommended by Tsakas & Krimbas (1976) (see also
Vitalis et al.2001).

First, we used the progranbetSelD (available at
http://www.ecoanthropologie.cnrs.fr/spip.php?aet889), a
new version of theDetSel software (Vitaliset al. 2001;
Vitalis et al. 2003) dealing with dominant markers such as
AFLP (Midamegbeet al. submitted). DetSelD performs
coalescent simulations using a pure divergence Mmode
where an ancestral population suffers a bottlemexkthen
split into two isolated populations. The null distition was
obtained using 20 combinations of nuisance paramete
values: we allowed variations in the ancestral petmn
size (Ne = 18 1¢%, 1 and 16 individuals) and divergence
time (t = 50, 100, 500, 1000 and 5000 generationsgreas
the bottleneck duration was set to one generatiuh the
population size after bottleneck was 1/10 of theeatral
population size. For each pairwise comparison aach e
nuisance parameter set, 100 000 simulations were
performed.

Second, we usedDFdist program (available at
http://www.rubic.rdg.ac.uk/~mab/stuff/), an extensifor
dominant markers of the origingtist program (Beaumont
& Nichols 1996). DFdist first estimates genetic
differentiation (ky) for each locus using Zhivotovsky
(1999)’s Bayesian method to estimate allelic freqies
This empirical distribution allows the estimatiori the
global estimation of “neutral” population differéation as
the trimmed (30% highest and lowes} Walues removed)
mean k&t (recommended by Beaumont & Balding 2004).
This global Kt is then used to perform 50 000 simulations
following an island model (2 demes).

For both programs, we used a threshold of 5%,
recommended in the case of (1) dominant markerstwhi
are less informative than codominant ones and €Pegies
closely related to a model species because thieudiff in
identifying outliers could be lower (Foll & Gaggib2008).

Classification and analyses of outliers

P values obtained for the four independent compasiso
were combined following Fisher's method (Fisher 804
[Some DFdist p-values were equal to zero and we
conservatively changed them to 0.0001 so that tleepot
influence Fisher's p-values more than they couMje
considered as outlier loci those that, for at lease
detection programOFdist or DetselD approach), (1) were
detected as outlier in at least two independentpeoivons
at the threshold 5%, i.e. “repeated outliers” o} (&d
Fisher's combined p-values lower than 1%, i.e. “borad
outliers”. Indeed, (1) the repetition of outlierteetion in
various comparison is widely used (Storz 2005; f®e
example Boniret al.2006), as replicated divergence across
population pairs is unlikely to arise via nonsdieefactors
such as type | error, genetic drift, or mutatiote neariation
(Nosil et al. 2009). Whereas various studies considered
outliers repeated in non-independent comparisoms (f
example Nosikt al.2008), we only considered repetition in
independent comparison. Moreover (2) combining Ipes
is another way recently used (Meyest al. 2009;
Midamegbeet al. submitted) as it could detect some loci
presenting p-values closed to the threshold in ousri
comparison which appear good candidates but wotsi’
detected by the other method.

For each outlier locus, we tested for associatietvben
the presence / absence of the peak and plague lagee
focus or plague-free zone. To this purpose, weopadd
Fisher's exact tests using R software (Ilhaka & Gendn
1996). This method is favoured because it allowsets
independence between two binary variables in tise cd
low sample size, which may occur here for loci with
extreme peak frequency. Sequential Bonferroni praeed
(Rice 1989) was used to correct for multiple testing

Proportion of outlier loci in each primer pair
combination were tested for homogeneity usiidest as
various studies reported non-random repartitioroutfier
loci among primer combinations (Campbell & Bernaiche
2004; Herrera & Bazaga 2008).

Genetic structure compared between neutral and aartli
dataset

Genetic structures were compared between the theutra
dataset, the outlier dataset and a subset of thkerou
dataset comprising only the outlier loci with siggant
association with the zone (plague focus plague-free
zone).

