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complexe d’espèces Xanthomonas axonopodis

: histoires neutre et adaptative

DURAND Karine

le ...... 2017
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RÉSUMÉ
La compréhension des mécanismes d’évolution permettant la différenciation et

la spéciation des bactéries est cruciale pour estimer le potentiel évolutif des agents
pathogènes et permettre la prévention des nouvelles maladies des plantes. L’espèce
bactérienne est à l’heure actuelle définie sur la base de similarité/dissemblance gé-
nomique. Cependant, cette approche ne nous renseigne en rien sur les mécanismes
évolutifs conduisant à la divergence génétique et génomique sur laquelle est basée
la notion d’espèce bactérienne. Dans ce travail, nous avons étudié les processus
gouvernant la divergence génétique au sein du complexe d’espèces Xanthomonas
axonopodis qui regroupe des souches responsables de maladies sur des cultures
d’importance socio-économique majeure. L’étude de 73 génomes représentatifs de
ce complexe a révélé une structuration en cinq groupes. La structuration de ce
complexe n’étant pas liée à la géographie ou à l’hôte, nous avons étudié le rôle
que peuvent avoir les flux de gènes dans la divergence et montré que l’impact de
la recombinaison sur le polymorphisme était équivalent à celui de la mutation.
Nous avons de plus noté une prépondérance de la recombinaison sur les branches
précédant les événements de divergence en groupes. Une analyse de génomique des
populations et des scénarios de divergence ont montré que les flux de gènes étaient
plus faibles entre des groupes ayant divergé récemment qu’entre des groupes plus
distants. L’absence de corrélation entre la distance génétique et le flux de gènes
serait indicatrice de la présence de barrières génétiques ou écologiques entre ces
populations. Le flux de gènes entre groupes distants serait imputable à du contact
secondaire. Dans un deuxième temps il a été montré que la structuration du com-
plexe basée sur la matrice de présence-absence des gènes du génome accessoire
était différente de celle basée sur le core génome, traduisant l’impact du transfert
horizontal de gènes (HGT). Nous avons pu identifier que le partage d’une même
niche écologique était une condition nécessaire au HGT mais non suffisante. L’in-
férence des gains et des pertes de gènes pendant l’histoire évolutive suggère une
intensification récente en accord avec les scénarios de divergence suivie de contacts
secondaires inférés entre certains groupes. L’évolution des pratiques agricoles et la
mondialisation pourraient être responsables de ces contacts secondaires. Le gain
d’un cluster de gènes codant pour la biosynthèse des lipopolysaccharides avant
la diversification du groupe 9.5 pourrait être impliqué dans la divergence de ce
groupe. Les résultats présentés montrent que la divergence de ces groupes peut
être due à l’accumulation de mutations, à la diminution de la recombinaison ho-
mologue suite à la présence de barrières plutôt qu’à la distance génétique, ou à
l’acquisition de gènes qui pourraient favoriser l’isolement écologique de certains
groupes.

MOTS-CLÉS :Xanthomonas, flux de gènes, recombinaison, spéciation, contacts
secondaires, inférences démographiques, adaptation, Transfert Horizontal de Gènes.
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Les maladies des plantes sont un problème important entraînant de graves
conséquences économiques et environnementales dans le Monde. Ce problème est
d’autant plus grave que l’on note un important accroissement de ces maladies
depuis le début du XXIème siècle [Bartoli et al., 2016]. Parmi ces maladies cer-
taines sont causées par des bactéries phytopathogènes pour lesquelles il existe peu
de traitements efficaces, si l’on exclut les traitements antibiotiques interdits dans
l’Union Européenne. La prévention et le contrôle sont alors les seuls moyens de
limiter l’impact des maladies bactériennes sur plantes. En outre de nouvelles mala-
dies apparaissent régulièrement soit en raison de facteurs favorisant leur émergence
(conditions climatiques, introduction de nouvelles souches dans une zone géogra-
phique via les échanges internationaux...), soit par acquisition de nouveaux traits
liés à la pathogénie [Giraud et al., 2010]. Parmi les nombreux exemples récents,
on peut noter la détection, en 2013, en Italie, de Xylella fastidiosa agent patho-
gène sur un hôte d’intérêt économique, l’olivier [Saponari et al., 2014], ou encore
le développement mondial du chancre bactérien du kiwi causé par Pseudomonas
syringae pv. actinidiae originaire de Chine [Kim et al., 2016]. La compréhension
des mécanismes d’évolution permettant la différenciation et la spéciation 1 des
bactéries est cruciale pour estimer le potentiel évolutif des agents pathogènes et
permettre la prévention et le contrôle des nouvelles maladies des plantes. L’inter-
action hôte-pathogène a été la plus étudiée en tant que facteur-clef de l’évolution
des organismes pathogènes. Cependant, la focalisation sur cet unique aspect a sou-
vent conduit à n’entrevoir la diversification de ces organismes que sous l’angle de
la divergence écologique.

La divergence entre populations 2 bactériennes résulte de l’accumulation au
cours du temps de nouvelles mutations, neutres ou adaptatives, dans chaque li-
gnée génétique. L’analyse des polymorphismes ainsi générés, permet non seulement
d’étudier les éventuels processus de divergence écologique dont la spécialisation
sur différents hôtes mais aussi, bien que de manière moins évidente, les proces-

1. Le terme spéciation ici n’est pas équivalent sensu stricto à celui utilisé chez les eucaryotes.
L’espèce bactérienne est elle-même difficile à définir (voir II.2), au-delà du simple isolement
reproductif, les échanges génétiques étant possible entre différents genres bactériens.

2. Une population est définie comme une communauté d’individus qui vivent dans le même
habitat (i.e. avec une cohésion démographique) et interagissent les uns avec les autres (i.e. avec
une cohésion reproductive) [Waples and Gaggiotti, 2006]

10
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sus démographiques impliquant, par exemple, la divergence neutre et le flux de
gènes. Lorsque cette divergence est suffisamment importante elle permet l’iden-
tification de l’espèce bactérienne qui est basée sur des critères pragmatiques et
empiriques utilisant le pourcentage d’hybridation ADN-ADN ou l’identité nucléo-
tidique moyenne (ANI). On notera ici que l’identification d’espèces bactériennes
repose avant tout sur la divergence génétique entre souches, et non, comme c’est
le cas chez la plupart des organismes eucaryotes, sur l’existence d’un isolement
reproductif. Toutefois, l’accumulation de différences génétiques neutres ou adap-
tatives peut aussi conduire, chez les bactéries, à un isolement reproductif partiel
ou presque complet [Wielgoss et al., 2016].

La petite taille des génomes des bactéries (de 0,6 MB pour Buchnera, à 8,6
MB pour Streptomyces coelicolor), les rend faciles à séquencer. Ceci explique cer-
tainement la présence de nombreux génomes bactériens dans les bases de données
accessibles en ligne (ex : NCBI, JGI DOE, etc. . . ). Contrairement aux eucaryotes,
dans lesquels il existe une large variation de la densité de gènes, et peu d’association
entre la taille du génome et le nombre de gènes ou la complexité des organismes,
la taille des génomes bactériens est fortement corrélée avec le nombre de gènes
[Kuo and Ochman, 2009]. Les bactéries peuvent alors apparaître comme des or-
ganismes au génome plus compact, rare en éléments non-codant, et donc a priori
plus susceptibles d’être affectés par des processus sélectifs que les eucaryotes. En
effet, une plus faible proportion de génome non-codant, rend plus forte la proba-
bilité d’apparition d’une mutation dans un gène, avec effet potentiel sur la fitness
(valeur adaptative) de la bactérie.

Dans ce projet, nous proposons d’analyser par des approches génomiques, les
processus adaptatifs et démographiques à l’œuvre dans le complexe d’espèces
bactériennes Xanthomonas axonopodis. Les bactéries du genre Xanthomonas pro-
voquent d’importantes maladies sur des plantes hôtes d’intérêt économique comme
le haricot, le chou, le manioc, des agrumes, le chanvre, le poivron, le riz, la canne
à sucre, la tomate, ou le blé [Denancé et al., 2016]. Le pathovar Xanthomonas
phaseoli pv. manihotis par exemple, se place en 6ème place des 10 bactéries phyto-
pathogènes perçues comme les plus importantes scientifiquement ou économique-
ment [Mansfield et al., 2012]. Cette maladie affecte sévèrement la production de
manioc dans le monde entier avec des pertes de rendement et de plants allant de

11



Figure 1 – Symptômes de bactérioses dues à Xanthomonas.
a) Brûlures foliaires provoquées par la bactérie Xanthomonas phaseoli pv. manihotis sur manioc b)
Lésions sur feuilles de Citrus atteint par Xanthomonas citri pv. citri



12% à 100% [Verdier et al., 2004](fig. 1a). Un autre pathovar Xanthomonas citri
pv. citri est un organisme de quarantaine A1 de l’ Organisation européenne et
méditerranéenne pour la protection des plantes [Smith et al., 1997]. Cette bactérie
provoque en Floride, sur des grandes surfaces, des pertes de rendement moyennes
estimées entre 2 et 5% sur oranger et 5 à 10% sur pomelo. En zone tropicale où la
bactérie est établie, des pertes de rendement, par chutes de fruits avant récolte, de
30 à 50% sont observées couramment sur cultivars sensibles [Pruvost, 2004](fig.
1b).

Le complexe d’espèces Xanthomonas axonopodis présenterait plusieurs niveaux
hiérarchisés de différenciation [Mhedbi-Hajri et al., 2013]. Un premier niveau de
structuration, permet de distinguer cinq groupes de souches selon une logique non
liée de manière évidente à l’écologie ou à l’origine géographique de ces souches. En
revanche, le deuxième niveau, plus récent du point de vu évolutif, indique une forte
structure de population en fonction des hôtes d’isolement. Notre équipe possède la
plus importante collection de génomes de Xanthomonas axonopodis échantillonnés
à des dates variant de 1942 à 2012, dans le monde entier sur une très grande
gamme d’hôtes. Cette collection génomique nous a permis d’analyser les processus
évolutifs responsables de la diversification et de la spécialisation d’hôte via les
outils de la génomique des populations.
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Figure 2 – La modulation des systèmes SRM et SOS.
Lorsque l’environnement est favorable à la bactérie, le SRM assure que lors de la recombinaison entre
des séquences d’ADN partiellement différentes, la différence n’excède pas un certain seuil risquant
de provoquer un réarrangement chromosomique ou d’autoriser la recombinaison avec une séquence
provenant d’une espèce différente. En cas de stress, lorsque la bactérie doit s’adapter à un nouvel
environnement pour survivre, la réponse SOS est déclenchée, cela va permettre l’insertion et le
réarrangement des cassettes de gènes, ce qui constitue un avantage adaptatif. Si le SRM est inactivé,
l’ADN lésé peut se réarranger avec de l’ADN venu d’une autre espèce. D’après Taddei F., Matic I.,
et Radman M. (1996)[Taddei F. et al., 1996].



1 Les mécanismes moléculaires conditionnant la
divergence chez les bactéries

Le niveau de divergence des populations bactériennes dépend de l’intensité de
la mutation, de la dérive, de la sélection et du flux de gènes. En effet, si la mutation
et la dérive ont pour effet d’augmenter en moyenne les différences génétiques entre
lignées, le flux génique diminuera ces différences. La reproduction sexuée n’existant
pas chez les bactéries, le flux génique est réalisé via d’autres modalités comme la
recombinaison homologue ou le transfert horizontal de gènes.

1.1 La mutation

La mutation est l’un des mécanismes conditionnant la divergence. Elle se pro-
duit le plus souvent suite à des erreurs dans le processus de réplication de l’ADN.
Les mutations ponctuelles correspondent à la substitution d’une base par une autre
(SNP pour Single Nucleotide Polymorphism) ou à l’insertion/délétion d’une base
(indel). Chez la bactérie Escherichia coli, le taux de mutation par génération est
estimé entre 4,1.10-3 et 6.10−2 [Wielgoss et al., 2013]. Cependant toutes les sub-
stitutions n’ont pas la même probabilité d’apparition. Chez les bactéries, il a été
montré que les transitions G → A et C → T sont les mutations ponctuelles les
plus fréquentes [Hershberg and Petrov, 2010].

De nombreux gènes sont indispensables à la survie, trop de polymorphisme dans
ces gènes conduirait à la mort de la cellule. D’un autre côté, trop peu de variabilité
empêche l’adaptation à un nouvel environnement, pouvant aboutir à l’extinction
de la population. Les altérations génétiques apparaissent donc comme le prix à
payer pour l’évolution. La diversité génétique est finement modulée par un couple
antagoniste, le système SOS et le système de réparation des mésappariements
(SRM) [Schofield and Hsieh, 2003]. Le SRM empêche l’apparition de mutations.
Le système SOS, créateur de variabilité, peut être induit par un stress. Le stress
provoqué par des agents chimiques (Méthanesulfonate d’éthyle, agents alkylants...)
ou physiques (UV, radiations ionisantes...) entraîne une moins bonne fidélité de
la machinerie de réplication et une introduction accrue de mutations ponctuelles.
Ceci va entraîner un relâchement du système de réparation des mésappariements
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Figure 3 – La dérive génétique.
La dérive génétique est le processus par lequel les fréquences alléliques fluctuent au fil du temps.
Pour illustrer ce concept, l’évolution d’une population bactérienne a été simulée conformément aux
suppositions du modèle de Wright-Fisher. La population a une taille de population efficace initiale de
20 bactéries et chaque génération (indiquée en ordonnée) est formée en choisissant aléatoirement des
parents dans la génération précédente. À la génération 5, et 15 l’individu de gauche subit une mutation
( en rouge ou vert) et la nouvelle mutation est héritée par tous ses descendants. Cette mutation
avantage légèrement les individus ce qui fait qu’ils ont plus de descendants que les autres bactéries
et sa fréquence augmente dans la population. Aux générations 19 et 20, les bactéries subissent un
goulet d’étranglement, la taille efficace de la population est réduite à seulement 6 individus. Les
goulets d’étranglement augmentent l’effet de la dérive génétique. Dans la génération 21, l’allèle vert
augmente rapidement dans la population et l’allèle rouge s’est éteint. Cette perte de variabilité est
connue comme l’effet fondateur, qui se produit quand une population est initiée d’un petit nombre
d’individus. D’après Didelot et al. (2016).



et donc, un état “mutateur” transitoire [McKenzie et al., 2001]. Il existe donc un
taux de variabilité génétique qui optimise la valeur sélective (fitness) (fig. 2).

Cette valeur optimale dépend de l’adaptation de l’individu à son environnement
et varie donc avec les changements d’environnement, d’où la nécessité d’une mo-
dulation du taux de variabilité génétique dans la population [Radman et al., 1993].
Une fois ces mutations apparues, l’évolution de leur fréquence dépendra de trois
forces évolutives : la dérive, la sélection et le flux génique.

1.2 La dérive génétique

La dérive génétique est une force évolutive dont les effets dépendent de l’effectif
d’une population parce qu’elle est caractérisée par une fluctuation aléatoire, d’une
génération à l’autre, des fréquences alléliques. Lors de l’échantillonnage aléatoire
des allèles transmis à chaque génération, soit un nouveau variant se fixe dans la
population, (cet allèle augmente en fréquence dans la population jusqu’à atteindre
1), soit il disparaît (cet allèle diminue en fréquence dans la population jusqu’à
atteindre 0). Les effets de la dérive génétique sont particulièrement importants sur
les populations d’effectif limité [Didelot et al., 2016]. Par exemple, quand une lignée
bactérienne s’adapte à un mode de vie qui réduit sa taille efficace 3, ou à un habitat
restreint (comment c’est le cas des Dehalococcoides) les nouvelles mutations ont
plus de chances d’être fixées dans la population à cause de l’élévation de la dérive
génétique [Kuo et al., 2009]. Dans le modèle de dérive génétique de Wright-Fisher,
on modélise la transmission des gènes d’une génération à l’autre de façon très
schématique, il s’agit d’un tirage aléatoire de 2N gamètes dans un ensemble infini
de gamètes. Dans ce cas, N individus diploïdes (N/2 de chaque sexe) génèrent un
pool infini de gamètes pour former N nouveaux individus diploïdes à la prochaine
génération. Ce modèle est une simplification considérable du cycle de reproduction
des populations naturelles. L’effet de la dérive génétique se produit lors du tirage
des 2N gamètes pour former la nouvelle génération. Les hypothèses principales de
ce modèle incluent le non chevauchement des générations, la même fitness de tous
les individus, et une taille constante de la population au cours du temps. Ce modèle

3. On définit la taille efficace de la population comme l’effectif d’une population idéale (de
type Wright-Fisher) pour laquelle on aurait une fluctuation du polymorphisme équivalente à celle
de la population naturelle.
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Figure 4 – La sélection.
Illustration des différents types de sélection au niveau moléculaire au sein d’une population. D’après
[Montaigne, 2011]. (i) la sélection purifiante élimine rapidement les mutations défavorables, (ii) la
sélection positive fixe rapidement les mutations favorables et (iii) la sélection balancée maintient
plusieurs mutations bénéfiques en fréquence intermédiaire



peut s’adapter aux individus haploïdes. Sur le long terme, la dérive génétique
conduit à un appauvrissement de la diversité génétique des petites populations,
avec surreprésentation de l’un des allèles et sous-représentation des autres (fig. 3)

1.3 La sélection

Charles Darwin fut le premier des naturalistes à concevoir la sélection natu-
relle comme une force active. Les individus les mieux adaptés à des contraintes
seront plus à même de survivre et de se reproduire. Pour que la sélection agisse, il
est nécessaire que les individus d’une population portent des traits différents, que
cette variation affecte la capacité à survivre ou à se reproduire. Les individus por-
tant des mutations avantageuses auront plus de descendants, la fréquence de cette
mutation dans la population va augmenter. La sélection n’agit que sur certains
locus, et sur leur voisinage direct [Fay and Wu, 2000]. Il existe différents types de
sélection qui engendrent différentes signatures moléculaires (fig. 4). La sélection
dite purificatrice ou négative diminue la fréquence de mutations défavorables dans
un environnement donné. La sélection équilibrante permet à plusieurs allèles de
coexister à un locus donné, s’ils sont avantageux individuellement ou ensemble,
ce type de sélection favorise le maintien de la diversité dans une population. Le
maintien du polymorphisme peut être nécessaire à la survie dans un environnement
présentant une hétérogénéité spatiale ou temporelle [Nielsen, 2005]. La sélection
positive va augmenter en fréquence la mutation avantageuse dans la population,
et accroître l’adaptation des individus dans un environnement. Une forte sélection
positive peut conduire à un balayage sélectif qui entraîne une réduction de la di-
versité autour de l’allèle sélectionné, ce phénomène s’appelle l’auto-stop génétique
(hitchhiking) des variants neutres avoisinants qui sont en déséquilibre de liaison
avec l’allèle sélectionné [Charlesworth, 2007].

1.4 Le flux génique

Le flux génique est l’échange de portions de génome ou d’allèles entre les po-
pulations, ou au sein d’une même population. La migration est parfois utilisée
comme synonyme de flux de gènes. A long terme, lorsque les flux de gènes sont ré-
ciproques d’une population à une autre, les fréquences alléliques entre populations
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Figure 5 – Les mécanismes moléculaires.
Les mécanismes moléculaires apportant du polymorphisme génétique chez les bactéries [Bartoli et al.,
2016]



s’équilibrent [Slarkin, 1985] induisant une réduction de la différenciation génétique.
L’homogénéisation est d’autant plus forte que les flux de gènes sont importants.

En l’absence de reproduction sexuée de type eucaryote, trois mécanismes per-
mettent à la bactérie d’intégrer de l’ADN étranger : la transformation (l’acquisi-
tion de fragments d’ADN libre dans le milieu, par des bactéries compétentes), la
conjugaison (elle consiste en une transmission de plasmides conjugatifs d’une bac-
térie donneuse à une bactérie receveuse), et la transduction (transfert grâce à un
bactériophage) [Whittam, TS. and Ake, SE., 1993][Ochman et al., 2000][Errington
et al., 2001]. Comme expliqué dans les paragraphes suivants, ces mécanismes abou-
tissent au remplacement d’une séquence homologue (recombinaison homologue) ou
à l’ajout d’un fragment d’ADN exogène (HGT) (fig. 5).

1.4.1 La recombinaison homologue

La recombinaison homologue est le remplacement d’une séquence par sa sé-
quence correspondante provenant d’un autre gènome. La recombinaison homologue
est à l’origine de réarrangements génomiques (délétions, duplications, inversions).
Ces réarrangements peuvent profondément affecter l’expression des gènes, pouvant
conduire à la perte complète d’une fonction quand le réarrangement se produit
dans le cadre de lecture. La recombinaison homologue implique un appariement
entre séquences homologues, par exemple des transposons, des séquences d’inser-
tions (IS), des prophages [Brussow et al., 2004]. Elle est donc dépendante d’une
similarité de séquences.

La prévention de la recombinaison entre des séquences divergentes est assurée
par certains gènes comme mutS ou mutL (impliquées dans le système de réparation
des mésappariements (SRM)). Leur inactivation augmente la fréquence de recom-
binaison interspécifique d’un facteur 1000, elle autorise la recombinaison entre
espèces voisines, Salmonella typhimurium et Escherichia coli dont les séquences
nucléiques divergent de 15% [Rayssiguier et al., 1989]. L’étude de l’influence de la
divergence sur la recombinaison entre des séquences longues de 400 pb chez E. coli,
a montré que la fréquence de recombinaison est diminuée de 240 fois lorsque la si-
militude entre les séquences décroît de 10%, alors que cette fréquence n’est affectée
que d’un facteur 9 dans une souche mutS déficiente [Shen and Huang, 1989]. Plus
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les séquences sont proches plus la probabilité qu’un événement de recombinaison se
produise est élevée. Ainsi, chez E. coli la recombinaison homologue se produit plus
fréquemment à l’intérieur d’un clade qu’entres clades, ce qui appuie l’hypothèse
que la recombinaison homologue serait une force cohésive [Didelot et al., 2012].
Ce mécanisme induit des effets significatifs sur le phénotype des bactéries, comme
des acquisitions de traits associés à la pathogénie et à la virulence [García-Solache
et al., 2016].