For each set of markers, analyses of Molecularaviag
(AMOVA) were conducted using Arlequin v.3.01
(Excoffier et al.2005) on populations grouped into the two
zones (plague focues plague-free zone), or alternatively
grouped into the longitude location (EasWest, Fig. 1).

We also generated 1000 bootstrapped Nei's distances
using AFLP-surv software. Neighbor-joining treesreve
constructed with Neighbor and Consense programsrwith
the package Phylip v.3.2. (Felsenstein 2004, availan
http://evolution.gs.washington.edu/phylip.hyml

Genotyping and analysis of plague challenged indivals

Two dataset consisting of plague-challenged indiaigl
were also analysed for AFLP markers using the same
genotyping protocol. Plague challenge protocolatailed
in Tollenaereet al. (2008). Briefly, the same strain of
Yersinia pestisvas injected subcutaneously to wild-caught
animals (from villages close to INA locality, Fitj) which
did not present plague-specific antibodies (supppéegue
naive). The dose of bacteria injected was 100 cfiofy
forming units) which kills all animals from low-#&lide
zone, or 18cfu, which is the LB, (Lethal Dose for 50% of
individuals) of rats from plague focus (Rahalisen al.
2003). Animals were followed 18 days post-inocwaiati
Dead animals were tested for plague specific antige
assess that plague was the cause of death andisgrvi
animals were tested for plague antibodies to vettify
inoculation success.

The ‘high dose’ dataset consisted in 54 animals
inoculated with 1®cfu of Yersinia pestimmong which 27
rats survived and 27 rats died from plague. The ‘timse’
dataset considered 49 animals inoculated with ¥QC0ot
Yersinia pestimmong which 35 rats survived and 14 died.
Among the 249 AFLP markers, 226 were polymorphic
within the ‘high dose’ dataset and 223 for the ‘ldase’
experiment. For each dataset and for each AFLP enark
Fisher's exact tests were performed to test foo@aton
between the binary variable “plague challenge isédieng
or surviving) and the presence/absence of the hasidg
the R software (lhaka & Gentleman 1996). Sequential
Bonferroni procedure (Rice 1989) was used to corfi@ct
multiple testing. Relative risks (RR) were calculated
following Haldane (1956). Fisher's method (Fish&48)
was used to combine p-values over the two expetsnen



RESULTS

A total of 239 individuals (29.9 + 2.4 individualsy
population, see details in Fig. 1) were genotypad249
polymorphic loci (24.9 + 9.1 loci by primer paieesdetails
in Table 1). All individuals exhibited unique AFLgRofiles.
AFLP loci are named by the primer pair code (selaldd)
and the fragment length.

Outlier detection

Global Rt used for DFdist simulations in each
population pair are reported in the Table 2. For E2
comparison, the trimmed meagfestimated from data was
slightly negative (Er = -0.00033). As & cannot be zero in
DFdist program, we used 0.005 as conservative global F
(see also Milleret al. 2007). For each comparison of
plague-focuws plague-free population, at the 5% level, we
detected 14.8 + 2.6 (resp. 3.8 + 1.3 at the 1%l)dvei
using DetSelDand 15.3 + 5.3 (resp. 5.3 + 2.1 at the 1%
level) usingDFdist (Fig. 2).

Results of zone-specific outlier detection are regabin
Table 3. Twelve loci were detected in at least two
independent comparison usiibgetSelDwhereas there was
seven usindFdist (three loci common to both programs).
15 loci had significant p-values (<0.01) combinDegtSelD
p-values whereas they were ten combiridiedist p-values
(eight loci common to both programs). Finally, when
pooling the different detection method, we obtainezbt of
22 outlier loci (Table 3). Three of those 22 locera
detected in the four method used (each program and
“repeated” or “combining” method): A121, D466 and
Y222. Ten of the 22 loci were detected both in one
population pair from the eastern populations (EE®y and
one pair from the western populations (W1 or Way, dt
least one software (Table 3).