1.4.2 La recombinaison non-homologue ou transfert horizontal de gènes
(HGT)

La recombinaison non-homologue introduit du matériel génétique nouveau, elle
est aussi appelée transfert horizontal de gènes [Didelot et al., 2012]. Les bactéries
qui vont partager un même environnement, réservoir, ou hôte seront plus à même
d’échanger ou d’acquérir du matériel génétique. C’est l’un des processus d’évolution
les plus puissants car il peut immédiatement changer le phénotype et introduire
la possibilité de coloniser un nouvel habitat. Chez les Xanthomonas, les régions
acquises par HGT sont principalement des îlots de pathogénie contenant des gènes
de virulence ou des gènes de régulation [Lima et al., 2008]. Le HGT se produit
plus fréquemment lorsqu’il y a une similitude de séquence ou de protéome entre le
donneur et le receveur, ce qui implique que la divergence entre les séquences est
une barrière au HGT chez les procaryotes [Popa and Dagan, 2011]. Ces auteurs
précisent cependant que cette barrière n’est pas insurmontable, puisqu’il peut se
produire des HGT inter génériques, par exemple entre les Gammaproteobacteria
et les BetaproteobacteriA. Un système de réparation de l’ADN (les protéines de
jonction d’extrémité non-homologues, NHEJ) jouerait un rôle dans le contourne-
ment de cette barrière. En effet, les génomes ayant reçu des gènes très divergents
contiennent plus fréquemment des NHEJ, que les génomes qui n’en contiennent
pas.

Les polymorphismes génétiques chez les bactéries proviennent donc de trois mé-
canismes moléculaires : la mutation, la recombinaison homologue, et le transfert
horizontal de gènes (HGT) [Bartoli et al., 2016]. La persistance de ces polymor-
phismes dépendra, elle, de la dérive et de la sélection. Ces trois mécanismes peuvent
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Figure 6 – Les seuils de délimitation d’espèces.
Les seuils sont nécessaires mais pas suffisants pour délimiter les espèces. Les seuils basés sur des
valeurs d’ANI par exemple sont indiqués en pointillé pour quatre situations hypothétiques. Les lignées
avec des propriétés biologiques différentes sont indiquées par deux couleurs. Dans la situation A, le
seuil permet de discriminer correctement les deux lignées. Le seuil dans la situation B ne permet
pas de discriminer les 2 lignées, il les regroupe de façon inappropriée. Dans C, le seuil identifie 4
lignées ayant des propriétés biologiques identiques deux à deux. Dans D, les propriétés biologiques
des souches ne sont pas distribuées selon la phylogénie et il serait inapproprié de différencier des
lignées en appliquant un seuil. [Whitman, 2015]



provoquer une altération du phénotype bactérien soit bénéfique, par exemple en
permettant l’adaptation à un nouvel environnement, soit délétère, en diminuant la
fitness de la bactérie, soit neutre, c’est à dire sans effet sur la fitness bactérienne.

Comme mentionné plus haut, la divergence génétique via l’accumulation de
différences génétiques entre populations, peut aboutir à un isolement génétique au
moins partiel, c’est à dire à une réduction du flux génique voire sa suppression.
L’évolution de cet isolement génétique peut déboucher sur l’apparition de nouvelles
espèces bactériennes.

2 La spéciation chez les bactéries

Le concept d’espèce est très discuté chez les procaryotes [Krause and Whitaker,
2015]. L’espèce bactérienne est définie grâce à des similitudes génotypiques qui
peuvent être complétées par des critères phénotypiques [Stackebrandt et al., 2002].
Différentes méthodes ont été utilisées pour mesurer cette similitude génétique :

— le pourcentage d’hybridation ADN-ADN pour lequel on assigne deux isolats
à la même espèce lorsque le pourcentage est supérieur ou égal à 70%. Cette
mesure peut être complétée par la mesure de la stabilité thermique des
hybrides (∆Tm inférieur à 5◦C) [Wayne et al., 1987].

— La mesure de l’identité nucléotidique moyenne (ANI) possible aujourd’hui
grâce au nombre croissant de génomes disponibles dans les bases de don-
nées connaît un fort développement. Une valeur d’ANI supérieure à 95%
correspond au seuil de 70% d’hybridation ADN-ADN [Konstantinidis and
Tiedje, 2005].

Bien qu’il soit nécessaire d’appliquer des seuils en taxonomie, une certaine flexibi-
lité est nécessaire selon les situations (fig. 6) [Whitman, 2015]. D’autres facteurs,
comme la physiologie, l’écologie, les flux de gènes doivent être considérés [Stacke-
brandt et al., 2002].

Les connaissances théoriques sur les effets des processus biologiques permet-
tant la cohésion dans l’espèce, et la divergence entre espèces sont encore limitées
[Gevers et al., 2006]. Le concept de sélection périodique des écotypes a été proposé
par Cohan en 2001, [Achtman and Wagner, 2008] (fig. 7a). L’intérêt de ce concept
est de prendre en compte l’écologie des bactéries pour expliquer le processus de
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Figure 7 – Concepts d’espèce.
a) La sélection périodique des écotypes. Dans le modèle de l’écotype stable, les écotypes sont créés
et éteints à faible fréquence. Chaque écotype E1, E2, subit une série d’événements de sélection pério-
diques (indiqués par des astérisques) pendant l’histoire de la divergence. La sélection est à l’origine
de la cohésion et de l’homogénéité à l’intérieur d’un écotype. A chaque événement de sélection pério-
dique, un mutant acquiert une mutation adaptative et supplante tous les autres individus du clade,
la sélection purge toute la diversité présente. Les descendants du mutant survivant divergent (indi-
qués par des lignes pointillés), mais à la sélection périodique suivante à nouveau un seul un mutant
survit [Cohan, 2006]. b) Le Biological Species Concept (BSC). L’accumulation de polymorphisme
par exemple (étoiles noires), ou un isolement écologique entraînent des barrières et une réduction du
flux de gènes entre l’espèce 1 et 2 [Seehausen et al., 2014]



spéciation. On appelle alors écotype une population asexuée adaptée à une niche
écologique et dont la diversité est régulièrement purgée par la sélection naturelle.
L’isolement génétique et écologique entre les écotypes ainsi que la cohésion phylo-
génétique leur confèrent alors le statut d’espèces. Le principal écueil de ce concept
est qu’il néglige le flux de gènes qui peut introduire des allèles n’étant pas sous
sélection et supprimer la cohésion d’un écotype [Doolittle and Zhaxybayeva, 2009].

Beaucoup d’autres concepts existent (tab. I), certains s’appliquant plus aux
eucaryotes [De Queiroz, 2007]. Un des concepts d’espèces le plus communément
accepté est le Biological Species Concept (BSC) (fig. 7b) proposé par Mayr [Mayr
E, 1942]. Mayr propose qu’une espèce biologique soit effectivement ou potentiel-
lement interféconde, et génétiquement isolée d’autres groupes similaires. À cette
définition, il a ensuite été ajouté que cette espèce doit pouvoir engendrer une pro-
géniture viable et féconde. Ainsi, l’espèce est la plus grande unité de population
au sein de laquelle le flux de gènes est possible dans des conditions naturelles, les
individus d’une même espèce étant génétiquement isolés d’autres ensembles équi-
valents du point de vue reproductif. Bien que cette définition ait été développée
pour les eucaryotes, il semble intéressant de pouvoir la modifier suffisamment pour
l’appliquer aux procaryotes en considérant la recombinaison, même rare, comme
de la reproduction entre les souches. L’écueil principal de l’adaptation du concept
biologique d’espèce aux procaryotes est sans aucun doute une prédominance forte
de la clonalité et la rareté des évènements de recombinaison.

L’application des concepts de génétique des populations aux bactéries peut
nous permettre de mieux appréhender l’évolution de ces organismes. Notamment,
il est important de comprendre comment des bactéries pathogènes de plantes culti-
vées ont pu s’adapter et se diversifier aussi rapidement sur des hôtes dont l’ap-
parition remonte à quelques siècles (si on considère les variations intra-spécifiques
liées à la sélection), voire à quelques milliers d’années (pour les variations liées à
la domestication).
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Table I – Les choix de concepts d’espèces
Principaux concepts d’espèces et les propriétés qui les distinguent. D’après [De Queiroz, 2007]



3 Les mécanismes de pathogénie chez les bacté-
ries phythopathogènes

Le cycle infectieux d’une bactérie à Gram-négatif épiphyte colonisant les parties
aériennes des plantes, comme dans le cas des Xanthomonas, répond à des étapes
successives : la phase d’attraction, la phase d’installation et la phase d’invasion.
Lors de la phase d’attraction, le chimiotactisme permet aux bactéries phytopatho-
gènes d’identifier l’hôte en répondant aux signaux chimiques émis par la plante, et
d’établir une relation étroite avec l’hôte. L’adhésion à la surface est un prérequis
à la formation d’un biofilm, qui est composé de microorganismes agrégés dans une
matrice d’exopolysaccharides et attachés à une surface [Costerton et al., 1995].
Le mécanisme d’adhérence fonctionne grâce à des protéines de surface, les adhé-
sines, qui reconnaissent des récepteurs spécifiques au niveau des tissus colonisés
[Mhedbi-Hajri et al., 2011]. Certaines bactéries pénètrent dans la plante par des
blessures ou des ouvertures naturelles, comme les stomates. Par la suite, lors de la
phase d’invasion, ces bactéries se multiplient en causant des dégâts aux cellules de
l’hôte. C’est dans cette phase que la survie de la bactérie dépend de sa capacité
de contournement aux mécanismes de défenses de l’hôte, condition indispensable à
l’établissement de la phase d’infection. Le contournement des défenses de la plante
s’effectue grâce à un répertoire de fonctions qui sont régulées en réponse aux si-
gnaux environnementaux rencontrés sur l’hôte [Hajri et al., 2009][Wilson et al.,
2002]. Les facteurs de virulence sont exprimés au cours de la phase de multiplica-
tion de la bactérie. Chez les bactéries à Gram négatif, plusieurs systèmes hautement
spécialisés sécrètent des protéines impliquées dans l’acquisition de nutriments, la
compétition et la pathogénèse. Parmi ceux-ci, le Système de Sécrétion de Type III
(T3SS), une structure de surface très répandue chez les bactéries pathogènes, per-
met d’injecter des protéines à l’intérieur des cellules hôtes. Ce système de sécrétion
est nécessaire au développement de la maladie sur les plantes hôtes. Les protéines
effectrices ou effecteurs de type III (T3SE) sont des protéines transférées dans la
cellule de l’hôte grâce au T3SS et interférant avec certaines fonctions de la cellule
eucaryote. D’autres facteurs de virulence tels que les enzymes pectinolytiques, les
toxines ou encore les effecteurs des autres systèmes de sécrétion jouent aussi un
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rôle déterminant dans l’infection. Ainsi, la spécificité d’hôte devrait être détermi-
née par un répertoire de gènes codant pour des facteurs de virulence spécifique
aux bactéries infectant un certain type d’hôte [Sarkar et al., 2006]. Toutefois, un
tel répertoire se définit non seulement par la présence de certaines protéines effec-
trices, mais aussi par l’absence d’autres, pouvant par exemple être reconnues par
l’hôte [Hajri et al., 2009].

4 Impact des facteurs environnementaux sur l’émer-
gence des maladies

L’émergence de nouvelles maladies peut être la conséquencede l’augmentation
en incidence d’un agent pathogène, de l’élargissement de sa gamme d’hôte, ou de
sa répartition géographique [Anderson et al., 2004]. Cette émergence peut être liée
à l’acquisition d’un nouveau trait comme un gène de résistance par exemple, ou
liée à des facteurs environnementaux comme détaillé ci-dessous [Engering et al.,
2013].

4.1 La domestication

La domestication des plantes, a commencé dans les zones tropicales et sub-
tropicales entre 10000 à 7000 ans de Cal BP 4 [Gupta, 2004]. La domestication a
provoqué des changements radicaux tant dans la diversité génétique des plantes
cultivées, que dans leur expansion et leur densité dans les agroécosystèmes [Stuken-
brock and McDonald, 2008]. Dans la plupart des pays en voie de développement
la Révolution Verte qui a commencé vers 1960, a entraîné la diminution de la
diversité génétique avec dans le même temps un accroissement de la taille des
zones cultivées rendant l’agriculture plus vulnérable à la maladie [Pingali, 2012].
L’évolution des pratiques agricoles, comme la rotation des cultures, les produits
phytosanitaires, l’irrigation, et toute modification de l’hôte vont avoir un impact
direct sur les populations d’agents pathogènes.

4. La mention « avant le présent calibrées» ou « Cal BP » s’applique généralement aux dates
exprimées en nombre d’années comptées vers le passé à partir de l’année 1950, calibrées par
datation à partir du carbone 14.
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4.2 Les échanges commerciaux

Depuis 1492, suite à la découverte de l’Amérique par Christophe Colomb,
l’échange Colombien a marqué le début des transferts de plantes cultivées, et des
micro-organismes associés, entre l’ancien et le nouveau Monde [Nunn and Qian,
2010]. L’intensification de ces échanges a permis l’introduction de nouvelles espèces
et l’émergence de maladies par colonisation d’une nouvelle aire géographique, ou
d’un nouvel hôte.

4.3 Les changements climatiques mondiaux

Les changements climatiques mondiaux observés actuellement pourraientt ap-
porter des conditions favorables au développement et à la dispersion des maladies
(survie, nombre de cycles par an, humidité, variations de température) [Garrett
et al., 2006]. Par conséquent, le nombre d’épidémies risque de s’accroître dans
les prochaines décennies [Evans et al., 2008]. Par exemple, le stress induit par la
sécheresse et celui de l’infection par Xylella fastidiosa ont des effets additifs sur
les plantes, en aggravant les symptômes et leurs progressions le long de la tige
[McElrone et al., 2003]. Le réchauffement climatique peut avoir un effet sur l’aire
de distribution des espèces, comme cela a été étudié chez un oomycète patho-
gène forestier Phytophthora cinnamomi où selon des prédictions théoriques l’aire
de répartition s’élargirait de 1 à 100 km en un peu plus d’un siècle suite à un
réchauffement d’environ 1, 8◦C pour la température moyenne pendant la période
d’hiver [Bergot et al., 2004].

5 Les bactéries du genre Xanthomonas
Le genre Xanthomonas appartient au phylum des Proteobacteria, classe des

Gammaproteobacteria et contient environ 27 espèces [Ryan et al., 2011]. Ce sont
des bactéries Gram négatives provoquant d’importantes maladies sur plus de 400
plantes hôtes, dont certaines présentent un intérêt économique majeur (ex : le
riz, les agrumes, la canne à sucre, le haricot...) [Hayward, 1993]. Les bactéries
du genre Xanthomonas peuvent infecter beaucoup d’espèces cultivées dont par
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Figure 8 – Remaniements taxonomiques au sein de l’espèce X. axonopodis.
Remaniements taxonomiques au sein de l’espèce X. axonopodis. D’après [Mhedbi-Hajri, 2010]



exemple, des Solanaceae, des Brassicaceae, des céréales en provoquant des taches,
chancres, chloroses et nécroses sur feuilles et fruits. Chaque souche a généralement
une gamme d’hôte étroite. Au sein d’une espèce, les souches provoquant le même
type de symptômes sur une même gamme d’hôte sont regroupées en pathovars [Dye
et al., 1980a]. Les Xanthomonas spp. ont été traditionnellement décrits comme des
bactéries associées aux plantes qui ne sont pas retrouvées dans d’autres environ-
nements [Hayward, 1993]. Ces bactéries infectent aussi bien des plantes pérennes
(ex : Agrumes) que des plantes annuelles (ex : Haricot). La plupart des Xantho-
monas sont initialement épiphytes (vie à la surface des feuilles), et peuvent entrer
dans leur hôte par les ouvertures naturelles (hydathodes 5 ou par des blessures). Ils
peuvent ensuite infecter toute la plante grâce au système vasculaire (Xanthomonas
phaseoli pv. manihotis), ou coloniser le parenchyme (Xanthomonas citri pv. citri).

5.1 Taxonomie et phylogénie du complexe d’espèces Xan-
thomonas axonopodis

La diversité pathologique a été à l’origine du concept «new host-new species»
pour lequel chaque variant montrant une gamme d’hôte différente ou produisant
des symptômes particuliers était classé dans une nouvelle espèce [Starr, 1981]. En
1974, seules cinq espèces du genre Xanthomonas ont été retenues sur la base des
caractéristiques phénotypiques, X. campestris (espèce type), X. fragariae, X. axo-
nopodis, X. albilineans et X. ampelina [Dye et al., 1980b]. L’espèce X. axonopodis
a été redéfinie sur la base d’une taxonomie polyphasique (taxonomie qui prend
en compte un maximum de données, génétiques, phénotypiques, écologiques..) et
d’hybridations ADN-ADN par Vauterin et al. (1995)[VAUTERIN et al., 1995]. Par
la suite, six groupes au sein de X. axonopodis (nommés de 9.1 à 9.6) (fig. 8) ont été
décrits sur la base de rep-PCR (repetitive extragenic palindromic-PCR) [Radema-
ker et al., 2005]. Plus récemment, certains pathovars de X. axonopodis, pv. alfalfae
et pvs. citrumelonis du groupe 9.2, citri et malvacearum du groupe 9.5, et fuscans
et aurantifolii du groupe 9.6, ont été reclassés respectivement dans les nouvelles

5. Les hydathodes sont des tissus sécréteurs qui rejettent l’eau issue d’un parenchyme aquifère
ou d’un vaisseau de xylème par des orifices aménagés entre des cellules épidermiques foliaires.
Ces pores opèrent notamment lors du phénomène de guttation par exsudation de gouttelettes.
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Figure 9 – Histoire évolutive des Xanthomonas axonopodis.
Histoire évolutive en IMa2 de 131 souches de X. axonopodis basée sur 7 gènes de ménage. Les temps
de divergence sont indiqués à droite en Kyr (milliers d’années). Les flèches grises pointillées indiquent
le flux de gènes et les chiffres le nombre effectif de migrants. Les groupes A1 à A5 représentent les
populations ancestrales [Mhedbi-Hajri et al., 2013]



espèces, X. alfalfae, X. citri, et X. fuscans respectivements [Schaad et al., 2005a]
[Schaad et al., 2006]. Jones et al. [Jones et al., 2004] ont proposé de diviser X.
axonopodis pv. vesicatoria en deux espèces X. euvesicatoria et X. perforans sur la
base d’hybridation ADN-ADN. Sur la base des valeurs d’ANI, Barak et al. (2016)
proposent de regrouper les espèces X. euvesicatoria et X. perforans en une seule
espèce. Ah-You et al. (2009) ont suggéré que X. citri et X. fuscans sont des espèces
synonymes sur la base d’une taxonomie polyphasique et d’une MLSA (Multilocus
Sequence Analysis). Récemment, une proposition visant à remanier et élever la
plupart de ces groupes définis au sein de l’espèce X. axonopodis au rang d’espèce a
été publiée [Constantin et al., 2016]. Ces nouvelles propositions ont été récemment
validées du point de vue du Code international de la nomenclature. Nous les avons
utilisées pour la taxonomie de nos souches dans l’ Annexe B. Ainsi, le groupe 9.4
forme l’espèce X. phaseoli, le groupe 9.2, l’espèce X. euvesicatoria, le groupe 9.3,
l’espèce X. axonopodis et les groupes 9.5 et 9.6 forment l’espèce X. citri (fig. 8).

6 Histoire évolutive du complexe X. axonopodis
Les travaux de Mhedbi-Hajri et al. (2013) basés sur l’analyse de séquences

partielles de sept gènes de ménage et des approches de coalescence et génétique
des populations ont montré que les bactéries du complexe d’espèces Xanthomonas
axonopodis auraient connu une première phase de diversification en 5 groupes (9.5,
9.6, 9.3, 9.2, et A1) indépendamment de l’hôte et de la géographie (fig. 9). Des
souches pathogènes sur Citrus spp. sont retrouvées dans les groupes 9.5 et 9.6 qui
auraient divergé il y a environ 8000 ans, et aussi dans le groupe 9.2 qui aurait
divergé de son ancêtre commun avec les groupes 9.6 et 9.5 il y a 25000 ans (fig.
8). A l’intérieur des 5 groupes, il existe des clusters monophylétiques regroupant
des souches pathogènes d’un même hôte. Cependant certains agents pathogènes
attaquant le même hôte ne sont pas monophylétiques, c’est le cas des pathovars
pathogènes sur haricot. Trois lignées du pathovar fuscans font partie du groupe 9.6
(X. citri pv. fuscans lignée 2 (LG2), X. citri pv. fuscans lignée 3 (LG3), X. c. pv.
fuscans lignée fuscans) et le pathovar phaseoli fait partie du groupe A1 (X. p. pv.
phaseoli lignée 1, LG1). La divergence en pathovars se serait produite durant les
deux derniers siècles avec le développement de la monoculture et l’expansion de

25



                                                                          afaff



l’agriculture. Une troisième étape impliquant des contacts secondaires et un fort
flux de gènes entre les groupes se serait produite à la faveur du développement de
l’agriculture et de la mondialisation des échanges. Il semblerait que ce complexe
d’espèces évoluerait 3 fois plus par recombinaison que par mutation (r/m=3,18,
r/m étant la mesure l’impact de la recombinaison r par rapport à la mutation m).

7 Les questions de recherche, objectifs

L’objectif principal de ce stage était d’inférer l’histoire évolutive du complexe
d’espèces X. axonopodis à partir de données génomiques. Les bactéries du genre
Xanthomonas sont des agents pathogènes majeurs sur une grande variété de plantes
d’intérêt agronomique et économique. Étonnamment certains pathovars apparte-
nant à des groupes différents sont pathogènes sur les mêmes hôtes, comme des
souches de X. citri pv. citri (groupe 9.5) et des souches de X. citri pv. auranti-
follii (groupe 9.6) sur agrumes, ou X. citri pv. fuscans (groupe 9.6) et X. phaseoli
pv. phaseoli (groupe 9.4) sur haricot. Les questions de recherche posées étaient les
suivantes :

Retrouve-t-on avec des données génomiques la structuration en cinq groupes dé-
crite par Mhedbi-Hajri et al. (2013) sur la base de sept gènes de ménages ? Quelles
forces évolutives ont conduit à cette différenciation en groupes ? Quels sont les
composantes adaptatives, les fonctions biologiques qui auraient pu induire la di-
vergence dans le complexe d’espèces Xanthomonas axonopodis ? Quelles barrières
conduiraient de nouvelles souches à former une nouvelles espèce ? Y-a-t-il un mé-
canisme de spéciation pouvant s’appliquer à toutes les bactéries, indépendamment
de l’isolement par diminution du taux de recombinaison connu pour être extrême-
ment variable ? La faculté à infecter le même hôte en appartenant à des groupes
différents serait-elle due à une adaptation indépendante ou correspondrait-elle à
un transfert de caractères entres les groupes via le flux de gènes ?

Pour répondre à ces questions, j’ai utilisé 73 génomes représentant la diversité
de ce complexe. Dans une première partie, mon objectif était d’identifier les forces
évolutives qui ont participé à la différentiation de ce complexe d’espèces. Pour
cela, la structure des populations a été caractérisée, et les forces évolutives ont
été analysées (l’intensité de la recombinaison homologue à été comparée à celle
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de la mutation). Ensuite, l’impact des flux de gènes tout au long de l’histoire
évolutive (principalement au moment de la divergence en groupe, et lors de la
spécialisation en pathovars) a été analysé. En me focalisant sur deux groupes de
populations, j’ai tenté d’inférer l’histoire démographique associée à l’origine du
premier niveau de différenciation en groupes en testant une grande diversité de
scénarios démographiques. Dans une deuxième partie, le génome accessoire a été
étudié avec comme objectif d’identifier son potentiel adaptatif. J’ai caractérisé le
transfert horizontal de gènes (HGT) le long de l’histoire évolutive en inférant les
événements de gains et de pertes aux nœuds d’un arbre phylogénétique. Est-ce que
le développement des échanges et de l’agriculture a provoqué une intensification
récente des flux de gènes qui serait responsable de la convergence pathologique
de certains pathovars ? L’étude des fonctions biologiques plus particulièrement
acquises ou échangées, permettrait d’essayer d’y répondre.

Enfin, ces résultats ont été discutés dans leur globalité et en essayant de montrer
en quoi ils pourraient contribuer à une meilleure compréhension des émergences
d’agents pathogènes chez les Xanthomonas.
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Troisième partie

CHAPITRE I
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Figure 11 – Schéma synoptique du traitement des données.
Les flèches indiquent les données d’entrées des différents outils utilisés dans le Chapitre I



1 Introduction

La taxonomie du complexe d’espèces Xanthomonas axonopodis est en constante
évolution. Six groupes (nommés 9.1 à 9.6) ont été précédemment décrits sur la base
de rep-PCR [Rademaker et al., 2005]. La génétique des populations basée sur sept
gènes de ménage a montré que le complexe d’espèces Xanthomonas axonopodis
serait composé de cinq groupes génétiques [Mhedbi-Hajri et al., 2013]. L’objectif
principal de ce chapitre 1 est de caractériser les forces évolutives. Pour cela, la
structure de population de ce complexe a été analysée à partir d’une collection
de 73 génomes. Nous avons identifié cinq groupes (que nous appellerons 9.3, 9.2,
9.41, 9.5 et 9.6) parmi lesquels les groupes 9.1 et 9.4 correspondent à l’espèce
X. phaseoli, le groupe 9.2 à l’espèce X. euvesicatoria, le groupe 9.3 à l’espèce X.
axonopodis et les groupes 9.5 et 9.6 à l’espèce X. citri. Afin de déterminer le rôle
que peuvent avoir les flux de gènes dans la divergence et l’apparition de nouvelles
maladies, nous avons étudié la recombinaison homologue d’origine extérieure et
la recombinaison homologue entre les souches de notre collection. Ensuite, une
analyse des scénarios de divergence a permis de valider le sens des flux de gènes et
a également montré que de façon surprenante ce flux de gènes était plus faible entre
des groupes ayant divergé récemment. Au final, afin de détecter d’éventuelles zones
génomiques sous sélection positive (i.e. adaptation locale) les régions fortement
différenciées entre les génomes des souches des groupes 9.5 et 9.6 ainsi que celles
ayant de fortes valeurs négatives au D de Tajima [Tajima, 1983] ont été recherchées.
Les signatures de sélection positive délimitent les régions du génome qui sont, ou
ont été, fonctionnellement importantes dans l’adaptation d’une population à une
contrainte environnementale. Ainsi, une zone génomique couplant à la fois un FST
excessivement fort et un D de Tajima excessivement bas (indicateur d’une baisse
de diversité) peut être suspectée comme étant sous sélection positive. Les génomes
ont aussi été scannés afin de rechercher des SNP du core genome montrant une
structure excessive (en terme variation de fréquences alléliques, par exemple) entre
populations. Ces gènes sont supposés être des marqueurs d’une adaptation locale
(voir la revue de [Beaumont, 2005]), et pourraient nous apporter des indications
sur les fonctions impliquées dans la spécificité d’hôte.
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Table II – Nombre de génomes et de pathovars de Xanthomonas axonopodis
Nombre de génomes et de pathovars de Xanthomonas axonopodis représentés dans notre collection
de séquences génomiques.

Groupes Nbre de séquencesgénomiques Nbre de pathovars représentés dans le groupe
9.1 2 2
9.2 13 7
9.3 2 2
9.4 13 3
9.5 21 6
9.6 22 5



2 Matériels et méthodes

Le matériel et méthodes est résumé dans un schéma synoptique figure 11.

2.1 Les génomes du complexe d’espèces Xanthomonas axo-
nopodis

Un jeu de 73 génomes a été constitué, il est composé de 56 génomes issus de
la collection de génomes séquencés du laboratoire et de 17 génomes des banques
de données publiques, en choisissant le maximum de diversité géographique, chro-
nologique, et de pathovars par groupe ( Annexe B et tab. II). La taille des
génomes est en moyenne de 5,09 Mb, et le pourcentage de GC est compris entre
64 et 65,23%. Les génomes de la collection du laboratoire ont été séquencés en
Illumina HiSeq avec une couverture de 100X et après assemblage sont composés
de 1 à 328 contigs. Quatre souches de Xanthomonas isolées de semences de haricot
mais non pathogènes sur cet hôte ont été ajoutées à la collection, deux dans le
groupe 9.2 (CFBP 7916, CFBP 7920) et deux dans le 9.6 (CFBP 7765, CFBP
7923). Pour les souches pathogènes des agrumes du groupe 9.5 nous avons choisi
des souches de Xanthomonas citri pv. citri du pathotype A (à large gamme d’hôtes
parmi les Rutacées) et du pathotype A* (souches à gamme d’hôtes restreinte au
limettier Mexicain et espèces proches). La souche de Xanthomonas vasicola pv.
holcicola (CFBP 2543), espèce phylogénétiquement proche du complexe d’espèces
X. axonopodis a été utilisée comme groupe externe.

2.2 Identification du core genome, et extraction des SNP

Déterminer le core genome, c’est à dire toutes les régions codantes et non co-
dantes communes aux 73 génomes, est indispensable pour analyser la structure
et les flux géniques homologues du complexe d’espèces Xanthomonas axonopodis.
Nous avons utilisé le programme Parsnp de la suite de logiciels Harvest [Trean-
gen et al., 2014] pour l’identification du core genome. Parsnp est recommandé
pour analyser des génomes de bonne qualité, il a été conçu pour aligner le core
genome de 100 jusqu’à 1000 génomes bactériens en quelques minutes. Parsnp est
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recommandé pour des alignements intra-spécifiques et nécessite des génomes très
similaires (≥97% d’ANI ), toutefois si tous nos génomes ne valident pas ces condi-
tions, l’alignement produit semble de bonne qualité (les locus semblent bien alignés
et le signal phylogénétique est cohérent avec les précédentes études). La validité de
cet alignement a été vérifiée en comparant l’arbre obtenu avec Parsnp et une autre
phylogénie générée par CVtree (Composition Vector Tree) [Xu and Hao, 2009] (cf.
fig. 10). CVtree n’utilise pas d’alignement mais génère une matrice de distance à
partir du protéome des génomes.

La suite Harvest permet de produire une extraction des SNP et une phylogé-
nie du core genome. L’alignement est filtré afin d’enlever les SNP localisés dans
des régions identifiées comme recombinantes avec PhiPack [Bruen and Bruen,
2005], afin de permettre la construction d’un l’arbre phylogénétique en utilisant
la méthode de vraisemblance approximative implémentée dans FastTree2 [Price
et al., 2010]. L’arbre inféré à partir des 73 génomes a été importé dans FIGTREE
http ://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/. L’extraction des SNP (du core genome
obtenu sans avoir filtré pour la recombinaison afin de permettre l’étude des flux
de gènes), est réalisée avec Gingr de la suite Harvest. Grâce à la profondeur du
séquençage (>100X), nous avons confiance en l’identification des singletons et au-
cune autre méthode n’a été employée [Chimenti Michael S., 2016].

Nous avons procédé de la même manière sur différents sous-échantillonnages
du jeu de données total, afin d’obtenir des phylogénies et SNP sur les différents
groupes, avec ou sans outgroup, en vue d’analyses détaillées ci-dessous, comme
celles réalisées avec ClonalFrame et δaδi.

2.3 Annotation des génomes

Afin d’identifier les gènes du core genome et d’avoir une annotation homo-
gène, une ré-annotation de tous les génomes a été réalisé avec le pipeline Galaxy
[https ://bbric-pipelines.toulouse.inra.fr/galaxy/]. Ce pipeline utilise EUGENE-
PP [Sallet et al., 2014] avec une librairie de RNA-Seq (Les protéines bactériennes
de Swiss-Prot) et la base de données des protéines de Xanthomonas. citri pv.
fuscans CFBP 4885 (NC_022541.1). Comme les génomes de plus de 100 contigs
génèrent des erreurs avec ce pipeline, ils ont été ré-annotés avec Rapid Annotation
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Figure 12 – Principe de Synergy2.
L’algorithme divise les gènes en ensembles (orthogroupes) contenant tous les gènes qui descendent
d’un unique gène du dernier ancêtre commun de l’espèce. Synergy2 reconstruit l’arbre des gènes pour
chaque orthogroupe, en remontant nœud après nœud dans l’arbre des espèces. a) Arbre des espèces,
chaque nœud (carré) dans l’arbre représente une espèce. Les événements de spéciation 1 et 2 ont
donné les espèces actuelles a, b et c. b) Arbre des gènes décrivant les événements évolutifs pour les
gènes g1, g2. Chaque nœud (cercle) est un gène. L’arbre montre la descendance d’un gène ancestral g1
en paralogue (cercle hachuré) et orthologue (cercle plein) après la duplication de gène de l’espèce Y.
Le gène g2 a été perdu (éclair bleu) dans l’espèce b. c) Chaque chromosome contient plusieurs blocs
synténiques (hachures) constitués de plusieurs gènes. Une région dans l’un des génomes (rectangle
jaune) n’a pas de bloc synténique dans l’autre séquence. Le score de similarité synténique pour cette
paire de gènes est la fraction des voisins qui sont orthologues aux autres (par exemple le score pour
g3a et g3b est 2/3 )d’après [Wapinski et al., 2007]



with Subsystems Technology (RAST) [Overbeek et al., 2014]. La distribution du
nombre et des tailles moyennes des gènes n’a pas montré de différences significa-
tives.

2.4 Identification des orthogroupes : les gènes orthologues,
les gènes présents-absents, les gènes en multicopies

Le logiciel Synergy2 [Wapinski et al., 2007] a été utilisé afin de définir les
groupes d’orthologues ou “orthogroupes”. Trois orthogroupes sont constitués, (i)
les gènes orthologues, l’ensemble des gènes communs à toutes les 73 souches, (ii)
les gènes présents-absents, les gènes présents uniquement chez une ou plusieurs
souches des 73 génomes, (iii) les gènes en multicopies. L’algorithme Synergy2 re-
groupe les gènes par similarité en s’appuyant sur un arbre phylogénétique des
individus et en reconstruisant simultanément un arbre phylogénétique des gènes
afin de différencier les orthologues des paralogues (fig. 12). Cette méthode néces-
site une estimation a priori de différents paramètres. Nous avons réalisé plusieurs
analyses en modifiant certains paramètres, concernant notamment la synténie car
Synergy2 a été conçu pour des eucaryotes or les génomes bactériens sont beaucoup
moins synténiques. Nous avons utilisé tous les paramètres par défaut excepté pour
la fenêtre de synténie que nous avons réduite de 5000bp à 1000bp et la contribution
de la synténie dans le poids des branches pour les arbres (réduite de Synscale = 1
à 0,5). Ces ajustements ont permis de réduire le coefficient de variation des ortho-
groupes. L’arbre phylogénétique précédemment généré par Parsnp a servi d’arbre
guide pour Synergy2. Les résultats de cette analyse se présentent sous forme d’
“orthogroupes” pour différentes catégories : les gènes orthologues ubiquistes et
unicopies au sein des 73 génomes, les gènes présents-absents (PS) présents dans
au moins deux génomes en simple copie et les gènes en multicopies (MCC). Une
recherche par Blastn [Altschul et al., 1990] des orthologues chez Xanthomonas va-
sicola pv. holcicola (CFBP 2543), a été réalisée et cette séquence a été ajoutée à
chaque orthogroupe avant de les aligner avec l’outil MACSE [Ranwez et al., 2011].
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Figure 13 – Principe de STRUCTURE et de ClonalFrame.
a) STRUCTURE essaye de regrouper les individus en populations ayant les mêmes fréquences allé-
liques distinctes selon l’équilibre de Hardy-Weinberg. Le génotype de chaque individu est fait de blocs
provenant des populations ancestrales. Le profil d’admixture est indicatif du flux de gènes qui s’est
produit entre et parmi les populations. STRUCTURE ne modélise pas la généalogie clonale sous-
jacente de la population bactérienne. Cela implique de lorsque deux isolats partagent un fragment de
la même population ancestrale, ce n’est pas possible de dire si c’est le résultat d’un héritage clonal
ou d’une récente recombinaison affectant l’un ou l’autre. Par conséquence STRUCTURE ne produit
pas une estimation du flux de gènes et est plus adapté à des d’espèces très recombinantes car le signal
clonal a probablement été effacé par la recombinaison. b) Illustration du modèle de ClonalFrame.
Les événements de recombinaison sont indiqués en couleur et la généalogie clonale en noir. La partie
basse montre les génotypes des isolats, avec les fragments affectés par la recombinaison colorés selon
les événements dont ils sont originaires. ClonalFrame construit un arbre qui représente la généalogie
clonale, et il localise les événements de recombinaison qui se sont produits sur chaque branche de
la généalogie. Il n’infère pas l’origine des imports, et ne peut pas être utilisé pour étudier le flux de
gènes entre les lignées. D’après [Didelot and Maiden, 2010].



2.5 Structure du complexe d’espèces Xanthomonas axo-
nopodis

Le concept de population chez les bactéries est assez mal défini puisqu’il est
basé sur la panmixie 6 et que les bactéries n’ont pas de reproduction sexuée. Nous
utiliserons donc ici différentes méthodes permettant de délimiter des groupes de
souches assimilables à des populations.

2.5.1 Structure génétique du complexe d’espèces Xanthomonas axo-
nopodis

Dans le but d’identifier la structure des populations, nous avons comparé les
résultats d’une approche multivariée : analyse en composante principale (ACP),
avec ceux d’une analyse bayésienne. L’ACP a été réalisée avec le paquet R {ade-
genet} [Jombart and Ahmed, 2011] à partir de l’alignement produit par la suite
Harvest. L’analyse bayésienne a été réalisée avec fastSTRUCTURE, qui est un
algorithme dérivant du logiciel STRUCTURE et optimisé pour les gros jeux de
données (voir principe fig. 13a) [Raj et al., 2014]. Adapté à notre jeu de données
haploïde fastSTRUCTURE tente d’identifier des groupes d’individus minimisant
le déséquilibre de liaison entre les SNP liés à une structure génétique. Pour une
partition donnée de k populations, fastSTRUCTURE calcule pour chaque individu
sa probabilité postérieure d’appartenir à l’une de ces k populations. Nous avons
testé le nombre de population entre k = 1 et k = 6 avec 10 répétitions en utilisant
les SNP extraits du core genome avec la suite Harvest.

Les 73 génomes ont été comparés deux à deux avec un script ANI.pl [Chen
et al., 2015] utilisant l’algorithme de JSpecies [Richter and Rosselló-Móra, 2009]
qui permet le calcul par BLAST des identités nucléotidiques moyennes (ANI). La
matrice de distance basée sur dist = −ln(ANI/100) a été calculée sur tous les
génomes. D’autre part, une matrice de distance a été réalisée avec Simka [Benoit
et al., 2015] sur la base des k-mers de 22 bp partagés. La visualisation des relations
entre souches basées sur ces deux matrices de distances a été réalisée avec Declic
(pour Delimitation of species with cliques) [Rimet et al., 2016]. En effet, selon la

6. La panmixie, en génétique des populations, est le principe qui considère que les individus
sont répartis de manière homogène au sein de la population et se reproduisent tous aléatoirement
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définition de l’espèce bactérienne, deux souches ayant une valeur ANI supérieure au
seuil approximatif de 95% appartiennent à la même espèce [Richter and Rosselló-
Móra, 2009]. Selon cette définition, l’espèce serait une clique, c’est-à-dire un sous-
ensemble dont tous les éléments sont connectés les uns avec les autres par une
distance inférieure à un seuil fixé.

2.6 Tests de neutralité

Une fois les “populations” définies, des statistiques descriptives ont pu être
calculées notamment pour tester la neutralité et permettre l’utilisation d’outils
de génétiques de population conditionnés par cette hypothèse. Les spectres de
fréquences alléliques ont été calculés avec VCFtools [Danecek et al., 2011] sur le
core genome, c’est-à-dire les régions codantes et non codantes, obtenu avec la suite
Harvest. Trois tests de neutralité incluant le D de Tajima [Tajima, 1983], une
version normalisée du H de Fay et Wu’s [Fay and Wu, 2000], et le EW de Ewens-
Watterson [Watterson, 1978] ont été calculés pour détecter les écarts au modèle
neutre avec le programme DH [Zeng et al., 2006] sur chaque alignement de gène
orthologue (c’est-à-dire les gènes du core genome identifiés avec Synergy 2), au
sein de chaque groupe. Chacun de ces tests se base sur les attendus neutres du
spectre de fréquences alléliques. Les tests de Tajima et de Fay et Wu reposent sur
la comparaison de deux estimateurs de θ = 2Neµ (chez les haploïdes), le paramètre
de diversité nucléotidique. Sous l’hypothèse de neutralité sélective ou d’équilibre
démographique, la différence entre chacun de ces estimateurs de thêta, pris deux
à deux, est censée être nulle. Le test du D de Tajima compare la moyenne du
nombre de différences entre individus pris deux à deux (θπ) avec le nombre de sites
polymorphes (θW ), il est défini par D = θπ−θW√

V ar(θπ−θW )
.

Un D de Tajima positif indique un excès d’allèles à fréquence intermédiaire
et donc un goulet d’étranglement, une sélection balancée récente ou une sous-
structuration. Un D de Tajima négatif indique au contraire un excès de polymor-
phisme (un excès de variants rares) et donc une population en expansion ou un
balayage sélectif.

Le H normalisé utilise un estimateur de diversité nucléotidique basé sur la
fréquence des allèles dérivés (θL), il est défini par H = θπ−θL√

V ar(θπ−θL)
. Les indices
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de diversité sont calculés sur des parties différentes du spectre de fréquence c’est
pour cela que θW est sensible aux changements de variants à basse fréquence, θπ
aux changements des variants à fréquence intermédiaire, et θL aux variants à forte
fréquence.

EW est basé sur les fréquences des haplotypes, le test consiste à comparer la
valeur de la statistique F = ∑k

i=1 (pi2) (k étant le nombre d’haplotypes dans un
échantillon de taille n et pi est la fréquence du ième haplotype) à celles obtenues
à partir d’échantillons simulés sous l’hypothèse de neutralité de la population.
Il détecte un excès d’haplotypes, qui sont des déviations par rapport au modèle
neutre attendu lors de sélection positive ou balayage sélectif.

Les trois tests statistiques composés (DH, HEW, DHEW) qui combinent les
probabilités des tests de neutralité précédents ont aussi été calculés. Ces tests sta-
tistiques composés prennent les avantages des différents tests et sont plus robustes
aux biais comme la démographie et la sélection d’arrière-plan (background selec-
tion) [Zeng et al., 2007]. Le test composé DH, est un composé du D de Tajima
et du H de Fay and Wu. Les HEW et DHEW sont des composés de H ou DH
avec EW. Le DHEW est le plus robuste puisqu’il combine les probabilités de trois
tests, il est relativement insensible à sélection d’arrière-plan et à la démographie.
La significativité des tests de neutralité et des statistiques composées a été évalué
avec 10000 simulations coalescentes neutres sans recombinaison, conditionné par
la taille de l’échantillon et θW estimé à partir des données. L’hypothèse d’absence
de recombinaison est conservative pour les tests basés sur le spectre de fréquence
et a peu d’impact sur les tests statistiques composés [Zeng et al., 2007].