Outlier's analysis

Association with the variable “zone” (plague focos
plague free zone) was found (p-value < 0.05) folot4out
of 22 after Bonferroni correction (Table 3). Amotige
three loci detected as outlier using the four deiac
methods, two had significant association with thenez
(A121 and Y222, Table 3).

Proportion of outlier loci in the ten primer comaiions
varied between 0 (combination N) and 18.5 % (comuiodm
D) (mean: 9.2 + 6.0%). No significant difference time
proportion of outlier loci was found between then te
combinations)® = 9.11,p = 0.43).

Compared genetic structure between neutral and aartli
datasets

We compared genetic structure for the neutral éatas
(227 loci), for the outlier dataset (22 loci) armd the outlier
subdataset with association with the “zone” sigaifit after
Bonferroni correction (14 loci).

AMOVASs (Table 4) revealed that the majority of géoe
variance could be attributed to within populatiariability
whatever the dataset considered. The distinctidaesn
zones (plague focuss plague-free zone) was significant for
outlier datasets only. The proportion of geneticiarzce
attributed to the zone was 5.4% in the dataseRadilier
loci and of 9.2% in the subdataset of 14 outliei.l®n the
other hand, the distinction between longitude liocet
(East vs West) was significant for neutral loci only
(explaining 1.45% of variation).

Neighbor-joining tree for neutral dataset (227 )oci
grouped populations according to geography (Fig. Ba
differed from the population tree obtained withl@utloci

(22 loci) and the subset of outlier loci (14 lodi), which
populations clustered together according to thedation
inside or outside the plague focus (Fig. 3b and 3c)

Analysis of plague challenged individuals

Two outlier AFLP markers revealed significant (at<
0.05, but not after correction for multiple tesdirfgr the
‘high dose’ dataset: B40® & 0.010) and D466p(= 0.013)
(Table 5). No outlier locus revealed significant fioe ‘low
dose’ dataset. However, for both marker the diffeee
observed for the first dataset had the same tegdente
second (peak presence associated with death foB B40
whereas the opposite was found for D466) and Fsher
combined p-values were lower than 0.05 (Table 5).

One non-outlier locus was associat@d<(0.05) with the
issue of plague challenge in the ‘high dose’ datéB&67,

p = 0.002) and six in the ‘low dose’ (J220,= 0.019;
U434,p = 0.021; W162p = 0.025; Y163p= 0.042; U305,

p = 0.044; N221p = 0.048). Two markers had significant
combined p-values: B167p(= 0.007) and B172p( =
0.045). We noticed that, through the populationogeics
approach, no evidence of selection was evidencethen
locus B167, whereas the locus B172 was outlier in the
population pair E1 when usin@etSelD program (and
combined p-value over the four pairs usiDgtSelDwas
0.055).

DISCUSSION

Zoonotic diseases such as plague could never be
eradicated though vaccination measures, and coestgu
understanding evolutionary ecology of such wildlife
disease appears decisive (Dasetfl.2000; Stensetht al.
2008). In this study, we investigated plague rasice
genetics in Malagasy natural populations of iteresir,
Rattus rattus using a population genomics approach
combined to a phenotype association study.
The genetic markers considered are 249 AFLP loke T
number of markers analysed in this study was doke
compared to other AFLP genome scans of non-model
organisms [between 254 (Jungh al. 2006) to 820 loci
(Meyer et al. 2009)]. If randomly distributed in the
genome, our markers would be distant from aboumb?2
However, the molecular biology effort was sensidewe
screened ten primer combinations when many previous
studies analysed fewer (see for example, five pripaérs
used by Wildinget al. 2001 or by Williams & Oleksiak
2008). Relatively few loci per primer pair were colesed
because we only chose high quality markers (clear
presence/absence of the peak) and because AFLikegrof
were very similar betweeR. rattusindividuals: only about
35 % of the observed bands were polymorphic. Tdws |
level of polymorphism of Malagasi. rattuspopulations
was already noticed on mitochondrial sequences (no
polymorphism within theytochrome pbTollenaereet al.in
press) and certainly results from the introductafnthe
black rat in Madagascar, following human migrat&ofew
thousands years ago.
As working on anonymous AFLP markers, probably
located in non-coding DNA, we did not expect torfdu
loci under direct natural selection but loci undeng
hitchhiking selection (Schlotterer 2003). Hitchimiggi can
extend a considerable distance from the selectedslo
(Charlesworthet al. 1997; Via & West 2008). Its intensity
depends of the ratio of the strength of selectind the
recombination rate (Andolfatto, 2001). In our casepuld
be strong, as we expect a recent and strong selesstieep
consequently to the high fatality rate of plaguenmive