2.7 Analyse des flux de gènes et de la recombinaison

Après avoir vérifié la neutralité de nos populations, il est possible d’estimer
selon différentes méthodes le flux de gènes. Il s’agit alors de mesurer indirectement
l’isolement génétique entre groupes de souches.
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2.7.1 Flux de gènes d’origine extérieure au complexe d’espèces Xan-
thomonas axonopodis

Le core genome non-filtré pour la recombinaison, issu de Harvest a été ana-
lysé avec ClonalFrameML [Didelot and Wilson, 2015] (fig. 13b). La phylogénie
obtenue avec la suite logicielle Harvest est utilisée comme topologie de départ.
ClonalFrameML est un programme d’inférence bayésienne permettant de détecter
les relations phylogénétiques discordantes le long d’un alignement de séquences.
Cette méthode est particulièrement adaptée pour retracer les généalogies des or-
ganismes clonaux. Il détecte les imports de séquences exogènes, introduisant un
nombre important de substitutions dans notre jeu de données. Pour ce faire, l’al-
gorithme modélise l’import de ces fragments et tend à sous-estimer le nombre
d’événements de recombinaison si le donneur est génétiquement proche ou dans
la population étudiée. Contrairement aux modèles phylogénétiques, cette méthode
prend en compte à la fois les événements de mutation et de recombinaison ho-
mologue pour reconstruire une généalogie clonale de l’échantillon. Le modèle de
coalescence utilisé correspond au modèle de Kingman (1982), dans lequel la taille
de l’échantillon est supposée constante au cours du temps. Après avoir validé l’hy-
pothèse de taille constante des populations étudiées avec les différents tests de
neutralité, une première analyse a été réalisée dans les conditions standards. Les
valeurs des paramètres R/θ, 1/δ et nu ont été estimées. Le paramètre R représente
le taux de recombinaison, θ la diversité nucléotidique, δ la longueur moyenne des
fragments importés, et nu la divergence moyenne de l’ADN importé. Une seconde
analyse a ensuite été réalisée en indiquant comme a priori les valeurs de para-
mètres estimés lors de la première analyse, et en calculant cette fois les paramètres
par branche. Ce paramètre em_branch spécifie les contraintes sur la variabilité
des paramètres de recombinaison sur les branches de l’arbre. Dans cette deuxième
analyse nous avons utilisé em_branch = 1 le modèle le moins contraint (le plus
dispersé).
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2.7.2 Flux de gènes au sein du complexe d’espèces Xanthomonas axo-
nopodis

Afin d’estimer l’importance du flux génique contemporain entre les groupes
précédemment identifiés, nous avons utilisé deux méthodes reposant sur des hy-
pothèses complémentaires comme cela sera détaillé plus bas. L’indépendance des
sites doit être vérifiée avant d’utiliser certaines méthodes. Le déséquilibre de liai-
son représente l’association statistique d’allèles présents à des locus différents. Le
degré d’association a été utilisé pour inférer le niveau de clonalité des organismes,
une forte association étant corrélée avec un fort niveau de reproduction clonale
[Guttman, 1997]. La mesure du déséquilibre de liaison a été réalisée sur les SNP
extraits du core genome avec Harvest pour chacun des groupes comportant plus
de deux génomes : 9.2, 9.41, 9.5 et 9.6. VCFtools [Danecek et al., 2011] calcule ce
déséquilibre pour chaque paire de sites dans une fenêtre 50 kb.

a) Analyse avec TreeMix Afin d’inférer les relations entre les populations à
partir du polymorphisme, TreeMix [Decker et al., 2014] construit tout d’abord un
arbre des populations en maximum de vraisemblance. Les populations sont repré-
sentées par les feuilles de l’arbre, et les branches sont les relations inférées entre ces
populations. Il arrive que plusieurs branches conduisent aux mêmes populations,
ce qui suggère alors de la migration entre ces populations. Nous avons utilisé les
SNP extraits du core genome avec la suite Harvest. Par défaut, TreeMix utilise les
sites bialléliques ce qui correspond à un modèle de mutation en site infinis 7, les
SNP ont donc été filtrés avec VCFtools (option –max-alleles 2) pour obtenir au
final 107759 SNP. Nous avons enraciné le dendrogramme avec le groupe 9.3, le plus
divergent (voir III.3.1). Pour tenir compte du fait que les SNP voisins pourraient
ne pas être indépendants, nous avons regroupé les SNP en fenêtre de 10kb dans
le génome (la valeur choisie doit excéder la mesure du déséquilibre de liaison, voir
plus bas figure 23). Plusieurs analyses ont été exécutées en considérant un nombre
d’événements de migrations allant de 1 à 4 (-m 1-4). Les événements sont ajoutés
jusqu’à ce que 99,9% de la variance entre les populations soit expliquée par le
modèle. Les résultats sont tracés sur un arbre des populations en utilisant le script

7. Selon ce modèle, toute nouvelle mutation se produit à un nouveau site qui n’a encore jamais
été affecté par une mutation
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Figure 14 – Principe du spectre de fréquence joint.
a) Distribution des allèles dans chacun des individus (Ind) des populations A et B. Par exemple,
l’allèle dérivé « G »est en fréquence 1 dans la population A et 0 dans la population B. b)Spectre de
fréquence joint des deux populations A et B. Chaque axe représente la fréquence d’un allèle dérivé
dans les deux populations étudiées. Ainsi, les allèles partagés entre les deux populations se retrouvent
proches de la diagonale sur la figure, tandis que les allèles propres à chaque population vont être
représentés proches des axes[Gutenkunst et al., 2010].



R de l’outil Treemix.

b) Analyse avec fineSTRUCTURE Afin de préciser les flux de gènes entre
les populations, le pipeline fineSTRUCTURE v.2 [Yahara et al., 2013] a également
été utilisé afin de réaliser une peinture chromosomique (chromosome painting). Cet
algorithme fait l’hypothèse que tous les échanges génétiques se produisent entre
les souches du jeu de données contrairement à ClonalFrameML. Cette méthode re-
cherche l’haplotype voisin le plus proche appelé le “co-ancêtre” parmi les individus
échantillonnés. L’algorithme ChromoPainter génère une matrice de similarité des
co-ancêtres (un résumé des relations entre les haplotypes du jeu de données) qui est
utilisée par fineSTRUCTURE pour réaliser un regroupement des souches avec une
approche bayésienne. FineSTRUCTURE utilise un algorithme de Markov Chain
Monte Carlo (MCMC) pour lequel nous avons imposé 1000000 itérations, avec une
période de préchauffage (burn-in) de 50000 itérations et un échantillonnage toutes
les 100 itérations. Il se peut que parfois, des clones, ou des génomes tellement
similaires qu’un seul donneur est considéré par le modèle perturbent l’algorithme
(Lawson d., comm. pers.). Afin de contourner ce problème, nous avons enlevé les
génomes très similaires jusqu’à obtenir une matrice de co-ancêtre satisfaisante. Le
jeu de données ainsi nettoyé comprend 33 souches. Une heatmap du flux de gènes
est obtenue avec l’interface fineSTRUCTURE.

2.8 Inférence de l’histoire démographique

Pour inférer le scénario de divergence le plus probable entre les groupes que
nous avons identifiés nous avons utilisé δaδi [Gutenkunst et al., 2009] qui est une
méthode d’inférence de scénarios évolutifs basée sur un modèle de diffusion. Cette
méthode permet d’obtenir des spectres de fréquence joints dont les profils diffèrent
en fonction des différents scénarios évolutifs. En effet, les événements démogra-
phiques affectent le spectre de fréquence d’une population [Achaz, 2009][Tellier
and Lemaire, 2014]. Les spectres de fréquence joints correspondent à une matrice
représentant la fréquence de chaque allèle dérivé au sein des populations testées
(fig. 14). Les SNP sont filtrés avec VCFtools afin de ne conserver que les bi-
alléliques . La vraisemblance d’un modèle dans le cas de liaisons entre sites est
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Figure 15 – Représentation des modèles démographiques testés dans cette étude.
Chaque modèle consiste en une population ancestrale de taille Nref qui diverge en deux populations
de taille N1 et N2 pendant le temps Ts (dans les modèles SI, IM), Tam+Ts(AM), ou Ts+Tsc (SC)
générations. Il y a échange de migrants pendant Ts (IM), Tam (AM), ou Tsc (SC) générations à
un taux de m1<2 de la population 2 vers la population 1, et m2<1 dans l’autre sens. Les modèles
en migration hétérogène infèrent deux taux de migration (2M), Un taux pour la migration dans
le génome évoluant de façon neutre et un taux dans les îlots génomiques. A ces modèles on peut
ajouter les paramètres P1 et P2 qui donnent la proportion de génome évoluant de façon neutre dans
les population 1 et 2 respectivement. Ces modèles sont IM2M2P, AM2M2P, et SC2M2P. A tous
ces modèles on intègre une variation exponentielle de la taille effective de population qui modélise
un bottleneck ou une expansion, les tailles effectives finales sont N’1 et N’2 pendant une durée de
Te génération. Ces modèles sont SIex2, IMex, IMex2, AMex2, SCex2, IM2M2Pex2, AM2M2Pex2,
SC2M2Pex2, IM2Mex2, AM2Mex2, SC2Mex2.



une vraisemblance composite que l’on ne peut pas utiliser pour choisir le meilleur
modèle. C’est pourquoi, pour minimiser l’impact du déséquilibre de liaison, nous
avons utilisé des SNP filtrés tous les 3000bp, sur la base des résultats d’analyse de
décroissance du déséquilibre de liaison mentionnée plus haut. Ce jeu de données
contient 1223 SNP pour les paires de populations 9.5 et 9.6, et 1235 SNP pour les
paires de populations 9.5 et 9.2. Les SNP ont été polarisés en utilisant la séquence
du génome Xanthomonas vasicola pv. holcicola (CFBP 2543), qui représente l’état
ancestral. Les paramètres démographiques des différents modèles ont été estimés
à partir du spectre de fréquence joint de la distribution des SNP.

Les différents modèles démographiques sont décrits dans la figure 15. Nous
avons utilisé les scripts développés par C. Fraïsse et al. (comm. Pers.). Vingt
analyses indépendantes sur les 20 modèles testés ont été réalisées pour vérifier la
convergence. Le meilleur modèle a été choisi sur la base du critère d’information
d’Akaike (AIC), et la probabilité d’avoir choisi le meilleur modèle a été calculée
avec l’Akaike weight (WAIC ) [Rougeux et al., 2016]. Lorsque la vraisemblance d’un
modèle complexe est meilleure que celle d’un modèle directement plus contraint
(moins de paramètres), un test LRT a été réalisé.

Une fois le meilleur modèle choisi, on peut utiliser le jeu de SNP complet (non
filtré tous les 3000bp) pour calculer des paramètres, car cette fois le déséquilibre
de liaison n’a pas d’impact. Pour estimer l’incertitude des paramètres associés
aux meilleurs modèles nous avons utilisé la méthode de bootstrap implémentée
dans δaδi. Cette fonction calcule l’incertitude à partir de 100 ré-échantillonnages
(bootstraps non paramétriques : échantillonnage avec remplacement) des 257587
SNP non filtrés pour les groupes 9.5 et 9.6, et des 121881 SNP non filtrés pour les
groupes 9.5 et 9.2. Les paramètres sont calculés en unité de taille efficace (Nref).
La taille efficace est égale à Nref = θ

2Lµ (µ étant le taux de mutation) et L = xL
y
(x

nombre de sites retenu par δaδi, L longueur du core-génome en bp et y le nombre
total de SNP du core genome) [Rougeux et al., 2016]. Le taux de mutation µ a été
précédemment estimé à 2.10−8 par site et par an [Mhedbi-Hajri et al., 2013].

Afin de pouvoir comparer sur le même jeu de données les flux de gènes entre
les trois populations 9.6, 9.5 et 9.2, une analyse à trois populations a été réalisée.
L’inférence d’un modèle de divergence à trois populations avec changement de
taille, n’est pas possible à cause du trop grand nombre de paramètres et du temps
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Figure 16 – Modèle à trois populations IMSC.
Le modèle consiste en un premier événement de divergence se produisant au temps T1 entre la
population 9.2 de taille efficace N1 et une population ancestrale Na. A T2 la population ancestrale
Na diverge en deux populations, 9.5 de taille N2 et 9.6 de taille N3. Le flux de gènes m2>3 de 9.5
vers 9.6, et m2<3 dans l’autre sens, est constant depuis la divergence. Alors que le flux de gènes se
produit depuis TSC entre les populations 9.6 et 9.2 (m3>2 et m3<2) et 9.5 et 9.2 (m2>1 et m2<1).



de calcul nécessaire. C’est pour cela que j’ai testé un modèle simple prenant en
compte les résultats des deux analyses par paires, et mis au point le script pour
le modèle IMSC : modèle avec migration constante entre 9.5 et 9.6 et contact
secondaire entre 9.2 et 9.6 et 9.5 (fig. 16). Dix-sept analyses ont été réalisées sous
ce modèle, avec un jeu de données de 106 142 SNP pour les trois populations 9.6,
9.5 et 9.2.

2.9 Recherche des gènes liés à l’adaptation

La divergence des groupes 9.5 et 9.6 est assez récente et probablement accen-
tuée par des barrières génomiques. Afin de rechercher les gènes pouvant être liés
à la divergence adaptative entre groupes, deux approches ont été utilisées. Tout
d’abord le core genome des groupes 9.5 et 9.6 a été scanné afin de localiser les
régions fortement différenciées (pics de FST ) entre ces deux groupes révélant des
signatures de sélection. Toute mutation porteuse d’une adaptation locale verra
sa fréquence augmenter dans la population cible, augmentant localement la dif-
férenciation génétique (i.e. FST ) avec les autres populations soumises à d’autres
contraintes environnementales. Cette augmentation en fréquence de la mutation
avantageuse aura aussi pour conséquence de diminuer localement la diversité nu-
cléotidique, et ce dans une région génomique dont la largeur sera inversement
proportionnelle au taux local de recombinaison. C’est ce qu’on appelle le phéno-
mène d’auto-stop génétique (hitchhiking)[Smith and Haigh, 1974]. Par conséquent,
les différences de fréquence des allèles entre les populations peuvent être plus ex-
trêmes dans les régions du génome sous sélection [Akey, 2002]. Une corrélation
entre ces régions fortement différenciées et des valeurs négatives de D de Tajima
confirmerait la sélection. Une deuxième approche a consisté en l’identification par
Analyse en Composantes Principales (ACP) sur le core genome des SNP montrant
une différenciation excessive particulière entre groupes et qui seraient donc suppo-
sés être des marqueurs d’une adaptation locale. Cette méthode est implémentée
pas le paquet R {PCAdapt} [Luu et al., 2016].
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2.9.1 Par la recherche des SNP sous sélection dans des régions diffé-
renciées

Un indice de la structure de la population (FST ) a été utilisé pour rechercher les
régions différenciées entre les populations des groupes 9.5 et 9.6. Les valeurs de FST
varient de 0 (populations identiques) à 1 (populations complètement différenciées).
Les valeurs de FST et des D de Tajima ont été calculés à partir des SNP extraits
de l’alignement du core genome issu de la suite Harvest des groupes 9.5 et 9.6 en
utilisant VCFtools [Danecek et al., 2011] sur des fenêtres de 1000bp. Ces valeurs
ont été placées sur l’alignement du core genome.

2.9.2 Par genome scan avec PCAdapt

Le genome scan a été réalisé avec le paquet R {PCAdapt} [Luu et al., 2016]
afin de détecter les SNP potentiellement sous sélection pour l’adaptation locale à
partir d’un alignement du core genome des groupes 9.5 et 9.6. Les SNP dits outliers
sont considérés comme atypiques pour la différenciation génétique, puisqu’ils sont
censés différencier plus les populations écologiquement différentes que ne le font les
marqueurs neutres. Quand l’adaptation se produit dans deux lignées différentes un
génome scan basé sur une ACP peut permettre d’identifier des locus indiquant un
type de structure qualitativement ou quantitativement différent de celle observée
sur marqueurs neutres. Dans le cas de deux populations, l’axe 1 de l’ACP reflète la
structure neutre des populations, c’est à dire celle obtenue aux marqueurs unique-
ment soumis à la migration et la dérive. Les axes supplémentaires (PC2 ou plus)
rendront compte de la variance génétique aux marqueurs potentiellement sous sé-
lection. Les gènes qui seraient alors identifiés pourraient apporter des éléments sur
les déterminants biologiques ayant conduit ou du moins liés à la différenciation
génétique.
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Figure 17 – Analyse en composantes principales (ACP).
Analyse en composantes principales (ACP) basée sur 246 585 SNP du core genome des 73 souches
du complexe d’espèces Xanthomonas axonopodis. L’axe PC1 explique 35,6% de la variance et l’axe
PC2 en explique 19,2%. Les souches sont indiquées par des points colorés selon leur appartenance
aux groupes



3 Résultats

3.1 Le complexe d’espèces Xanthomonas axonopodis pos-
sède différents niveaux de structuration

Le complexe d’espèces Xanthomonas axonopodis présente une structure hiérar-
chique et peut se structurer en 2, 4, 5 ou 6 groupes. Selon les seuils utilisés les
groupes 9.4 - 9.1 et 9.5 - 9.6 sont soit regroupés soit séparés par les différentes
méthodes.

L’ACP (fig. 17) a permis de définir deux groupes selon l’axe PC1, confirmés
par fastSTRUCTURE k = 2 (fig. 18b). Le premier groupe est composé de l’espèce
Xanthomonas citri (avec les groupes communément appelés 9.5 et 9.6), le deuxième
contient les espèces X. euvesicatoria, X. phaseoli et X. axonopodis (communément
appelées 9.2, 9.4-9.1, et 9.3). L’arbre phylogénétique (fig. 18a) produit par Harvest
a été établi à partir des core régions des 73 génomes qui représentent 36% du
génome de référence CFBP 4885 (1,9 Mb) et 246 585 SNP. L’arbre a confirmé que
X. citri, composé des groupes 9.5 et 9.6, forme un groupe monophylétique.

La visualisation des relations entre souches basées sur les valeurs d’ANI avec
un seuil de 95% (fig. 19a) et des k-mers avec un seuil de 45% d’identité (fig. 19c)
permet de dénombrer quatre cliques, correspondant aux quatre espèces Xantho-
monas citri, X. euvesicatoria, X. phaseoli et X. axonopodis qui s’individualisent
sous forme de groupes monophylétiques sur l’arbre phylogénétique (fig. 18a) avec
des valeurs de bootstrap de 100%.

L’analyse fastSTRUCTURE avec k = 4 n’a pas discriminé les mêmes 4 groupes
que ceux décrits ci-dessus. En effet, avec k = 4, les espèces X. phaseoli (9.4 et 91)
et X. axonopodis (9.3) ne sont pas discriminées, et c’est l’espèce X. citri composée
des groupes 9.5 et 9.6 qui est divisée en deux. Cela peut être dû au faible effectif du
groupe 9.3 de l’espèce X. axonopodis qui rend difficile l’inférence d’une population
avec 2 génomes.

L’ACP (fig. 17), fastSTRUCTURE k = 5 (fig. 18b), l’ANI lorsque l’on ajuste
le seuil à 96,5%, et les k-mers au seuil de 55% d’identité (fig. 19b et d) structurent
la population en cinq groupes, correspondant à 9.6, 9.5, 9.3, 9.2 et 9.4/9.1.

Finalement seul fastSTRUCTURE avec k = 6 permet de distinguer les groupes
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Figure 18 – Structure du complexe d’espèces X. axonopodis.
a)Phylogénie en maximum de vraisemblance approximative de 73 souches du complexe d’espèces
Xanthomonas axonopodis basé les SNP non recombinants du core genome (1,87 Mb). Les branches
violettes correspondent aux souches du groupe de Rademaker 9.5, les bleues au groupe 9.6, les rouges
au groupe 9.2, les marrons au groupe 9.4, les noirs au groupe 9.1, les vertes au groupe 9.3. Les valeurs
de bootstrap sont calculées en pourcentage pour 1000 répétitions. b) Structure de la population basée
sur une inférence Bayésienne de 73 souches. Les couleurs indiquent les différents groupes inférés selon
la valeur de k.



Figure 19 – Représentation des cliques.
Cliques pour les matrices de distances des 73 souches du complexe d’espèces Xanthomonas axono-
podis. Les souches sont indiquées par des points colorés selon leur appartenance aux groupes. a,b,c)
ANI aux seuils de 95%, 96,5%, et 97% d, e, f) K-mers aux seuils de 45%, 55% , et 60% d’identité des
kmers.



Table III – Valeurs moyennes des différents tests de neutralité par groupes
Les tests réalisés sont le D de Tajima, Le H de Fay et Wu’s et le EW de Ewens-Watterson

Groupes D de Tajima H de Fay et Wu EW Ewens-Watterson
9.2 −0, 32± 0, 78 −0, 84± 1, 16 0, 21± 0, 15
9.41 −0, 75± 0, 76 −1, 26± 1, 04 0, 29± 0, 11
9.5 −0, 10± 0, 82 −0, 77± 1, 24 0, 32± 0, 15
9.6 −0, 41± 0, 93 −1, 01± 1, 49 0, 29± 0, 15



9.4 et 9.1 ce qui correspond exactement aux 6 groupes de Rademaker.
Si on se base sur les valeurs d’ANI les 4 espèces, X. phaseoli, X.euvesicatoria,

X. citri et X. axonopodis sont différentiées. X. phaseoli comprend les groupes 9.1
(représenté par 2 génomes) et le groupe 9.4 ; nous appellerons ce groupe 9.41 pour
la suite des analyses. Pour l’espèce X. citri, il ne nous semblait pas pertinent de
ne considérer qu’une population au vu de la forte sous structuration identifiée par
fastSTUCTURE, l’ACP, l’ANI dès que l’on ajuste le seuil à 96,5%, et la phylogénie.
C’est pour cette raison que 5 groupes ont été retenus, appelés 9.2, 9.3, 9.41, 9.5, 9.6
qui ne correspondent donc pas tous à une espèce. La pertinence de ce regroupement
sera vérifiée par l’analyse des flux de gènes entre les souches de ces groupes.

3.2 Identification des orthogroupes

Un orthogroupe est défini comme un set de gènes descendant d’un unique gène
dans le dernier ancêtre commun de l’espèce considérée. Synergy2 identifie 2071
orthogroupes de gènes communs aux 73 génomes. Seul 2058 orthologues de Xan-
thomonas vasicola pv. holcicola (CFBP 2543) ont pu être alignés aux orthogroupes.
La matrice des orthogroupes présents dans au moins deux génomes en simple copie
(PS) contient 7288 gènes, les génes multicopies (MCC) représentent 318 gènes.