rodent populations. Alternatively, higtsr values can result
from other mechanisms such as hitchhiking in stmect
populations (Fauret al. 2008) or founder effect (Excoffier
& Ray 2008).

Sampling design involved four independent pairs of
populations experiencing different selective pressu
Neutral genetic differentiation between populatipairs
was low, especially in the population pair E2, kattthe
possibility to detect positively selected loci (g Fsy) is
maximized (Beaumont 2005). On the other hand,
demographic histories of Malaga®y. rattus populations
may not conform to demographic models used for
simulations. DetSelD uses a pure divergence model but
migration may connect sampled populationSFdist
includes migration by simulating a symmetrical rgla
model, but dissimilar population size and asymruoetri
migration rate may occur as the two zones diffethiair
catching rates (J.M. Duplantier unpublished obgeu
and genetic diversities (on mitochondrial sequences
Tollenaere et al. in press, and microsatellites:Béuat
unpublished data). Nevertheless, the statisticathous
used were shown to be relatively robust to depastfirom
demographic assumptions (Beaumont & Nichols 1996;
Vitalis et al. 2001). Moreover, the design used comparing
population pairs partly avoids problems associatgtth
heterogeneous demographic parameters (Tsakas &ksim
1976; Vitaliset al.2001).

We chose to consider as outlier loci those deteictet
least two population pairs, or which had significan
combined p-values for the four pairs for at lease o
simulation program ¥Fdist or DetSelD. This exhaustive
way to detect outlier was favoured because futtiheation
of AFLP markers should be relatively easy due te th
phylogenetic proximity of the fully sequenced spsdr.
norvegicus(Gibbset al. 2004). Indeed, they diverged about
2.9 Myr ago (Robingt al. 2008), the proportion of variable
sites between their mitochondrial genomes is 9.62 %
(estimated between oR. rattus Genbank Accession
number: EU273707, andR. norvegicusWistar strain,
Genbank Accession number: NC_001665.2) and
chromosome painting revealed complete homology and
synteny betweenR. rattus and R. norvegicusin 16
chromosomes out of 18 (Cavagetaal. 2002).

Using the detection method mentioned above, wedoun
22 loci candidate for zone-specific natural setecijout of
249 total, 8.8 %). Fourteen of these loci had $icpmt
association with plague zone. Both datasets ofessatloci
(22 or 14 loci) showed significant differentiatitr@tween
plague-free zone and plague focus, but the sulbdet oci
better explained genetic variance (9.5 % attribtitedone)
than the 22 outlier loci (5.4 %). On the other hatid
significant East-West geographical differentiatadmeutral
loci reflected higher gene flow levels among gepbieally
closed localities. However, and although associatidth
ecological factor was proposed as highly relevaniafFLP
studies (Boninet al. 2007; Holdereggeret al. 2008),
outliers loci which are not significantly assocthtevith
plague zone remain candidate for undergoing plague
selection (see below).