3.3 Tests de la neutralité du polymorphisme au sein de
chaque population

La majorité des valeurs du D de Tajima est plutôt négatives. Les valeurs du D
de Tajima sont en moyenne de −0, 32±0, 78 dans le groupe 9.2, −0, 75±0, 76 dans
le groupe 9.41, −0, 10± 0, 82 dans le groupe 9.5, −0, 41± 0, 93 dans le groupe 9.6
(tab. III). Les probabilités sont majoritairement non significatives (pval > 0, 05)
indiquant que ces populations ne sont pas différentes du modèle neutre (fig. 20).
Les valeurs du EW qui se base sur les fréquences alléliques sont toutes positives,
ce qui indique une sous-structuration des populations qui semble plus importante
dans le groupe 9.41 (fig. 20c). Les trois tests composés montrent une dispersion
plutôt positive des probabilités (pval > 0, 05) indiquant que la majorité des gènes
ne rejettent pas l’hypothèse du modèle neutre (fig. 21). Pour le test DHEW le plus
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Figure 20 – Distribution des valeurs des tests de neutralité par groupe.
a) Boxplots des valeurs du D de Tajima à droite, avec à gauche la distribution des probabilités b)
Boxplots des valeurs du H de Fay et Wu, avec la distribution des probabilités à gauche c) Boxplots
des valeurs du EW de Ewens-Watterson avec à gauche les probabilités. La ligne noire indique une
probabilité de 0,05. Les valeurs n’ont pas été calculées pour les groupes 9.3 et 9.1 car les effectifs
étaient trop faibles.



Figure 21 – Distributions des probabilités des tests de neutralité composés.
Probabilités des tests de neutralité composés a) DH b) HEW et c) DHEW par groupe. Les valeurs
n’ont pas été calculées pour les groupe 9.3 et 9.1 car les effectifs étaient trop faibles. La ligne noire
indique une probabilité de 0,05.
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robuste, 7,8% des gènes dans le groupe 9.2, 7% dans le groupe 9.5, 9,6% dans le
groupe 9.6, 35% dans la population 9.41 rejettent l’hypothèse neutre. Les spectres
de fréquence des allèles dérivés (fig. 22) nous indiquent que dans les groupes
9.41, 9.5 et 9.6, il semble exister un excès de mutations en fréquence intermédiaire.
Une telle distribution pourrait indiquer une sous structuration, ou de la sélection
balancée. Dans le groupe 9.41, les singletons représentent 42% des SNP, ce qui
pourrait indiquer une population en expansion, ce qui est confirmé par le test
DHEW avec 35% des gènes dans ce groupe qui rejettent le modèle neutre, et une
valeur moyenne du D de Tajima pour ces gènes de −1, 77. Le spectre de fréquence
des allèles dérivés du groupe 9.2 semble le plus proche d’un modèle neutre.

3.4 Rôle de la recombinaison dans la diversité du complexe
d’espèces Xanthomonas axonopodis

Sur l’ensemble des souches étudiées, l’étude de la généalogie a permis d’estimer
le ratio r/m=0,97 signifiant que l’impact de la recombinaison sur le polymorphisme
est presque égal à celui de la mutation (tab. IV). Ces valeurs sont variables en
fonction des groupes et comprises entre 0,61 dans le groupe 9.41 et 1,13 dans le
groupe 9.2. La recombinaison se produit 3,5 fois moins souvent que la mutation au
sein du complexe. Ces résultats sont confirmés par la décroissance du déséquilibre
de liaison jusqu’au seuil r2 ' 0, 2 pour tous les groupes, ce qui indique que les
groupes seraient plutôt clonaux (fig. 23). Le rapport du taux de recombinaison
sur le taux de mutation observé dans le jeu de données complet est de R/θ = 0, 28,
avec des valeurs comprises entre 0,06 pour le groupe 9.6 et 0,26 pour le groupe 9.2.
Les événements de recombinaisons ont été inférés le long de la généalogie clonale, et
varient fortement (fig. 24). ClonalFrameML a détecté 5631 imports de séquences
homologues au sein des 73 isolats. Le groupe le plus recombinant est le groupe 9.2.
Les imports les plus nombreux se localisent sur les branches précédent la diver-
gence en groupes : sur la branche menant à l’espèce X. phaseoli (9.4), au groupe
9.1, sur la branche menant à l’espèce X. citri (groupes 9.5 et 9.6), aux branches
menant aux groupes 9.5, 9.6 et à l’espèce X. euvesicatoria 9.2. On remarque aussi
beaucoup d’imports dans l’espèce X. phaseoli sur les branches conduisant aux pa-
thovars X. phaseoli pv. phaseoli et X. phaseoli pv. manihotis, et à l’intérieur de
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Table IV – Estimation de la recombinaison et de la mutation
Les paramètres ont été estimés avec ClonalFrameML sur l’alignement du core genome Harvest.
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ce clade sur la branche conduisant à X. phaseoli pv. phaseoli. La branche portant
les deux souches non pathogènes du groupe 9.6, la branche portant la souche non
pathogène du groupe 9.2 (CFBP 7920), et la branche portant la souche de X. citri
CFBP 3132 montrent aussi beaucoup d’événements de recombinaison. Dans X. c.
pv. citri, un large événement (d’environ 63 kb) marqué par une ligne horizontale
bleue foncée, est en miroir sur les branches conduisant aux clades frères (branches
vertes de la figure 24). Cette symétrie peut être expliquée par des événements de
substitutions qui se produisent sur la branche immédiatement ancestrale aux deux
clades frères voir [Didelot and Wilson, 2015]. Cette région recombinante (gènes
atpAHFEB) code pour des protéines liées à la production d’énergie. Les tailles des
imports varient de 2 à 66 517 pb. La longueur moyenne des fragments recombi-
nants (δ) est de 82 pb. La distribution des tailles des imports sur les branches de
l’arbre correspondant aux groupes, et aux pathovars majeurs (fig. 25), montre
que le groupe 9.5 a reçu de plus gros imports que les autres groupes, ainsi que
les pathovars X. citri pv. mangiferaeindicae, X. citri pv. citri, et les deux souches
non pathogènes du groupe 9.6. La plus grosse séquence recombinante (66kb) a été
importée au niveau de la branche portant deux souches du pathovar citri (306 et
FDC1083), et le deuxième est de 62 kb au niveau du groupe 9.3.

3.5 Le flux de gènes entre les groupes au sein du complexe
d’espèces Xanthomonas axonopodis permet de définir
cinq groupes

Nous avons analysé le flux de gènes entre les groupes du complexe d’espèces
Xanthomonas axonopodis en utilisant une approche dite de chromosome painting
(fig. 26). Nous observons cinq groupes de souches avec une forte intensité de flux
de gènes le long de la diagonale. Une certaine sous structuration existe au sein
de chacun des groupes ce qui est confirmé par les valeurs positives du test EW
(voir paragraphe III.3.3). Dans le cas du groupe 9.41, cette sous structuration ne
permet pas d’effacer le signal d’expansion indiqué par un D de Tajima négatif. Nous
avons montré du déséquilibre de liaison et fineSTRUCTURE le prend en compte,
contrairement aux autres méthodes comme l’ACP ; les deux analyses assignent
pourtant le même nombre de populations. Les relations entre les groupes sont
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Figure 25 – Distribution des tailles des imports par branche le long de la phylogénie.
Les imports ne sont indiqués qu’aux branches supportant les pathovars majeurs et les groupes. La
branche supportant le groupe 9.3 n’est pas représentée car elle comporte un seul import d’environ
62kb.



Figure 26 – Heatmap fineSTRUCTURE.
Heatmap de la matrice de “co-ancêtre” avec la structure des populations inférée par fineSTRUCTURE
sur 33 souches représentatives. La couleur de chaque cellule indique le nombre de fragments importés
d’un génome donneur (colonne), vers un génome receveur (en ligne). Les branches de l’arbre (mon-
trant l’assignation par clustering à une population) sont colorées selon l’appartenance des souches au
groupes (9.1 en noir, 9.2 en rouge, 9.3 en vert, 9.4 en marron, 9.5 en violet, 9.6 en bleu). L’intensité
du flux est indiquée sur l’échelle à droite.
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Figure 27 – Graphiques représentants le nombre de fragments donnés en fonction de la distance
génétique.
Nombre de fragments donnés en fonction de la distance génétique entre les génomes du donneur et
du receveur, calculé d’après la matrice fineSTRUCTURE.



différentes de l’arbre phylogénétique, le groupe 9.6 est isolé des autres, il n’est pas
proche du groupe 9.5.

3.5.1 Le flux de gènes entre les groupes ne dépend pas que de la dis-
tance génétique entre génomes

Le nombre absolu d’événements montre qu’il existe de rares transferts entre
les souches de X. citri du groupe 9.5 et 9.6, (environ 11 événements) contre 224
événements au sein des souches du groupe 9.6. La recombinaison est faible entre
les groupes, elle est plus importante à l’intérieur de chaque groupe. Un flux de
gènes important se produit entre les souches de X. phaseoli des groupes 9.4 et 9.1,
ce qui nous conforte dans notre choix de les regrouper. Il existe quelques exemples
de flux inter-groupes entre des souches qui partagent le même hôte, notamment
entre (i) la souche CFBP 4885 (groupe 9.6) et la souche CFBP 6164 (groupe
9.41) pathogène sur les Phaseolus sp., (ii) entre les souches CFBP 3132 (groupe
9.6) et axdieff695 (CFBP 3133) (groupe 9.41) pathogène sur le Dieffenbachia. La
matrice des co-ancêtres révèle une asymétrie de flux entre les populations. Les
groupes 9.41 (et plus particulièrement les deux génomes du groupe 9.1), et 9.3,
reçoivent de tous les autres groupes, et au sein de chacun de ces groupes le flux
est aussi plus intense que chez les autres groupes. Ces résultats sont en accord
avec le déséquilibre de liaison, qui est beaucoup plus faible au sein groupe 9.41.
Ces deux groupes sont plus perméables aux flux de gènes. On peut aussi noter que
les 3 souches non pathogènes sur leur hôte d’isolement (CFBP 7765, CFBP 7916,
CFBP 7920) reçoivent plus des autres groupes que les souches de leur groupe. La
souche CFBP 7923 n’a pas pu être testée dans l’analyse à cause de sa similarité
avec CFBP 7765.

Il n’existe pas de relation directe entre le nombre de fragments donnés par
un groupe et la distance génétique entre les génomes. Le flux de gènes n’est pas
toujours fonction de la distance génétique (fig. 27). On retrouve que le groupe 9.6
donne plus à certains génomes du groupe 9.4, 9.1, et 9.2 qu’au groupe 9.5 qui est
plus proche génétiquement. Le nombre moyen de fragments donnés par 9.6 à 9.41
est de 26,4 ce qui est significativement supérieur (pval = 3, 915.10−6) à 13 pour le
9.5. Le groupe 9.3 donne aussi plus de fragments aux génomes du groupe 9.1 qu’aux

46



Figure 28 – Réseau phylogénétique des relations inférées entre les groupes par TreeMix.
L’événement de migration montre une introgression du groupe 9.6 vers le groupe 9.3.



génomes du groupe 9.4 pour une distance génétique équivalente. Nous avons utilisé
le graphe implémenté dans TreeMix pour confirmer le faible flux inter-groupes. Le
modèle avec un seul événement de migration est le meilleur et explique 99,9%
de la variance (fig. 28). L’événement de migration est statistiquement significatif
(pval < 0, 05), le groupe 9.3 a reçu 17% du groupe 9.6.

3.6 Inférence de l’histoire de la divergence avec δaδi

Nous avons voulu analyser l’histoire évolutive de deux paires de groupes présen-
tant des flux de gènes contrastés. Tout d’abord, il a été choisi d’inférer un scénario
de divergence pour les groupes 9.5 et 9.6 qui appartiennent à la même espèce X.
citri, mais qui forment deux populations bien distinctes avec un flux de gènes très
faible entre elles. Quant aux groupes 9.5 et 9.2, ils n’appartiennent pas à la même
espèce, mais présentent certaines souches perméables au flux de gènes inter-groupes
(axmalvaX18, CFBP 7920), et des pathovars pathogènes sur les mêmes hôtes (X.
euvesicatoria pv. citrumelonis, et X. citri pv. citri sur agrumes).

3.6.1 Situation 1 : les groupes 9.5 et 9.6 de la même espèce avec peu
de flux de gènes

Choix du meilleur modèle Les meilleurs scénarios sur la base du critère du
∆AIC<10 pour les groupes 9.5 et 9.6 sont indiqués dans le tableau V. Six mo-
dèles ont été retenus dérivant des modèles de divergence avec migration (IM) et
de contact secondaire (SC). Le meilleur modèle est un modèle de divergence avec
migration et changement de taille de population (IMex2)(fig. 30) avec une proba-
bilité de 0,79 avec l’Akaike pondéré (WAIC). Les modèles suivant IM2Mex2 (dérivé
du modèle précédent mais avec un flux de gènes hétérogène), SCex2 (contact se-
condaire avec changement démographique), et SC2M2Pex2 (SCex2 avec un flux
de gènes hétérogène) ont une probabilité équivalente de 0,06. La dispersion des va-
leurs d’AIC (fig. 29)montre que le modèle hétérogène SC2M2Pex2 a une meilleure
convergence que le même modèle homogène SCex2.

Estimation des paramètres Les paramètres estimés pour les 4 meilleurs mo-
dèles sont indiqués dans le tableau VI. Les valeurs sont toutes du même ordre

47



Table V – Meilleurs modéles pour 9.5 et 9.6
Probabilités logarithmiques (Log-Likelihood) et critère d’information d’Akaike (AIC) des 6 meilleurs
modèles (∆AIC <10) testés avec δaδi pour les groupes 9.5 et 9.6.



Figure 29 – Dispersion des valeurs d’AIC pour les groupes 9.5 et 9.6.
Dispersion des valeurs d’AIC pour 23 analyses indépendantes de δaδi des groupes 9.5 et 9.6. En
abscisses les 20 modèles testés



Figure 30 – Spectres de fréquence de l’allèle dérivé pour 9.5 et 9.6.
La heatmap en haut à gauche, correspond au spectre de fréquence du groupe 9.6 sur l’axe vertical,
et du groupe 9.5 en abscisse. La heatmap de droite correspond au spectre de fréquence de l’allèle
dérivé inféré par δaδi selon le modèle IMex2. Les graphiques en bas correspondent à la distribution
des résidus (résidus = modèle data√

modèle) ; en bleu, le modèle ne prévoit pas assez d’allèles, en rouge le
modèle infère trop d’allèles



Table VI – Paramètres inférés pour la démographie des groupes 9.5 et 9.6 selon les différents modèles.



Table VII – Meilleurs modèles pour 9.5 et 9.2
Probabilités logarithmiques (Log-Likelihood) et critère d’information d’Akaike (AIC) des 6 meilleurs
modèles (∆AIC<10) testés avec δaδi pour les groupes 9.5 et 9.2. k =Nombre de paramètres du
modèle , Log-Likelihood estimée parmi 20 analyses indépendantes, ∆AIC=Différence d’AIC entre le
modèle i et IMex2 le meilleur modèle, LRT=Likelihood-ratio test, * si le test est significatif à p<0,05.



de grandeur quel que soit le modèle. La taille efficace ancestrale de chacune des
populations 9.6 et 9.5 est semblable. Elle est de l’ordre de 0,3 soit 81507 individus
dans la population 9.6 et 81229 dans la population 9.5. Seule la taille actuelle
de la population 9.6 a augmenté d’un facteur 2,6 soit 215868 individus. Le taux
de migration efficace est symétrique entre les deux populations, il est de l’ordre
de 0,05. La fraction d’individus à chaque génération de la population 9.6 qui est
constituée de nouveaux migrants de la population 9.5 par génération est égale à
f = 1, 87.10−7 (f = m1>2

Nref
), et 2.10−7 de la population 9.6 vers 9.5 par génération.

Le temps de divergence est d’environ 0,94 ce qui correspond si on utilise un temps
de génération de 0,003, à une divergence il y a 951 ans (TD × Nref × 0, 003).
Le changement démographique se serait produit il y a 167 années. Le temps de-
puis le contact secondaire pour le modèle SC2M2Pex2 est estimé à moins d’une
demi-journée ce qui explique la difficulté pour le modèle d’être significatif.

3.6.2 Situation 2, les groupes 9.5 et 9.2 deux espèces avec du flux
inter-groupes

Choix du meilleur modèle Les meilleurs scénarios sur la base du critère du
∆AIC<5 pour les groupes 9.5 et 9.2 sont indiqués dans le tableau VII. Douze
modèles ont été retenus dérivant des modèles de contact secondaire (SC) et de
divergence avec migration (IM). Trois modèles ont des probabilités presque équi-
valentes, SCex2, IM2Mex2 et SC2M2Pex2. Le meilleur modèle est un modèle de
contact secondaire et changement de taille de population (SCex2) avec une pro-
babilité de 0,21 avec le Akaike pondéré (WAIC). Le modèle suivant est un modèle
hétérogène de divergence avec flux de gènes et changement de taille de population
(IM2Mex2) avec une probabilité de 0,19, puis on retrouve un modèle de contact se-
condaire hétérogène avec changement démographique (SC2M2Pex2) avec un pro-
babilité de 0,15. La dispersion des valeurs d’AIC pour les 20 répétitions des 20
modèles (fig. 31), les deux médianes les plus basses correspondent aux modèles
(SC et SCex2)

Estimation des paramètres Les paramètres des 3 meilleurs modèles sont indi-
qués dans le tableau VIII. La taille ancestrale de chacune des populations 9.5 et
9.2 est de 3581745 et 29402 individus respectivement. La taille actuelle de chacune
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Figure 31 – Dispersion des valeurs d’AIC pour les groupes 9.5 et 9.2.
Dispersion des valeurs d’AIC pour 20 analyses indépendantes de δaδi des groupes 9.5 et 9.2. En
abscisses les 20 modèles testés



Table VIII – Paramètres inférés pour la démographie des groupes 9.5 et 9.2 selon les différents
modèles



Figure 32 – Représentation des paramètres des meilleurs modèles.
A gauche, les paramètres inférés pour les groupes 9.5 et 9.6 selon le modèle IMex2. A droite, les
paramètres inférés pour les groupes 9.5 et 9.2 selon le modèle SCex2. Les temps (T) sont indiqués en
années, la migration est la fraction d’individus qui sont des migrants venant de l’autre groupe par
génération.



des populations est réduite d’un facteur 350 (10156 individus) pour la population
9.5 et d’un facteur 13 (2192 individus) pour la population 9.2. La migration re-
présente une fraction f = 1, 2.10−5 individus migrants de la population 9.2 vers la
population 9.5 par génération, et f = 1, 7.10−5 individus qui sont des migrants de
la population 9.5 vers la population 9.2 par génération. Le temps de divergence
est estimé à 2770 années. Le temps de contact secondaire est estimé à 2.10−8 jour.
Le temps depuis le changement démographique est de 24 années.

3.6.3 Le modèle à trois populations confirme un flux de gènes plus
important entre 9.5 et 9.2 qu’entre 9.6 et 9.5

Les deux analyses précédentes nous donnent des résultats qui ne sont pas com-
parables entre eux car ils n’ont pas été établis sur les mêmes jeux de données, ce
qui fait que la population 9.5 dans l’analyse 9.5/9.6 a une taille stable, alors que
dans l’analyse 9.5/9.2 cette population montre une forte réduction de sa taille (fig.
32). Le modèle IMSC avec le meilleur AIC confirme que la fraction de migrants
entre les groupes 9.5 et 9.6 (valeurs comprises entre 10−13 et 10−17) est beaucoup
moins importante qu’entre les groupes 9.5 et 9.2, ou 9.6 et 9.2 (valeurs comprises
entre 10−6 et 10−7) (tab. IX).

3.7 Recherche de gènes liés à l’adaptation

3.7.1 Les régions à fort FST ne semblent pas sous sélection positive

La moyenne des valeurs de FST calculée sur des fenêtres de 1000bp est de
0, 41±−0, 15. Les distributions des valeurs de FST et D de Tajima sont indiquées
sur l’alignement du core genome des groupes 9.5 et 9.6. On ne détecte pas de
régions fortement différenciées qui seraient colocalisées avec des valeurs de D de
Tajima négatives indiquant de la sélection positive (fig. 33).

3.7.2 Les groupes 9.5 et 9.6 sont très différenciés

L’ACP distcrimine les deux groupes 9.5 et 9.6 (fig. 34a). La distribution des
probabilités associées aux SNP montre énormément de SNP avec de faibles valeurs
(fig. 34b) donc les SNP significativement différents. Il y a un grand nombre de
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Table IX – Paramètres inférés pour la démographie des groupes 9.2, 9.5 et 9.6 selon IMSC



Figure 33 – La sélection sur le génome.
La distribution de la FST calculée dans une fenêtre glissante de 1000bp le long du core genome des
groupes 9.5 et 9.6, avec les valeurs du D de Tajima pour les mêmes fenêtres. Les valeurs FST sont
indiquées en noires. Les valeurs du D de Tajima sont indiquées en rouge, en haut les valeurs pour le

groupe 9.5, en bas les valeurs pour le groupe 9.6.
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Figure 34 – Résultats de l’analyse PCAdapt
a) Structure des populations sur les deux premiers axes de l’ACP b) Distribution des valeurs de P-
values des SNP c) Histogramme des fréquences de P-values attendues d) Histogramme des fréquences
de P-values de notre jeu de données



marqueurs, 16 419 sur les 230 850 SNP, qui sont fixés entre les deux populations.
D’autre part, 77% des SNP sont en faibles fréquences (<0,05). L’histogramme des
probabilités devrait indiquer que la plupart suivent une distribution uniforme avec
un excès de petites probabilités qui indiquent les outliers comme sur cet exemple
(fig. 34c). La distribution des probabilités (fig. 34d) de nos groupes 9.5 et 9.6
est bimodale, il y a bien un excès de petites valeurs de probabilités, mais aussi
une forte fréquence de probabilités autour de 0,8. Cette méthodologie ne peut pas
donner de résultats dans notre cas, car un grand nombre de SNP est fixé entre les
deux populations. On ne peut donc pas identifier des outliers pour la différentiation
génétique.

4 Discussion

Notre étude a consisté en l’analyse génomique de 73 souches du complexe d’es-
pèces bactériennes Xanthomonas axonopodis afin de déterminer quelles étaient les
forces évolutives déterminant sa structure génétique. Nous avons confirmé une
structure en 5 groupes correspondant pour la majorité aux groupes de Radema-
ker, mais cependant sans pouvoir différencier les groupes 9.4 et 9.1. Nos résultats
indiquent que la capacité d’échange de gènes par recombinaison homologue entre
groupes ne semble pas suivre la proximité génétique de ces groupes. D’autres fac-
teurs, sans doutes sélectifs, semblent être à l’œuvre. Dans les paragraphes suivants,
nous tenterons tout d’abord d’identifier les éventuels biais d’analyse. En effet, la
majeure partie des méthodes utilisées sont conçues pour des organismes eucaryotes
à reproduction sexuée. Ensuite nous discuterons du flux de gènes selon les groupes,
et des barrières à la recombinaison, et du statut des groupes 9.5 et 9.6 en tenant
compte à la fois de leur divergence récente et de leur isolement reproductif impor-
tant.

4.1 Biais des méthodes

Nous avons fait l’hypothèse que nos populations sont en équilibre de liaison,
pour pouvoir utiliser fastSTUCTURE. Un tel équilibre de liaison est attendu dans
les grandes populations panmictiques à l’équilibre démographique, deux condi-
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tions insuffisamment documentées chez les bactéries. En effet les populations bac-
tériennes n’ont pas toujours une taille constante et infinie. A fortiori les bactéries
phytopathogènes subissent des réductions drastiques et régulières de taille de po-
pulations, notamment pendant l’hiver où les hôtes se raréfient et/ou perdent leurs
feuilles [Tellier and Lemaire, 2014]. Ainsi les populations d’organismes pathogènes
subissent régulièrement des goulets d’étranglement (bottlenecks) suivis d’expan-
sions démographiques [Martiny et al., 2006]. De manière générale, les inférences de
changements démographiques sont sensibles à la recombinaison, la sélection, et aux
biais d’échantillonnage et doivent donc être effectuées avec précaution [Lapierre
et al., 2016]. Les statistiques descriptives et certains indices comme le D de Tajima
sont utilisés pour détecter d’éventuelles déviations au modèle neutre pouvant être
causées par ces biais. L’utilisation de tests composés tels que DH, HEW et DHEW
indiquent toutefois que les populations sont plutôt à l’équilibre (excepté pour le
groupe 9.41, voir plus bas).

Cependant l’inférence démographique effectuée avec δaδi semble privilégier les
modèles avec changement démographique. Ces changements sont inférés en tenant
compte de la divergence et du flux de gènes avec d’autres populations, contrai-
rement au test de Tajima effectué sur les échantillons de population seuls. Par
exemple, pour la paire 9.5-9.2, une situation de contact secondaire suivi de flux
de gènes récents aura pour effet d’apporter de nouvelles mutations en basses fré-
quences dans chacune des populations, ce qui a pour effet de diminuer le D de Ta-
jima. En revanche, une réduction de taille de population aura pour effet d’augmen-
ter D. Ainsi la distribution du D de Tajima apparemment centrée sur 0 reflèterait
plus une compensation d’effets antagonistes qu’un réel équilibre démographique
des populations.

Compte tenu de ce biais, nous avons comparé les résultats issus de différentes
méthodes reposant sur des hypothèses totalement différentes, comme des hypo-
thèses probabilistes pour la phylogénie, des statistiques descriptives avec l’ACP,
des analyses bayésiennes avec fastSTRUCTURE et fineSTRUCTURE. Le modèle
de fineSTRUCTURE tient compte du déséquilibre de liaison entre SNP contraire-
ment à fastSTRUCTURE, cependant dans les deux cas cinq groupes sont assignés.
Une récente étude sur basées sur des génomes humains a démontré que la méthode
du “chromosome painting” avec fineSTRUCTURE est capable de détecter des
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structures de populations plus subtiles, plus récentes par rapport aux structures
détectées avec STRUCTURE ou l’ACP [Lawson et al., 2012]. C’est peut-être pour
cette raison que l’organisation des groupes les uns par rapport aux autres est dif-
férente entre STRUCTURE et fineSTRUCTURE. Ce dernier isole le groupe 9.6
des autres groupes.

Cas du groupe 9.4.1 Dans ce groupe on trouve beaucoup de singletons qui
conduisent à un D de Tajima négatif, et une importante sous-structuration indi-
quée par fineSTRUCTURE et EW. Ces deux phénomènes produisant des effets
contraires, on peut supposer que l’expansion est nettement plus marquée que ce
qu’indique le D de Tajima. Le groupe 9.41 comprend des agents pathogènes de
cultures majeures, comme le manioc et le haricot, son expansion pourrait s’expli-
quer par le développement intensif de ces cultures. Le manioc est la quatrième
matière première la plus importante après le riz, le blé et le maïs, et la croissance
annuelle de la production mondiale de manioc dans la période 1961 à 1997 était
2.35% par an [El-Sharkawy et al., 2012].

Dans l’ensemble, les résultats apportés par fineSTRUCTURE et δaδi sont co-
hérents. Ces deux méthodes sont complémentaires dans l’étude des processus dé-
mographiques au sein du complexe d’espèce X. axonopodis. FineSTRUCTURE
a ceci d’intéressant qu’il ne considère aucune population a priori et peut trai-
ter l’ensemble des souches échantillonnées. Cette méthode est donc très utile en
première instance pour permettre l’identification des “populations” ainsi qu’une
première estimation des échanges génétiques entre les différentes souches compo-
sant ces populations. Les résultats de δaδi apportent cependant plus de précision
dans l’estimation des paramètres démographiques car cette méthode s’appuie sur
un modèle démographique explicite. Ainsi contrairement à fineSTRUCTURE, les
apparentes similarités génétiques entre souches sont interprétées dans un contexte
évolutif complexe, impliquant à la fois de la divergence, du flux de gènes et des
changements de tailles de population. Toutefois, δaδi, n’offre la possibilité d’ana-
lyser qu’un nombre limité de populations. Dans notre étude, si l’analyse de paires
de populations était possible, nous n’avons pas réussi à analyser 3 populations
pour des modèles complexes (par exemple en introduisant des changements de
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Table X – Probabilités logarithmiques (Log-Likelihood) et critère d’information d’Akaike (AIC) des
meilleurs modèles (∆AIC <10) testés avec δaδi avec 20 analyses pour chacune des paires testées en
prenant l’ensemble des SNP non-filtré. Les modèles hétérogènes sont les modèles 2M.



taille de populations). Ceci tient sûrement au fait que pour identifier le meilleur
scénario avec précision sous δaδi, les SNP utilisés doivent être indépendants ce qui
contraint souvent à une réduction importante du jeu de données initial, compte
tenu de l’étendue du déséquilibre de liaison entre SNP voisins. Les SNP indépen-
dants permettent de choisir le meilleur modèle, mais cependant la réduction du jeu
de donnéE diminue la puissance statistique. Les modèles hétérogènes sont presque
systématiquement les meilleurs lorsque les analyses sont conduites sur les SNP to-
taux (cf. tab. X). Lorsque qu’on retire du jeu de données les SNP liés, on supprime
alors aussi les régions liées aux sites sous sélection positive par autostop génétique
[Smith and Haigh, 1974]. Ces régions sous sélection positive peuvent constituer des
barrières génétiques au flux de gènes [Krause and Whitaker, 2015]. Ainsi suppri-
mer les SNP en déséquilibre de liaison peut rendre plus difficile la détection d’un
modèle incorporant l’hétérogénéité de flux de gènes le long du génome.

4.2 Le flux de gènes est variable entre les groupes

L’impact sur le polymorphisme de la recombinaison par rapport à la muta-
tion r/m = 0,97 est qualifié de faible (< 1) et similaire aux valeurs reportés pour
Enterococcus faecium et Ralstonia solanacearum [Vos and Didelot, 2009]. Ce ra-
tio est nettement inférieur à celui précédemment estimé par Mhedbi-Hajri et al.
(2013) sur sept portions de gènes de ménage r/m = 3,18. Une telle différence dans
les estimations de r/m est certainement imputable au nombre différent de locus
échantillonnés dans les deux études. En effet, le taux de recombinaison, loin d’être
homogène sur l’ensemble du génome, varie selon les régions génomiques [MARAIS,
2002]. Nous avons estimé r/m à partir de données d’alignement du core genome
produit par Harvest et contenant des régions codantes et non codantes. Une telle
différence dans les estimations de notre étude et celle de Mhedbi-Hajri (2013)
pourrait aussi refléter une hétérogénéité de la recombinaison entre les gènes et les
régions non-codantes. Une autre hypothèse serait que cette différence serait induite
par des différences entre les phylogénies, notamment pour le groupe 9.3. Cette hé-
térogénéité du taux de recombinaison rendrait donc l’estimation du paramètre r/m
très sensible à l’échantillonnage des locus. C’est pour cela que l’utilisation de nom-
breux locus tamponne les effets possibles, des variations du taux de recombinaison

53





breux locus tamponne les effets possibles, des variations du taux de recombinaison
le long du génome, et des variations stochastiques [Vos and Didelot, 2009]. Notre
estimation serait donc être plus robuste, car elle est basée sur un core genome de
1,9 Mb. Les différences d’estimation du paramètre r/m sont susceptibles d’être
causées par des différences dans les méthodes analytiques, mais aussi par le fait
que les méthodes analytiques sont sensibles à la stratégie d’échantillonnage utili-
sée pour collecter les isolats bactériens [Didelot and Maiden, 2010]. Dans le cas du
clade séro-résistant de Moraxella catarrhalis, qui contient la plupart des souches
virulentes de cet organisme a un taux de recombinaison six fois plus important
que la population séro-sensible [Wirth et al., 2007].

De même, malgré le faible nombre de souches non pathogènes de notre collection
(4), celles-ci semblent plus recombinantes que les souches pathogènes (fig. 26).
Les souches non pathogènes possèdent un système de sécrétion de type III, mais
ne provoquent pas de symptômes sur leur hôte d’isolement. Ces résultats sont
en accord avec les travaux de Merda et al. (2016)[Merda et al., 2016b], où le
réseau recombinant est constitué par des souches «non pathogènes» au sein duquel
émergent des clones épidémiques beaucoup moins recombinants. Concernant le
rapport entre le taux de recombinaison et le taux de mutation R/θ, les groupes
présentant les valeurs les plus faibles sont les groupes 9.5 et 9.6 (respectivement
R/θ = 0, 08 et R/θ = 0, 06). Ces deux groupes sont les moins divergents au sein du
complexe d’espèces X. axonopodis. Le scénario évolutif inféré par δaδi correspond
au modèle IMex2, c’est à dire un modèle de divergence avec flux de gènes et
changement de taille efficace. Néanmoins, les taux de migration inférés sont très
faibles (c.a. 2.10−7), indiquant la présence possible de barrières génétiques au flux
de gènes. Bien que plus divergents que la paire précédente, les groupes 9.5 et 9.2
présentent un taux de migration plus important entre eux, de l’ordre de 1, 5.10−5

migrants par génération. Ceci pourrait impliquer une plus grande compatibilité
génétique entre les groupes 9.5 et 9.2, qu’entre les groupes 9.5 et 9.6, où le flux de
gènes est bien plus limité. Ce résultat pose la question de l’existence et la nature
des barrières au flux de gènes entre ces groupes.
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4.3 Existence d’une barrière à la recombinaison homologue
entre les groupes étroitement liés 9.5 et 9.6

Le faible flux de gènes entre les groupes 9.5 et 9.6 pourrait donc refléter l’exis-
tence de facteurs limitant les échanges entre ces groupes.

Premièrement, les limitations d’échanges de gènes ne semblent pas être dues
à des facteurs liés aux hôtes. En effet, la phylogénie des hôtes ne suit pas la
phylogénie des groupes. Certaines souches au sein des trois groupes 9.2, 9.5 et 9.6
partagent même certains hôtes, c’est le cas des souches pathogènes des Citrus.

Deuxièmement, la divergence ne semble pas non plus conduite par la géographie
car dans chacun des groupes des souches ont été isolées sur plusieurs continents.
Il n’existe donc pas de relation évidente entre le site géographique de prélèvement
des souches et leur appartenance à un groupe particulier. En revanche plusieurs
souches appartenant à des groupes génétiques différents (9.5 ou 9.6) ont été isolées
dans des régions proches.

Enfin, on peut faire l’hypothèse de barrières génétiques lors de la conjugaison,
résultant d’incompatibilités de pili et de protéines de surface, ou des systèmes
RM, ou SRM (voir paragraphe II.1.1), ou encore d’incompatibilité génétique entre
locus (épistasie négative) provenant de fond génétiques différents seraient autant
de causes qui ne permettrait plus à la recombinaison de jouer son rôle de force
cohésive. Un tel type d’isolement reproductif a été détecté entre deux types de
bactéries du sol Myxococcus xanthus, vivant en sympatrie [Wielgoss et al., 2016].
Les auteurs ont identifié une région avec un contenu génomique variable qui pour-
rait expliquer cette différence de phénotype. Chez les groupes 9.5 et 9.6, la faible
divergence (environ 7585 ans estimé avec IMSC (tab. IX)) contraste fortement
avec le faible flux de gènes. Ce résultat suggère fortement l’existence de barrières
génétiques écologiques ou non ayant permis la mise en place rapide d’un tel isole-
ment reproductif. De telles barrières sont difficiles à identifier. Par exemple, dans
le cas d’espèces d’Archaea thermophiles en sympatrie, seule une différence de crois-
sance suggère que ces espèces sont maintenues par une différenciation écologique
[Cadillo-Quiroz et al., 2012]. L’étude de la variation des valeurs de FST et du D
de Tajima sur le core genome des groupes 9.5 et 9.6 n’a pas permis d’identifier de
régions montrant des traces de balayage sélectif.

55



                                                                          afaff



4.4 Il ne semble pas y avoir de barrières à la recombinaison
entre les groupes plus divergents

L’inférence démographique a permis d’identifier un scénario de divergence avec
contact secondaire suivi de flux de gènes pour les groupes 9.5 et 9.2. Ces groupes
auraient divergé il y a environ 7700 ans (estimation du modèle IMSC (tab. IX))
sans flux de gènes avant d’entrer à nouveau en contact très récemment. Ce contact,
récent (c.a. 316 ans d’apès le modèle IMSC et 10−8 jour pour le modèle SCex2), est
certainement dû à la mise en sympatrie de souches ayant divergé en allopatrie, et ce
grâce aux échanges internationaux et à la mondialisation de l’agriculture. L’intro-
duction de nouvelles espèces dans de nouvelles aires géographiques, la production
de semences regroupées dans certains pays, l’échange de plants, permettraient la
mise en contact des populations d’agents pathogènes jusqu’alors isolées [Leroy
et al., 2016]. On peut supposer qu’il n’existe pas de barrières entre ces groupes
empêchant la mise en place de flux de gènes. Le fort flux de gènes inter-groupes in-
féré pour des souches partageant les mêmes hôtes des groupes 9.6 et 9.41, confirme
l’absence de barrières entre des groupes plus divergents que 9.6 et 9.5. C’est le cas
des souches CFBP 4885 (groupe 9.6) et CFBP 6164 (groupe 9.41) pathogènes sur
des phaseolées, et des souches CFBP 3132 (groupe 9.6) et CFBP 3133 (groupe
9.41) pathogènes du dieffenbachia. Les travaux de Aritua et al. 2015[Aritua et al.,
2015] montrent aussi l’existence d’un flux de gènes entre 9.6 et 9.41 en identi-
fiant plus de 100 gènes probablement acquis de X. citri pv. fuscans (9.6) par X.
phaseoli pv. phaseoli LG1 (9.41). Des analyses au laboratoire dans des conditions
optimisées pourraient permettre de calculer la fréquence de recombinaison lors de
la conjugaison entre des souches des groupes 9.5 et 9.6. La recombinaison lors
de la conjugaison entre S. typhimurium et E. coli est par exemple 105 fois plus
basse que la recombinaison intra spécifique. Cela confirme l’existence de barrière à
l’échange génétique entre ces deux espèces [Rayssiguier et al., 1989]. Sans ce genre
d’expériences, on ne peut savoir si le peu de recombinaison identifié dans cette
étude entre les groupes est le résultat de barrières écologiques ou génétiques.
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4.5 Les groupes 9.5 et 9.6 forment-ils deux espèces ?

Notre objectif était de comprendre la structure des populations du complexe
d’espèces Xanthomonas axonopodis, dans l’objectif de le comparer aux espèces déjà
décrites. Nous avons montré que ce complexe avait plusieurs niveaux de structura-
tion, et que la structuration en cinq groupes nous semblait la plus pertinente. Les
groupes identifiés par les différentes méthodes (ACP, fineSTRUCTURE, ANI...)
sans ambiguïté sont les groupes 9.2, 9.3, et 9.41. Ils correspondent exactement
aux espèces X. euvesicatoria, X. axonopodis, et X. phaseoli respectivement. Fi-
neSTRUCTURE est la méthode qui confirme notre choix de regrouper 9.4 avec
9.1 car ces deux groupes présentent du flux de gènes entres les génomes et consti-
tuent un groupe homogène (fig. 26). Un autre jeu de données comportant plus
de souches du groupe 9.1 permettrait d’avoir plus de robustesse dans les analyses
notamment pour fastSTRUCTURE.

Enfin, les groupes 9.5 et 9.6 sont clairement différenciés par toutes les mé-
thodes : ACP, arbre phylogénétique, fastSTRUCTURE et calcul d’ANI. Ces deux
groupes sont déjà tellement divergents que l’étude des SNP outliers par PCAdapt,
n’a pas permis d’identifier des SNP liés à l’adaptation.

Les groupes 9.5 et 9.6 sont regroupés au sein l’espèce X. citri au seuil utilisé
pour la définition de l’espèce bactérienne de 95% [Constantin et al., 2016], mais à
un seuil plus élevé de 96,5% deux cliques bien indépendantes sont formées. Dans
notre étude, nous avons montré que les groupes 9.5 et 9.6 présentent un faible
flux de gènes, environ 20 fois plus faible qu’entre les souches d’un même groupe,
ce qui est également confirmé par une faible migration (méthode δaδi) de l’ordre
de 10−3 individus par génération malgré une divergence assez récente (Td = 7585
ans estimé par IMSC (tab. IX)). Est-ce judicieux de garder au sein de l’espèce
Xanthomonas citri des souches pour lesquelles on met en évidence un isolement
reproductif ? Le statut d’espèce de ces deux groupes 9.5 et 9.6 a déjà fait l’objet
de débats. Ces deux groupes ont en effet déjà été décrits comme deux espèces bac-
tériennes X. citri et X. fuscans mais uniquement sur la base de certains pathovars
(pv. citri et malvacearum pour 9.5 ; et pv. fuscans et aurantifolii pour 9.6)[Schaad
et al., 2005b]. Notre étude semble donc confirmer ces observations mais cependant
enrichit chacune des espèces bactériennes X. citri et X. fuscans d’autres pathovars
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tels que pv. glycines, pv. mangiferaeindicae du 9.5 et pv. anacardii, pv. vignicola
du 9.6.

Cependant, d’autres études contestent ce statut d’espèce aux groupes 9.5 et
9.6. X. fuscans et X. citri seraient des synonymes pouvant être reclassés comme
sous espèces de X. axonopodis [Young et al., 2008]. Ah -you et al. (2009) propose
aussi la synonymie entre X. fuscans et X. citri mais suggère de les regrouper en
une seule espèce X. citri.

En comparaison avec les eucaryotes, les groupes 9.5 et 9.6 sont dans une “zone
grise” qui engloberait des souches dont la spéciation n’est pas achevée, avec un
flux de gènes extrêmement faible. Une telle zone existe chez les animaux et a été
mise en évidence par Roux et al. (2016)[Roux et al., 2016], sur un continuum de
spéciation de 61 paires de populations (espèces) animales avec des degrés de diver-
gence variables. Une ”zone grise” située entre 0.5% et 2% de divergence synonyme
correspond aux situations où le flux de gènes est hétérogène le long du génome à
cause de l’existence de barrières génétiques au flux de gène. L’existence de telles
barrières est un prérequis à la spéciation. Ce genre de corrélation n’a pas encore été
testée chez les bactéries. Cependant on peut facilement imaginer que chez de tels
organismes, la spéciation obéit certainement à d’autres règles, considérant notam-
ment l’asexualité et les mécanismes d’échanges de gènes. Toutefois, l’existence d’un
flux de gène hétérogène entre les groupes 9.5 et 9.6 (cf. tab. X) semble indiquer
que chez ces deux groupes l’isolement reproductif apparaît de manière progressive,
comme cela a été observé chez les animaux [Roux et al., 2016]. Nos résultats nous
permettent tout de même d’affirmer que les groupes 9.5 et 9.6 présentent un degré
substantiel d’isolement reproductif, ce qui exclut d’emblée leur regroupement au
sein de la même espèce. Il devient alors intéressant de connaître les causes d’un tel
isolement.
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Quatrième partie

CHAPITRE II
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Figure 35 – Schéma synoptique du traitement des données
Les flèches indiquent les données d’entrées des différents outils utilisés dans le Chapitre II



1 Introduction

L’objectif de ce deuxième chapitre est de comparer les dynamiques évolutives
du core genome et du génome accessoire, afin d’identifier des gènes et des fonc-
tions qui pourraient avoir un rôle dans l’isolement reproductif et la divergence
adaptative des groupes précédemment identifiés. Par cette approche nous essaye-
rons de comprendre l’impact du transfert horizontal de gènes lors de l’histoire de
la divergence au sein du complexe d’espèces Xanthomonas axonopodis. En effet, ce
mécanisme moléculaire peut être impliqué dans l’émergence de nouveaux agents
pathogènes [Bartoli et al., 2016]. L’acquisition ou la perte de gènes peut alors
entraîner d’importantes modifications phénotypiques, notamment concernant le
pouvoir pathogène. Par exemple, dans le cadre d’un modèle gène pour gène, on
prédit qu’une protéine de résistance chez la plante va reconnaître une protéine
effectrice provenant de la bactérie, et déclencher une réaction d’hypersensibilité
(HR) [Flor, 1971]. La perte du gène codant pour cette protéine effectrice chez la
bactérie permet alors de contourner efficacement la résistance de la plante [Kim
et al., 2009], [Li et al., 2015].