Under the hypothesis of a homogeneous selective
pressure among the whole plague focus, we expected
selected markers to be detected in all of the djoul pairs
investigated, but not any locus fulfil such reqments. We
chose the criteria of repetition of detection inledst two
pairs and identified two loci (A284 and C411) highly
differentiated in even three population pairs obitfaur
using DetSelD Various hypotheses may result in evidence

of selection only in some of the population pair
investigated and in outliers loci not significandgsociated
with plague zone. First, we cannot rule out thesjimlity

of convergent evolution towards plague resistange i
various populations of the Malagasy plague focus,
potentially involving different genetic basis resug in the
same resistance phenotype. For example, adaptive
melanism is controlled by different genes in two &ioan
populations of the rock pocket mice (Hoekstra & hNaan
2003) and various epistatic networks mediate susxkty

to infection by a trypanosome iBombus terrestrisin
Switzerland (Wilfert et al. 2007). Second, adaptation
through standing variation would lead to patterrfs o
polymorphisms different from the standard models of
adaptation through new mutation and to the assoniaff
functional polymorphisms with different alleles @bsely
linked loci (Teshimeet al, 2006; Barrett & Schluter 2008).
Third, if variability in Yersinia pestigxists in Madagascar,
coevolution may leads to variable resistance gendti the
host according to the locally present plague bascter
strain.Yersinia pestistrains from Madagascar all grouped
in the cluster spread during the third pandemic dmrhe
variability was described within the country (Actamet

al. 2004; Guiyouleet al. 1997). However, detailed analysis
of Y. pestisgenetic structure in Malagasy plague focus is
lacking to investigate such hypothesis. Finallyagple-
linked selective pressures may vary across spatdime
within the plague focus. A putative evolutionarystof
plague resistance may imply dramatical differencethe
prevalence of resistance alleles in local poputatio
regarding the age and strength of the last epizestnt.

The outlier loci identified can be considered asezo
specific outliers. However, selective pressure oafirmly
be associated with plague as other ecological fadiffer
between the two zones. Indeed, altitude and, as a
consequence, mean temperature are confounded with
plague occurrence (Jury 2003). On the other hamalya
precipitation (Jury 2003), vegetation (Lowrydt al. 1997)
and human culture (Battistini & Verin 1972; for exam
the type of houses which may affect commensal roden
such as the black rat) differ between central laigt, the
eastern part of low-altitude zone, and the wespam of
low-altitude zone. The ten outlier loci found ininsaof
both eastern and western comparison are thus good
candidates for plague specific selection becausg #re
potentially affected by fewer confounding factors.

We combined population genomics with a phenotype
association study (Stinchcombe & Hoekstra 2008rzSto
2005) in order to discriminate between differensgible
selective pressures differing between central higthé and
low-altitude zone. Experimentally plague inoculated
animals were typed for AFLP loci, to test wheth&gpe
challenge issue was correlated with outlier locivoT
outlier loci (B408 and D466) revealed significant
association with plague inoculation issue for omagpe
challenge experiment. The tendency remained the sam
the second experiment, but the difference was not
significant, maybe due to a lack of power consegteethe
low sample size (14 dying individuals) of this sedo
dataset. These two loci were thus detected in two
completely independent approaches, being partigular
relevant candidates for plague resistance markers.

The 20 outlier loci that were not associated wittvival
/ death following plague challenge could however be
related to plague resistance for various reasomst, F
sample size of plague challenge datasets (about 50
individuals) may be too low to detect modest geneti



differences (Hirschhorn & Daly 2005). Second, thet
doses of bacteria used could discern only poorhetieally
differentiated groups. Third, resistance genotypalda be
fixed in central highlands (absence of geneticablated
groups). The fact that some animals died after ixatal
challenge would in this case be related only to-genetic
factors, such as immune and physiological statsswe
used wild and not inbred animals). Fourth, genetic
differences associated with plague resistance/ptibdity
may be different between plague focus and plagee-fr
zone (outlier loci) and within plague focus (loatentially
detected through experimentally infected animalemfr
plague focus).