La distribution du génome accessoire a été étudiée sur les 73 génomes de notre
collection. Les fonctions des génomes core et accessoires ont été analysées dans le
but de savoir si certaines catégories de fonctions sont différentiellement représentées
dans les groupes définis dans le chapitre précédent, et si les gènes impliqués dans
certaines fonctions s’échangent plus via la recombinaison homologue ou le HGT. La
présence de gènes spécifiques d’un groupe génétique potentiellement responsables
d’un isolement écologique entre groupes de souches a été recherchée dans la matrice
de présence-absence des gènes accessoires sur l’ensemble des 73 souches de notre
jeu de données.

Nous avons ensuite estimé les gains et les pertes de gènes pendant l’histoire
évolutive du complexe d’espèces Xanthomonas axonopodis dans l’objectif d’iden-
tifier les moments-clefs de l’apport du polymorphisme par ce mécanisme. L’étude
des fonctions codées par les gènes acquis ou perdus n’a pas permis de démontrer
si certaines fonctions étaient sur ou sous-représentées, au moment de la divergence
en groupes, ou au moment de la spécialisation en pathovars par exemple.

Nous avons en outre étudié plus particulièrement la distribution des séquences
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Figure 36 – Système Toxine Antitoxine
a) Les toxines sont indiquées en orange et les antitoxines en bleues ; les activitées qui ne sont pas
toxiques sont en noires, et les toxiques en grises. Toxine Antitoxine de type II : L’antitoxine et la toxine
sont des protéines ; en phase de croissance, la toxine est liée à l’antitoxine ce qui inhibe son activité.
L’antitoxine et le complexe TA, se lient au promoteur pour réprimer la transcription. En condition
de stress, les protéases cellulaires comme Lon et ClpXP sont activées et clive préférentiellement
l’antitoxine, libérant ainsi la toxine qui inhibe la croissance en inhibant la traduction et la réplication
b) Dans des cellules en croissance (bleues), la concentration en antitoxine exède celle de la toxine.
C’est l’inverse dans les cellules persistantes (orange), Le basculement d’un état à l’autre nécessite un
changement de ce ratio toxine-antitoxine. L’exposition à un stress, comme une carence en nutriment
ou des antibiotiques, tend a activer les protéases qui clivent les antitoxines, il en résulte un excès
de toxines. Cela va rapidement éteindre les activités de croissance cellulaire et aussi permuter une
petite fraction de cellule à l’état persistant. D’après [Page and Peti, 2016]



d’insertions (IS) sur l’ensemble des génomes disponibles. Il est en effet connu que
ces IS jouent un rôle important d’agent mutagène chez les bactéries permettant,
l’adaptation aux nouveaux environnements et la colonisation de nouvelles niches
[Touchon and Rocha, 2007]. Ainsi, l’analyse de la répartition des IS entre les
groupes peut nous informer sur leur rôle dans l’apport de diversité génétique et
la différenciation. Les IS sont impliquées dans l’inactivation de gènes affectant la
virulence, la résistance et le métabolisme [Vandecraen et al., 2017]. Par exemple,
l’effet des IS sur la virulence, via la modulation de la formation de biofilm et la
production de polymères extra-cellulaires a été décrit pour différentes bactéries,
comme chez Staphylococcus epidermidis et Staphylococcus aureus [Ziebuhr et al.,
1999].

Enfin, nous avons voulu étudier la répartition des systèmes Toxine-Antitoxine
(TA) dans les génomes du complexe d’espèces Xanthomonas axonopodis. Les sys-
tèmes Toxine-Antitoxine (TA) sont de petits éléments génétiques composés d’un
gène de toxine et de celui de son antitoxine associée (fig. 36). Les toxines sont
toutes connues pour être des protéines, alors que les antitoxines peuvent être des
protéines ou des ARN non codant [Unterholzner et al., 2013]. Les toxines sont
stables pendant que les antitoxines sont rapidement dégradées par des protéases.
Ce système permet de maintenir les plasmides lors de leur transmission de généra-
tions en générations [Sengupta and Austin, 2011]. Cependant, beaucoup de TA ont
été trouvées dans les chromosomes bactériens, dans ce cas leur fonction biologique
est autre. Elles permettent aux bactéries de passer d’un état de croissance à un
état de latence, en réponse aux stress environnementaux induit par une carence en
nutriment ou par des antibiotiques [Martins et al., 2016]. Les TA pourraient aussi
participer à la diminution des HGT dans leur environnement génomique proche, de
manière similaire au système de restriction-modification (RM) empêchant l’inser-
tion d’ADN étranger dans les génomes bactériens [Pandey, 2005]. Dans ce cas, les
groupes contenant le plus grand nombre de TA pourraient être indicateurs d’une
diminution du HGT dans ces groupes.

2 Matériels et méthodes

Le matériel et méthode est résumé dans un schéma synoptique figure 35.
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2.1 Annotation fonctionnelle

Nous avons tout d’abord cherché à associer chacun des gènes de notre jeu de
données à une fonction biologique. Le but est de déterminer si certaines fonctions,
ou classes de fonctions sont particulièrement acquises par HGT. Ainsi ces acquisi-
tions auraient-elles pu provoquer la divergence en groupes, ou la spécialisation en
pathovars ? L’annotation fonctionnelle a été déterminée à l’aide de Blast2GO [Co-
nesa and Götz, 2008]. Blast2GO recherche par BlastX (recherche d’une séquence
nucléotidique traduite dans une base de données protéique) des séquences similaires
déjà caractérisées, et compare les résultats obtenus à la base de données Gene On-
tology afin de in fine transférer les données fonctionnelles aux séquences consensus
de chaque orthogroupe. Ici, la séquence référence de chaque gène était la séquence
consensus de chacun des orthogroupes précédemment défini (voir III.3.3.2).

2.2 Distribution du génome accessoire entre les souches

Afin d’analyser la répartition des gènes au sein des souches, et la structuration
de la collection basée sur le génome accessoire, une matrice ordonnée de présence-
absence a été générée avec la fonction heatmap du paquet R {stat}[Team, 2013].
Les lignes (individus) et colonnes (gènes) de cette matrice ont été ordonnées sur
la base de la similitude calculée à partir de la matrice binaire de présence-absence
obtenue avec Synergy2. Ainsi, les gènes spécifiques de chaque groupe génétique ont
été identifiés grâce à cette matrice ordonnée. Afin de déterminer s’il existait un lien
entre la distribution des gènes au sein des 73 souches et les fonctions codées par
ces mêmes gènes, un test de corrélation a été réalisé entre la matrice de similitude
calculée sur le profil de distribution des gènes dans la collection et une matrice
de similitude sémantique des termes GO associés à chaque gène. Cette dernière a
été obtenue à l’aide du paquet R {GOSemSim} [Yu et al., 2010]. La corrélation
a été vérifiée avec un test de Mantel réalisé avec le paquet R {ade4} et 999999
permutations. Cette analyse permet de tester si la distribution des fonctions dans
la matrice de présence-absence est aléatoire, ou corrélé à la distance entre les
souches.
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2.3 Divergence et adaptation des groupes 9.5 et 9.6

La recherche des gènes spécifiques de chaque groupe génétique d’après la ma-
trice ordonnée est assez restrictive, puisque nous avons recherché les gènes présents
dans tous les génomes d’un groupe et strictement absents dans tous les autres gé-
nomes. Dans cette partie nous nous focaliserons sur les groupes 9.5 et 9.6. Comme
cela a été montré dans le chapitre précédent, ces deux groupes sont génétique-
ment les plus proches et leur histoire évolutive est maintenant bien caractérisée.
La connaissance de cette histoire évolutive permet de fixer un véritable contexte
démographique et évolutif dans lequel les gains et pertes de gènes par transferts
horizontaux ont pu se produire. Les régions différentiellement présentes entre les
groupes 9.5 et 9.6 ont été recherchées en effectuant des scans des génomes pour
identifier des régions (k-mers) spécifiques avec SkIf [Martial Briand et al., 2016].
SkIf est un outil de comparaison génomique qui détecte des régions, ici la taille du
k-mer a été fixée à 22 bp, spécifiquement associées à des groupes d’organismes.

2.4 Analyse des gains et des pertes lors de l’histoire évo-
lutive

Dans le chapitre précédent, nous avons montré que les moments clés de la
divergence (en groupes ou en pathovars) sont souvent associés à un nombre plus
important d’événements de recombinaison (fig. 24). Dans le but de déterminer
à quel moment de l’histoire évolutive le HGT intervient, et de préciser son rôle
dans la différenciation en groupes, ou en pathovars, les gains et les pertes de gènes
ont été inférés sur la phylogénie du complexe d’espèces Xanthomonas axonopodis à
l’aide de Genoplast [Didelot et al., 2008]. Ces évènements de gains et de pertes de
gènes sont placés sur un arbre ultramétrique transformé à partir de la phylogénie
obtenue avec FastTree2 dans la suite Harvest (voir paragraphe III.3.3.1) grâce au
paquet R {ape} [Paradis et al., 2004]. Genoplast implémente un modèle autorisant
une variation des probabilités de pertes et de gains le long des branches de l’arbre,
ce qui est censé mieux correspondre à des évènements de HGT non constants
au cours de l’histoire évolutive des populations bactériennes. La recherche des
paramètres du modèle se fait par Monte-Carlo Markov Chain (MCMC). Après
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plusieurs essais, le nombre d’itérations a été finalement fixé à 1 million plus 500000
itérations de préchauffage (burn in) et une collecte des paramètres toutes les 2000
itérations, ce qui nous permet d’estimer les distributions de paramètres à partir de
500 valeurs. Dans notre étude, deux exécutions ont été réalisées afin de tester la
convergence. Les gènes gagnés et perdus sur certaines branches d’intérêt, précédent
par exemple la divergence en groupes ou en pathovars ont étés localisés sur un
génome de référence : CFBP 4885 pour le groupe 9.6, axcitri306 pour 9.5, CFBP
6984 pour 9.41, CFBP 5610 pour 9.2 afin de détecter si ces gènes appartiennent à
des clusters. En effet, les transferts d’un grand nombre de gènes sur une branche
pourraient correspondre au transfert d’un opéron, ou d’un plasmide. Les fonctions
de ces gènes ont ensuite été recherchées avec Blast2GO.

2.5 Analyse des IS et du système TA

Les éléments génétiques mobiles jouent un rôle important dans la plasticité des
génomes. Dans cette étude il a été choisi de rechercher les séquences d’insertions
(IS). Nous nous sommes aussi intéressés aux gènes codant les systèmes Toxine-
Antitoxine.

2.5.1 Recherche des IS

La détection des séquences d’insertion a été réalisée avec le pipeline ISsaga
[Varani et al., 2011], qui utilise la base de données ISfinder [Siguier, 2006]. Les
paramètres pour la recherche de ces séquences sont fixés par ce pipeline. Ces pa-
ramètres sont une identité supérieure à 97%, une e-value de 10−5, un word-size de
3. ISsaga détecte uniquement les IS entières. Ceci est particulièrement important
car comme nos séquences sont assemblées en contigs, et que les IS sont connues
pour provoquer des ruptures d’assemblages, le nombre d’IS sera sous-estimé.

2.5.2 Recherche des TA

L’étude de la distribution des Toxine-Antitoxine (TA) a été réalisée afin déter-
miner si une corrélation existe entre le nombre de gènes codant pour ces TA et
une diminution du HGT, sachant que ces gènes joueraient un rôle répresseur de
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Figure 37 – Comparaison des catégories de fonction entre le core genome et le génome accessoire
Proportion des fonctions des gènes pour les trois catégories, Processus Biologiques, Composants
cellulaires, et Fonctions Moléculaires, chez les gènes orthologues et les gènes du génome accessoire



l’insertion d’ADN étranger [Pandey, 2005]. La recherche des TA a été réalisée avec
le programme RASTA-Bacteria (Rapid Automated Scan for Toxins and Antitoxins
in Bacteria) [Sevin and Barloy-Hubler, 2007] en ne gardant que les protéines pour
lesquelles le score est supérieur à 70% (ce score représente une forte probabilité
d’appartenir à la famille des TA). Cette recherche a été complétée avec les TA
identifiés par [Martins et al., 2016] sur les génomes de X. citri pv. citri 306 et X.
euvesicatoria 8510 qui ont été recherchés par Blastn, et notés présents si le seuil
d’identité était supérieur ou égal à 80% sur 80% de la longueur.

3 Résultats

3.1 Comparaison des fonctions des gènes orthologues avec
celles du génome accessoire

Globalement les fonctions des gènes sont réparties de la même façon et dans
les mêmes proportions entre le génome accessoire et le core genome (fig. 37). On
remarque ainsi que 69% des gènes du génome accessoire sont associées à la mem-
brane contre seulement 42% dans le core genome. On note aussi que la catégorie
des gènes impliqués dans les réponses aux stimulus est uniquement représentée
dans le génome accessoire où ils représentent 4% des fonctions présentes. Dans
cette catégorie, on trouve les processus qui résultent d’un changement d’état ou
d’activité (mouvement, sécrétion, production d’enzymes, expression de gènes) de
la bactérie en réponse à un stimulus. Ces résultats sont en accord avec l’idée que
le génome accessoire code pour les fonctions liées à l’adaptation rapide à un envi-
ronnement changeant. Ainsi, les gènes accessoires pourraient être partagés par des
populations pathogènes ayant des histoires adaptatives similaires, et en particulier
à une pathogénie commune [Wiedenbeck and Cohan, 2011].

La catégorie des fonctions de gènes liés aux complexes macromoléculaires est
quant à elle présente uniquement dans le core genome (avec une proportion de 5%).
Dans cette catégorie on retrouve des fonctions liées à l’adhésion, des macromolé-
cules transmembranaires, ou des bicouches lipidiques attachées à la membrane.

Afin de tester l’hypothèse d’une répartition aléatoire des fonctions des gènes
dans la matrice de présence-absence, nous avons réalisé un test de Mantel. Pour
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Figure 38 – Test de Mantel
Distribution des valeurs de r pour 999999 permutations, le losange indique la valeur de r de nos
données



cela nous avons comparé la matrice de distance des génomes basée sur les présence-
absence de gènes, avec la matrice de distance sémantique de GO (Gene Ontology).
L’hypothèse nulle est rejetée : les fonctions des gènes et leur distribution chez les
souches sont corrélées ( r =0,02178266, p = 10−6) (fig. 38). Le regroupement
des génomes en fonction de la matrice binaire des gènes du génome accessoire
permet d’identifier cinq groupes, de la même façon qu’avec le core genome (fig.
39). Cependant, bien que ces 5 groupes soient clairement identifiés sur la base
des présence-absence de gènes, leur place sur le dendrogramme diffère de celle
observée sur l’arbre établi sur la base du core genome. En effet, contrairement à
la core phylogénie, le groupe 9.6 est plus proche du groupe 9.2 que du groupe 9.5.

3.2 Identification des gènes spécifiques des groupes

Des gènes spécifiques de chacun des groupes sont identifiés, 3 sont spécifiques
du groupe 9.2, 195 gènes sont spécifiques du groupe 9.3, 6 gènes sont spécifiques du
groupe 9.41, 26 pour le groupe 9.5, et seulement 2 gènes sont spécifiques du groupe
9.6. Les résultats de BlastX et les ontologies des gènes (GO) sont indiqués dans
l’Annexe C. Les gènes spécifiques de chacun des groupes de plus de 2 génomes ont
été placés sur un génome de référence (CFBP 4885 pour le groupe 9.6, axcitri306
pour 9.5, CFBP 6984 pour 9.41, CFBP 5610 pour 9.2) ce qui a permis de montrer
que 23 des 26 gènes spécifiques du groupe 9.5 font partie d’un cluster. Les 23 gènes
du groupe 9.5 organisés en opéron représentent une partie de la région XACSR1
de X. citri pv. citri 306 [Moreira et al., 2010] (fig. 40) qui contient des gènes
impliqués dans la biosynthèse des lipopolysaccharides (LPS). Cette région semble
similaire, selon les résultats de Blast, avec une région d’un génome d’Acidovorax
avenae subsp. aspargine avec 73% identité sur 64% de la longueur. Cette bactérie
est responsable de maladies sur le maïs et l’avoine, et elle distribuée dans toutes les
zones de production de maîs et d’avoine. Seul les trois premiers gènes de ce cluster
(de XAC0037 à XAC0039), ne sont pas spécifiques au groupe 9.5, on les retrouve
chez des souches du groupe 9.2 (pour les gènes XAC0037, XAC0038, XAC0039)
et 9.41(XAC0038, XAC0039). Les LPS sont des composants clés de la membrane
externe des bactéries à Gram négatif. Il sera intéressant de replacer les gènes de cet
opéron dans l’histoire évolutive du complexe d’espèce Xanthomonas axonopodis,
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center)

Figure 39 – Matrice ordonnée des 7288 gènes présent-absent
Les groupes sont indiqués à droite, les principaux pathovars à gauche. Le dendrogramme en haut re-
présente le regroupement des 7288 gènes. La présence et l’absence de gène est indiquée respectivement
en rouge et blanc
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afin de déterminer si ces gènes ont pu être gagnés par ce groupe, ou perdu chez
les autres groupes. Pour les autres groupes, 9.6, 9.41 et 9.2 aucun opéron n’a
été identifié. Les gènes présents sont dispersés dans les génomes. L’insertion d’un
opéron comme dans le cas du groupe 9.5 semble être un événement rare.

3.3 Absence de gènes communs pouvant expliquer la conver-
gence pathologique de pathovars de groupes différents

Dans la matrice de présence-absence quelques gènes semblent spécifiques à des
pathovars. Cependant malgré la convergence pathologique de pathovars de diffé-
rents groupes comme Xanthomonas citri pv. citri (9.5), Xanthomonas citri pv. au-
rantifolii (9.6), et Xanthomonas euvesicatoria pv. citrumelonis (9.2) sur agrumes,
aucun gène n’est présent spécifiquement chez toutes les souches pathogènes des
agrumes. C’est aussi le cas des pathovars Xanthomonas citri pv. fuscans, pv. fus-
cans LG2, pv. fuscans LG3 (9.6), et Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli LG1 (9.41)
dont les souches sont pathogènes des Phaseolus (haricots). Entre les pathovars sur
haricot, un gène codant pour une hypothetical protein a été gagné sur la branche
conduisant au pv. fuscans LG2 et au pv. fuscans lignée fuscans, un gène codant
pour une hypothetical protein entre pv. fuscans LG2 et LG3, et un gène codant
pour un TonB entre pv. fuscans LG3 et fuscans. Les transporteurs TonB peuvent
être impliqués dans la transport actif d’éléments nutritifs ou dans la transduction
de signaux [Ryan et al., 2011].

3.4 Détection de gènes impliqués dans l’adaptation locale
ayant pu conduire à la divergence entre 9.5 et 9.6

L’algorithme SkIf identifie 29% (1 535 814 bp) du génome de FDC1083 (utilisé
comme référence du groupe 9.5) comme spécifique aux génomes du groupe 9.5
par rapport aux génomes du groupe 9.6. On retrouve par cette méthode l’opé-
ron XACSR1 identifié plus haut dans la matrice présence-absence. Pour le groupe
9.6 c’est 25% (1 311 641 bp) du génome de CFBP 2913 (utilisé comme référence
du groupe 9.6) qui lui est spécifique par rapport au groupe 9.5. Dans ce groupe
9.6, l’approche basée sur les k-mers identifient une région de 6 gènes spécifiques
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Figure 40 – Région XACSR1
a) Région XACSR1 du génome de Xanthomonas citri pv. citri 306 [Moreira et al., 2010]. Ce clus-
ter contient plusieurs gènes impliqués dans la synthèse de lipopolysaccharide (LPS). Il contient deux
copies de asnB codant pour une aspargine synthase. Un homologue de ce gène chez Pseudomonas ae-
ruginosa est impliqué dans la biosynthèse d’antigène O. b) Les gènes de l’opéron XACRS1 spécifiques
du groupe 9.5 c) Les trois gènes présents qui ne sont pas spécifiques du groupe 9.5

Figure 41 – Voie métabolique du D-galacturonate chez Agrobacterium tumefaciens [Hilditch and
Valtion teknillinen tutkimuskeskus, 2010]



(les gènes XFF4834R_chr.1255, XFF4834R_chr.1256, XFF4834R_chr.1257,
XFF4834R_chr.1259, XFF4834R_chr.1260 et XFF4834R_chr.1261 de notre
annotation) dont trois sont semblables à ceux de la voie catabolique du D-galacturonate
chezAgrobacterium tumefaciens. Deux voies cataboliques différentes du D-galacturonate
ont été identifiées chez les bactéries. L’une avec une première étape d’isomérisation,
l’autre avec une étape d’oxydation. Cette deuxième voie a été identifiée chez Pseu-
domonas syringae et Agrobacterium tumefaciens (fig. 41) [Hilditch and Valtion
teknillinen tutkimuskeskus, 2010].