CONCLUSION AND PERSPECTIVES

This study identified 22 loci candidate for zonedfic
selection and thus potentially involved in plagasistance
phenotype oRR. rattuscentral highlands populations. Two
of these loci were also associated with plague lehgé
issue in a dataset of experimentally injected iittlials.
The 22 loci are currently being sequenced andédiashR.
norvegicusgenome so that they could be mapped. Finding
genes involved in the immune response in the neigtihg
of the sequenced fragment could be an argumentfang
plague as the zone-specific selective pressureh §anes
would then be sequenced so that selection pattermNA
sequences could be investigated and functional
polymorphism identified. This study and further
identification of detected loci are thus a step dmg the
understanding of genetic basis of disease reskstamcl
pathogen mediated selection in natural populatidn o
reservoirs.
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Table 1: Combinations of primers used for selective ampiiien in the AFLP procedure.
Each primeiEcoRI(resp.Taql) begins by 5 —GACTGCGTACCAATTC- 3' (resp. 5' —
GATGAGTCCTGACCGA- 3') followed by the three selecthase indicated in this table.

Primer Primer Number of

Combination EcoRlI Taql markers
1 A E - AAG T - AAG 43
2 B E - AAG T-AGA 23
3 C E - AAG T-ATC 21
4 D E - AAG T-ATG 27
5 J E-ACT T - AAG 35
6 N E-ACT T-AGT 26
7 Q E - ATA T-AAG 21
8 U E - ATA T-ATG 22
9 wW E - AAG T-AGT 22
10 Y E - ATA T-AGT 9

Table 2: Genetic differentiation found in the four populatipairs considered in this study.

The genetic differentiatiorg1) from the whole dataset (249 markers) is indicaBignificance ofstis shown:
NS hon significant, **p < 0.01 and ***p < 0.0001. The trimme#sr (after removal of the 30% of extrerfier
loci) estimated byDFdist is indicated, except for the population pair ER vidiich DFdist estimated a slightly
negativeFst and the value 0.005 was arbitrarily chosen fougtions.

Population Plague focus Plague-free Location Fst Trimmed
pair name population zone population Fst used for
DFdist
El AIT TSO East 0.0281*** 0.008
w1 ANT ANK West 0.0664*** 0.048
E2 MOR BRI East 0.0147 0.005
W2 INA MIA West 0.0238** 0.005




Table 3: Results of selection detection for the 22 zonesifipeoutlier loci detected.

For each outlier locus, crosses indicate when ththod used identified this locus. For repetitioalgses, we
indicated significant population pair. Populatioairp are in bold when the locus revealed outliethat 1%
threshold. Combined p-values (Fisher’'s method) tiverfour independent comparisons are mentionegllres
for the Fisher's exact test of association betwthenfactor “zone” (plague focus or plague-free 2cmed the
presence / absence of the AFLP peak are indicat@édi¢ates when the statistic remained significaftér

Bonferroni correction.

Outlier DetSelD DFdist DetSelD DFdist Zone
locus repetition repetition Combined | Combined | association
p-value p-value p-value

Al21 X X X X (0.00000%)
E1&E2 E1&E2 (0.000) (0.000)

A284 X X X (0.02796)
El1&W1& W2 w1 (0.001) (0.006)

A449 X X (0.00036%)
W1 & W2 (0.008) (0.211)

B161 X X (0.00000%)
El & W2 (0.142) (0.003)

B163 X X (0.00117%)
El E1l (0.002) (0.009)

B388 X (0.89720)
E2 (0.007) (0.132)

B408 X (0.00021%)
El E1l (0.0112) (0.002)

C411 X X (0.00000%)
El1&W1&W2 W2 (0.002) (0.046)

C483 X X X (0.55750)
E1& W2 E1l (0.001) (0.000)

D077 X (0.00161%)
E1& W2 (0.024) (0.108)

D180 X X (0.00001%)
w2 w2 (0.009) (0.001)

D450 X (0.00002%)
El El (0.005) (0.105)

D455 X (0.04201)
E2 El1&E2 (0.048) (0.036)

D466 X X X X (0.06474)
E2 & W2 E2 & W2 (0.002) (0.004)

J275 X X (0.00295%)
E1& W2 E1l (0.007) (0.056)

J393 X X (0.00291%)
W1 & E2 (0.007) (0.183)

Q199 X X X (0.51560)
E1&E2 E1l (0.009) (0.003)

U296 X (0.00043%)
W1 & W2 (0.170) (0.021)

U387 X (0.60200)
W2 W2 (0.009) (0.034)

U493 X (0.00037%)
w1 W1& W2 (0.018) (0.012)

W099 X (0.00769)
E1& W2 W2 (0.017) (0.098)

Y222 X X X X (0.00013%)
E1& W2 W1 & W2 (0.008) (0.005)
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Table 4: Analysis of molecular variance (AMOVA) grouping bgne (plague focugs plague-free zone) and by
longitude location (Easts West).

Analyses were performed with (a) the 227 neutrail (b) the 22 zone-specific outliers (c) the 14 especific
outliers with significant association with the zone

‘Plague focus’ vs ‘Plague-free zone’ ‘East’ vs ‘West’
Percentage Percentage
df of variation  p-value statistics df of variation p-value statistics

a) Neutral dataset (227 loci)

Among groups
1 0.27 0.19446 ¢c1=0.003 1 1.45 0.00000 @c1=0.0145

Among populations
within groups 6 4.68 0.00000 ¢sc=0.0469 6 3.98 0.0000 ¢sc=0.0404

Within populations
231  95.05 0.00000 ¢st=0.0495 231 94.57 0.00000 ¢s7=0.0543

b) Outlier dataset (22 loci)

Among groups
1 5.43 0.00000  @c1=0.0543 1 -1 0.54149 c1=-0.0100

Among populations
within groups 6 8.54 0.00000 @sc=0.0903 6 13.38 0.00000 ¢sc=0.1325

Within populations
231 86.04 0.00000 ¢sr=0.1396 231 87.62 0.00000 ¢s1=0.1238

¢) Outlier sub-dataset (14 loci)

Among groups
1 9.21 0.00000  ¢@c7=0.0921 1 -1.27 0.62376 ¢c1=-0.0127

Among populations

within groups 6 6.53 0.00000 sc=0.0719 6 13.07 0.00000 ¢@sc=0.1291
Within populations

231 84.26 0.00000 ¢st=0.1574 231 88.20 0.00000 ¢s7=0.1180

Table 5: Association between presence / absence of the g@aésponding to two AFLP markers (B408 and
D466) and experimental plague challenge issue if@irar death following inoculation).

The first dataset corresponds to a high-dose plagakkenge where 54 rats were injected with a susperof
10° bacteria. The second dataset results from a I@e dballenge with 49 animals injected M sinia pestis

For each locus and each experiment, relative (R were calculated following Haldane and siguifice p)
was assessed by Fisher’'s exact test. We obtaimediced p-values using Fisher method on the twolpegaof
each experiment.

B408 peak D466 peak
absence presence RR p absence presence RR p
g 12 15 6.177 0.014 17 10 0.068 0.005
< Surviving  (44.4 %) (55.6 %) (63.0 %) (37.0 %)
= 3 24 26 1
Dying (11.1 %) (88.9 %) (96.3 %) (3.7 %)
@ 12 23 3.066 0.294 26 9 0.792 1
T Surviving  (34.3 %) (65.7 %) (74.3 %) (25.7 %)
3 2 12 11 3
Dying (14.3 %) (85.7 %) (78.6 %) (21.4 %)
Combined p-
values p=0.026 p=0.032
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FIGURES

Figure 1: Sampling map situating the eigRt rattuspopulations analysed.

Populations from the same pair are indicated wWithsame symbol: black circle (E1), black triandt&)( white
circle (W1) and white triangle (W2). The sample si&zehown in brackets for each population.

The central highlands, where altitude is higher @ meters, is coloured in grey. This zone cornedpdo the
plague focus (Brygoo 1966; Duplant&tral. 2005).
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Figure 2: Results of outlier detection usimetSelDprogram (on the left) andFdist program (on the right) for
the four independent comparisons of one low akit(alague-free zone) and one high altitude (pldguas)R.
rattus populations.

For each comparison and both programs, each pointsponds to one locus. Loci with higher differatidn
are plotted with grey points whereas neutral loeiotted with black point.

For DetSelD F, and b, which are estimates of the differentiation betweach population to the ancestral
population, are plotted. The envelope represent®%8¢ of simulations. FODFdist, the genetic differentiation
(Fs7) is plotted against expected heterozygosity) (WMean kr and the envelope containing 95% of simulations
are indicated.

a
™
& e
a
i
I i R o S
N s f |
- " ’ -_ .. T
el : ' i
L 4 r 1 "
&1 — e hE
et S
2
- T
A0
& ..
T w1 A
s
w i
i e i
] o
H [l
anr
a ] i
o s - _\-l'l
4 . w2
3 A l b B L ~1x
Tarin ' LT
o
k- T
T
a ]
) E2
-
&
wn
- b an
s anE
21 L
[ gAY
sn o tam
el 1] . vy
v s 73
a 1 B
q - . pcHi |
e R = - 'J'E’E"-’i&
a |
L3
T
KT
-
wa2 o
m
E- am
g e
b
a1 . - b
- iy o
(4 o -
= L I . Lhj
o _.;': 1 Tt Iﬂ
L R T— ¢ !:_'I'-' i
a
* T T T T
e 48 w [£3 La

13



Figure 3: Neighbour joining population trees obtained for theutral dataset (227 loci, 3a), for the outlier
dataset (22 loci, 3b) and for the subset of outéier for which significant association was founidhwthe zone
(14 loci, 3c).

Each population is indicated by its code. Populatifsom plague focus are underlined. Percentages @0
bootstrap are indicated for each node.

i3
MIA
AIT e
s | =t —— BRI
ANK — . vy  wE
s S
INA A
ANT IS0
3b
ANK MOR AlL
_— L A THE s
MIA — - i AL
\‘:\ye:. f,z'hz
TSO
BRI
INA
3c Kk MOR ANT
| .'!uu..
. y 3 AT
MIA e - i
TS0
BRI
INA

14



	article_all.pdf
	jpnmarked.pdf
	Using e-Annotation Tools for Electronic Proof Correction
	Required Software
	Note Tool — For making notes at specific points in the text
	Replacement text tool — For deleting one word/section of text and replacing it
	Cross out text tool — For deleting text when there is nothing to replace selection
	Approved tool — For approving a proof and that no corrections at all are required.
	Highlight tool — For highlighting selection that should be changed to bold or italic.
	Attach File Tool — For inserting large amounts of text or replacement figures as a files.
	Pencil tool — For circling parts of figures or making freeform marks
	Help

	How to use it:
	How to use it:
	How to use it:
	How to use it:
	How to use it:
	How to use it:
	How to use it:

	articleIII.pdf
	CCR5 polymorphism and plague resistance in natural populations of the black rat in Madagascar
	Introduction
	Materials and methods
	Rat sampling
	Experimental plague challenge
	Populations used for comparing allelic frequencies
	DNA extraction and amplification of the CCR5 gene
	Polymorphism characterization
	Data analysis

	Results and discussion
	The CCR5 polymorphism in Malagasy black rat
	The CCR5 polymorphism between resistant/susceptible rats
	The CCR5 polymorphism between plague focus/plague-free areas

	Conclusion
	Acknowledgements
	References