3.5 L’apport du polymorphisme par transfert horizontal
n’est pas un processus continu le long de la phylogénie

Les deux analyses indépendantes réalisées avec Genoplast sont convergentes
(Gelman-Rubin Rc = 0, 999). Les événements ancestraux avec une probabilité su-
périeure ou égale à 0,50 ont été positionnés à chaque nœud de l’arbre (fig. 42). Une
hypothèse sous-jacente de cette méthode est l’indépendance d’occurrence des évé-
nements de gains et de pertes. Dans la réalité, ce n’est pas toujours le cas, parce
que beaucoup de gènes peuvent être gagnés (ou perdus) dans un événement de
transfert unique (par exemple, l’acquisition d’un plasmide). Les résultats présen-
tés ici pourraient donc surestimer le nombre d’événements de transfert impliqués.
La variation du nombre de gains ou de pertes de gènes est considérable le long des
branches. Généralement, un nombre très important d’événements de gains et de
pertes se sont produits le long des branches terminales et ce nombre diminue le long
des branches plus profondes de la phylogénie. Une corrélation positive existe entre
le nombre de gènes gagnés et la distance à la racine (fig. 43). Les gains terminaux
les plus importants ont été inférés sur les branches conduisant aux pathovars Xan-
thomonas phaseoli pv. manihotis (420 gains), Xanthomonas citri pv. glycines (374
gains) ainsi qu’aux deux souches non pathogènes de Xanthomonas citri CFBP
7765 et CFBP 7923 (556 gains). En moyenne, 8,3% du génome total moyen dans
le pathovar X. p. pv. manihotis a été gagné récemment, mais cette valeur aug-
mente à 15,6% lorsque l’on considère seulement la proportion relative à la taille
du génome accessoire. Les pathovars avec le nombre le plus important de pertes
terminales inférées sont Xanthomonas citri pv. mangiferaeindicae (46 pertes), les
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Figure 43 – Plot du nombre de gains en fonction de la distance à la racine
En rouge la droite de régression.



  

b) Processus Biologiques

c) Fonctions Moléculaires
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Figure 44 – Histogrammes des proportions de fonctions des gènes gagnés
Les fonctions des gènes gagnés au niveau des branches précédents les pathovars mangiferaeindicae
(M), malvacearum (Mv), citri (C) et glycines (G) et du groupe 9.5 sont indiqués pour les trois classes
de GO ( a,b et c).



deux souches non pathogènes de Xanthomonas citri CFBP 7765 et CFBP 7923
(55 pertes) et la souche Xanthomonas citri CFBP 3132 (61 pertes) (fig. 42). Cela
représente 1% du génome total moyen dans le pathovar Xanthomonas citri pv.
mangiferaeindicae et 1,9% lorsque l’on considère seulement la proportion relative
à la taille du génome accessoire.

3.6 Fonctions gagnées ou perdues aux noeuds stratégiques
de l’arbre phylogénétique

Les fonctions des gènes (gagnés ou perdus) au niveau des branches précédents la
divergence en groupes sont similaires aux fonctions des gènes inférées aux branches
conduisant aux pathovars (des exemples sont représentés (figure 44 et 45)). Cer-
tains gènes gagnés sur la branche conduisant au groupe 9.5 sont regroupés en
deux clusters, le cluster spécifique de ce groupe XACSR1, et un autre groupe de
quatre gènes constitués d’une histidine kinase, d’une protéine hypothétique, d’une
protéine de stress et d’une endonucléase de réparation d’excision de nucléotide.
Le cluster de 6 gènes précédemment identifié par SkIf comme étant spécifique du
groupe 9.6, a été gagné sur la branche conduisant à ce groupe. D’autres gènes ont
été localisés sur le génome de référence pour les autres groupes mais ils n’appar-
tiennent pas à un opéron identifié.

3.7 Recherche du contenu génomique en éléments mobiles
IS et du système TA

Le nombre moyen des IS par génome est de 35 dans un génome du groupe
9.6, 37 dans un génome du groupe 9.5, 52 dans un génome du groupe 9.41 et
39 dans le groupe 9.2. Les groupes 9.5 et 9.6 contiennent tous les deux la plus
grande diversité d’IS avec 17 familles différentes, contre 15 pour 9.41 et 11 pour le
groupe 9.2. Les familles d’IS spécifiques des groupes 9.5 et 9.6 sont les IS4 (0,62%),
IS4_is10 (0,15%), IS110 (0.77%), IS1634 (1,08%). L’IS701 (1,14%) est spécifique
du groupe 9.41 (fig. 46).

Concernant les gènes codant pour les toxines ou antitoxines (TA), le pathovar
X. citri pv. citri est celui qui contient le plus de TA avec une moyenne de 40± 3.
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a) Composants Cellulaires

b) Processus Biologiques

c) Fonctions Moléculaires

LG1 9.41 Mn

Figure 45 – Histogrammes des proportions de fonctions des gènes gagnés
Les fonctions des gènes gagnés au niveau des branches précédents les pathovars X. axonopodis pv.
phaseoli (LG1), X. axonopodis pv. manihotis (Mn) et le groupe 9.41 sont indiqués pour les trois
classes de GO ( a,b et c).
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Table XI – Nombre de Toxines et Antitoxines moyen par groupes et par pathovars



De manière plus générale, le groupe 9.5 est aussi celui qui en contient le plus par
rapport au autres groupes avec une moyenne de 36 ± 6 (tab. XI). La topologie
basée sur la présence-absence des TA regroupent les souches par groupes dans le
cas du groupe 9.2 et du groupe 9.5. Ils regroupent aussi les groupes 9.41 et 9.6
(fig. 47), la composition en TA des lignées de Xanthomonas phaseoli pv. phaseoli
LG1, et de Xanthomonas citri pv. fuscans semblent rapprocher ces souches. La
plupart des Xanthomonas citri pv. fuscans sont dans un clade, excepté CFBP
6165 et CFBP 6970 qui semblent plus proches des lignées LG2 et LG3 que des
autres fuscans. Cela s’expliquerait peut être par leur origine, ces souches sont les
seules originaires du continent américain.

Des délétions de toxines sont retrouvées dans des génomes. Le gène XAC1194
codant pour une toxine avec un domaine COG3654-doc est absent des génomes
des souches du pathovar manhihotis et de tous les génomes des groupes 9.6 et
9.3. Le gène XCV1189 codant pour une toxine avec un domaine de stabilisation
de plasmide RelE/ParE est délété chez la plupart des souches du pathovar citri,
excepté chez axcitr1279 et axcitr9322, chez les souches du pathovar mangiferaein-
dicae et chez des souches du groupe 9.6 et 9.2. Le gène XCV0819 codant pour une
toxine avec un domaine pfam01845-CcdB est absent de certain génome des souches
du groupe 9.2 et du pv. citri. Le gène XACb0033 qui code pour une toxine avec
un domaine pfam11455-DUF3018 est absent des souches du pv. phaseoli (9.41)
et de certaines souches du groupe 9.6. On trouve aussi uniquement une antoxine
relB sans la toxine associée chez certaines souches du pathovar X. c. pv. fuscans
(excepté LG2 et LG3), du pv. aurantifolii, ainsi que des souches du groupe 9.41
appartenant au pathovar manihotis Annexe E. On trouve des délétions d’anti-
toxines telles que le gène XAC0188 (domaine COG1396HipBcd00093HTH_XRE).
Ce dernier est absent des génomes du pathovar mangifereaindicae.

Les gains et les pertes des TA ont été localisés sur l’arbre grâce à Genoplast
(fig. 48). De nombreux gains ont été inférés au niveau des branches supportant
les pathovars. Certaines TA ont été acquises par des pathovars de groupes diffé-
rents, mais qui partagent les même hôtes. C’est le cas de XFF4834R_RS06680,
XFF4834R_RS21050 et XFF4834R_RS20795 qui ont été gagnés au niveau du
pathovar X. phaseoli pv. phaseoli LG1 du groupe 9.41 et du pathovar X. c. pv.
fuscans qui sont des pathovars qui regroupent des souches pathogènes sur ha-
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Figure 47 – Matrice ordonnée en fonction des TA.
Les groupes sont indiqués par des couleurs. Les TA sont indiqués en colonnes, les souches en lignes.
Les souches du pathovars citri sont encadrées en rouge.



ricot. D’autres TA (Rorf_13913, XFF4834R_RS20820, XCAW_a00017) ont été
acquises au niveau des pathovars X. c. pv. fuscans LG2 et LG3 du groupe 9.6 ainsi
que du pathovar X. phaseoli pv. phaseoli LG1 du groupe 9.41. Le pathovar X. c.
pv. fuscans a gagné 6 toxines ou antitoxines.

4 Discussion

Dans ce chapitre II nous nous sommes intéressés à l’évolution du contenu en
gènes du génome accessoire ainsi qu’aux échanges de ces gènes entre populations.
La topologie des souches basée sur la matrice de présence-absence confirme les
groupes que nous avons définis au chapitre précédent. Les différences entre la to-
pologie basée sur le core genome et celle basée sur le génome accessoire seront
discutées ci-dessous. L’inférence des gains et des pertes de ces gènes lors de l’his-
toire évolutive montre que le HGT s’est intensifié récemment lors de l’apparition
des pathovars. Dans les paragraphes suivants, nous mettrons en parallèle le poly-
morphisme apporté par HGT avec celui apporté par recombinaison homologue lors
de l’histoire évolutive de ce complexe. Afin d’identifier des fonctions qui pourraient
expliquer la divergence des groupes, certains gènes spécifiques de groupes ont été
recherchés. Nous discuterons pour finir de leur rôle dans la divergence écologique
et l’adaptation à l’hôte.

4.1 Comparaison des topologies des arbres basés sur les
génomes core et accessoire

Nous avons inféré l’histoire évolutive du complexe d’espèces X. axonopodis en
explorant les différences d’échanges génétiques entre le core genome d’une part
et le génome accessoire d’autre part. Les évènements de gains et de pertes de
gènes, par transfert horizontal, ne sont pas soumis aux mêmes contraintes que la
recombinaison homologue. En effet contrairement à la recombinaison homologue, le
HGT peut se produire entre des souches très éloignées phylogénétiquement [Popa
and Dagan, 2011]. Cela implique que les phylogénies du core genome et celle réalisée
à partir de la matrice des gènes présent-absent puissent ne pas être identiques.
De manière générale, les topologies de souches bactériennes basées sur le génome
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accessoire montrent une évolution plus fortement influencée par l’écologie que celles
issues du core genome [Wiedenbeck and Cohan, 2011]. Par exemple, une étude sur
E. coli [Didelot et al., 2012] montre une discordance pour certains clades entre
la topologie des arbres des génomes core et accessoire. La topologie basée sur
le génome accessoire regroupe des souches du même pathotype, c’est à dire des
souches qui partagent les mêmes traits d’histoire de vie, ce que ne montre pas la
topologie issue du core genome.

Concernant notre étude, en dépit du fort taux de gains estimé, un signal phy-
logénétique précis et robuste est présent dans la matrice de présence-absence des
gènes du génome accessoire qui permet d’identifier les mêmes groupes et pathovars
qu’avec la phylogénie basée sur le core genome. Cependant, la topologie générale
de l’arbre basé sur le génome accessoire, diffère de celle obtenue précédemment
sur le core genome (fig. 18). On note, par exemple, que l’arbre basé sur la ma-
trice de présence-absence rassemble les groupes 9.6 et 9.2 puis le groupe 9.5, ce
qui ne correspond pas à la phylogénie issue du core genome. La recombinaison
non-homologue par HGT se produirait donc plus fréquemment entre les groupes
9.2 et 9.6 génétiquement plus éloignés qu’entre les groupe 9.5 et 9.6, pourtant
décrits précédemment comme plus proches. Toutefois, ce regroupement ne peut
pas s’expliquer totalement par la spécialisation à l’hôte. En effet, ces trois groupes
contiennent chacun des souches pathogènes sur agrumes. De plus, aucun hôte n’est
spécifique aux souches des groupes 9.6 et 9.2. Les génomes du groupe 9.5 sont ceux
qui contiennent en moyenne le plus grand nombre de TA. Leur rôle dans ce groupe
pourrait être de stabiliser le génome (en contribuant au maintien de plasmides,
ou d’îlot génomique) en empêchant l’introduction d’ADN étranger [Van Melderen
and Saavedra De Bast, 2009]. Le plus faible flux de gène par HGT entre 9.5 et
9.6, qu’entre 9.6 et 9.2 confirmerait la présence de barrières entre les groupes 9.5
et 9.6.

Un autre exemple de non congruence existe entre la phylogénie basée sur le
core genome, et celle basée sur la matrice des Toxine-Antitoxine. Cette matrice
regroupe les souches des groupes 9.41 et 9.6. Ce résultat illustrerait la présence de
HGT entre des groupes génétiquement distants concernant ces gènes. De manière
intéressante, les TA sont majoritairement portées par des plasmides [Unterholzner
et al., 2013]. Il est alors probable que les transferts horizontaux entre les groupes
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9.41 et 9.6 aient pu être facilités par la proximité écologique des certaines souches
de ces deux groupes, notamment celles pathogènes sur haricot (genre Phaseolus).

4.2 La recombinaison homologue et le HGT ne se pro-
duisent pas au même moment dans l’histoire évolutive

Un très grand nombre d’événements de gains et de pertes se sont produits
le long des branches terminales et suggère un rôle important des transferts ho-
rizontaux dans l’histoire évolutive récente du complexe d’espèces Xanthomonas
axonopodis. Des fluctuations considérables du nombre de gains ou de pertes sur
des périodes évolutives relativement courtes sont observées sur les branches condui-
sant aux pathovars. Une précédente étude sur des Pseudomonas syringae [Nowell
et al., 2014] a montré que les gains et les pertes se produisent plus fréquemment
sur les branches terminales, et que leur nombre diminue le long des branches à me-
sure que l’on se rapproche de la racine de la phylogénie. Une des raisons de cette
diminution du HGT le long des branches plus profondes de la phylogénie, réside
dans la difficile estimation des évènements de gains anciens. En effet, une majo-
rité des gains de gènes sont transitoires et rapidement éliminés du génome [Kuo
and Ochman, 2009][Touchon et al., 2009]. Nous observons aussi un excès de gains
par rapport aux pertes sur les branches terminales. Cette observation impliquerait
donc une augmentation récente de la taille des génomes des souches de Xanthomo-
nas axonopodis. Cependant les souches du complexe X. axonopodis ont une taille
de génome comparable aux autres Xanthomonas. Ainsi il faudrait conclure à une
augmentation générale de la taille du génome au sein du genre Xanthomonas. Il
semblerait plus probable qu’il s’agisse d’un biais méthodologique conduisant à une
surestimation des taux de gains ou de pertes [Zhaxybayeva et al., 2007][Hao and
Golding, 2008]. A ce titre, des problèmes d’assemblage de génome peuvent conduire
à une mauvaise estimation du nombre de gènes. Certains gènes peuvent manquer
à cause d’une couverture incomplète du génome entier. Ainsi des parties de gènes
peuvent se trouver dans les parties non ou mal assemblées du génome. D’autres
gènes peuvent être coupés à cause d’erreur de cadre de lecture [Han et al., 2013].
Ainsi, ces absences artefactuelles de gènes, induisent un biais dans l’estimation
du génome accessoire, et par conséquent dans les gains inférés par Genoplast à
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certaines souches. Les gènes codant pour les TA fonctionnent en couple : un gène
codant pour la toxine et son gène d’antitoxine associé. Dans certains génomes,
des gènes de toxines seuls ont été observés, impliquant de facto l’inférence d’une
perte d’antitoxine. Or, la présence d’une toxine seule serait responsable de la mort
de la cellule. On peut alors supposer que ces pertes d’antitoxines seules seraient
probablement dues à des problèmes d’annotations, ou d’assemblage. Cependant,
un tel biais d’annotation semble rare, seul 4 gènes d’antitoxines sur les 35 recher-
chés, seraient délétés dans 13 génomes au total. La profondeur de séquençage de
la majorité de nos génomes est de 100X au minimum, ce qui nous conforte dans la
fiabilité de nos résultats.

Tout comme les flux de gènes décrits au chapitre I, l’augmentation récente du
HGT sur les branches terminales pourrait aussi être expliquée par des contacts
secondaires liés la modification des pratiques culturales et à la mondialisation des
échanges commerciaux. Bien que les Xanthomonas soient des bactéries phytopatho-
gènes avec différentes gammes d’hôtes, dans certains contextes agricoles (cultures
intercalaires ou rotation) la proximité physique des plantes contaminées par des
agents pathogènes distincts peut faciliter le contact et le HGT. Par exemple, des
espèces de Xanthomonas proches, X. gardneri et X. citri pv. citri portent le même
plasmide [Richard et al., 2017] ce qui suggère que ces bactéries ont été en contact
malgré des hôtes différents, la tomate et les agrumes respectivement. Le pathovar
manihotis qui appartient au groupe 9.41, est celui qui a gagné le plus de gènes (420)
d’après l’analyse Genoplast. Le groupe 9.41 est aussi le groupe qui contient le plus
d’IS par génome (52) ce qui indique que ce groupe est fortement exposé aux HGT.
L’augmentation récente du HGT vers ce pathovar pourrait avoir un lien avec la
démographie en expansion que nous avons identifié précédemment. Une augmen-
tation de l’aire de répartition des bactéries suite à l’expansion pourrait permettre
une plus grande exposition à de nouveaux pools de gènes. Les souches du pathovar
manihotis hébergent trois plasmides [Lin et al., 1979][Verdier, 1988], possiblement
acquis récemment, ce qui pourrait expliquer le grand nombre de gènes gagnés ré-
cemment. Cependant, bien que ces plasmides aient été décrits, aucune séquence
n’est pour l’instant disponible dans les bases de données. Il nous est donc im-
possible de vérifier l’hypothèse d’une acquisition récente de ces plasmides par le
pathovar manihotis. Les deux souches non pathogènes du groupe 9.6 CFBP 7765
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et CFBP 7923 ont aussi gagné énormément de gènes (556). Nous avons montré que
la souche CFBP 7765 est plus perméable au flux de gènes par la recombinaison
homologue que les autres souches de ce groupe (paragraphe III.3.3.5.1 et figure
26). Elle pourrait donc aussi être plus perméable au HGT. L’importance des gains
inférés sur la branche précédent ces deux souches pourrait aussi s’expliquer par la
longueur de cette branche qui les sépare des autres pathovars. Ces souches auraient
donc eu plus le temps pour accumuler des différences de contenu de génome.

Une autre force évolutive, la recombinaison homologue ne se produit pas au
même moment que le HGT dans l’histoire évolutive de ce complexe d’espèces Xan-
thomonas axonopodis. Elle se produit plus fréquemment sur les branches précédents
les événements majeur de divergence, sur les branches conduisant au groupes par
exemple (voir fig. 24) que sur les branches terminales. Ce patron de recombinai-
son pendant l’adaptation suivi de faible recombinaison une fois adapté semble être
commun à beaucoup de bactéries pathogènes [Didelot and Maiden, 2010]. Une fois
un maximum adaptatif atteint, la recombinaison devient délétère puisqu’elle ré-
injecte des allèles mal adaptés dans la population. L’isolement reproductif permet
au contraire de garder les combinaisons favorables de gènes dans la population.
Plusieurs agents pathogènes très spécialisés montrent peu de signe de recombi-
naison par rapport à leurs parents non spécialisés [Achtman and Wagner, 2008].
C’est le cas par exemple chez Mycobacterium tuberculosis [Liu et al., 2006], et
chez Xanthomonas arboricola [Merda et al., 2016a]. Quel que soit le mécanisme
provoquant la diminution de la recombinaison homologue, cela aboutira à une
augmentation de la divergence des séquences, et à la spéciation. Ce processus de
spécialisation conduit par une réduction de la recombinaison homologue est parti-
culièrement attrayant par le parallèle qu’il offre avec le BSC de Mayr [Mayr, 1942].
Des mécanismes d’isolements reproductifs autres que ceux du à la divergence des
séquences existent. Un premier mécanisme pourrait être l’isolement par la distance,
qui empêche les interactions entre les souches qui favoriseraient la recombinaison
[Wielgoss et al., 2016]. Ce ne semble pas être le cas pour nos groupes 9.5 et 9.6,
car les souches proviennent des mêmes aires géographiques (continents), certains
hôtes sont communs entre ces groupes, et les cas d’isolement allopatrique chez les
bactéries sont rares [Fenchel, 2003]. Un deuxième mécanisme serait que la diver-
gence des séquences diminuerait l’efficacité de la recombinaison, mais le fait que
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nos 2 groupes 9.5 et 9.6 échangent moins que les groupes plus divergent 9.6 et 9.41
ne s’accorde pas avec cette hypothèse. Un troisième serait, la présence d’éléments
génétiques, comme des systèmes de Restriction-Modification (RM), qui empêche-
raient la réussite de la recombinaison entre des lignées. Il existe un parallèle entre
ces systèmes et certains systèmes TA [Mruk and Kobayashi, 2014]. L’abondance
des systèmes TA dans les génomes du groupe 9.5 pourrait être un élément en fa-
veur de cette hypothèse. Un dernier mécanisme serait, qu’une différenciation de
niche provoquée par l’acquisition de différentes fonctions ait induit la divergence
de ces groupes, comme l’acquisition de XACSR1 dans le cas du groupe 9.5 que
nous développons ci-dessous. Nos résultats ne nous permettent pas de choisir entre
ces deux dernières hypothèses.

4.3 Divergence induite par l’adaptation

Les mécanismes de transferts horizontaux de gènes (HGT) sont à la base de
l’évolution des génomes bactériens et concernent souvent des gènes impliqués dans
les interactions hôtes-bactéries (incluant le pouvoir pathogène) et l’adaptation aux
niches écologiques. Par exemple, chez X. oryzae un événement de HGT a été dé-
tecté impliquant des gènes de la biosynthèse des lipopolysaccharides [Patil et al.,
2007]. Le HGT et les pertes de gènes peuvent directement faciliter l’accumulation
de divergence entre des populations bactériennes via l’adaptation différentielle des
lignées à des niches écologiques distinctes [Polz et al., 2013]. Ce mécanisme entre
en jeu dans l’évolution et pourrait expliquer la divergence des groupes, et la large
gamme d’hôte du complexe d’espèces X. axonopodis. Le cluster de biosynthèse de
LPS précédemment décrit comme étant un élément de la spécificité d’hôte de X.
c. pv. citri est partagé par tous les membres du groupe 9.5 et pourrait être un
des facteurs ayant contribué à la divergence de ce groupe. Les LPS sont compo-
sés de trois entités synthétisées séparément : le lipide A, le noyau et l’antigène
O. Le lipide A, nommé aussi l’endotoxine, est la partie responsable de l’induc-
tion de la réponse immunitaire non spécifique. L’antigène O influence la relation
hôte-bactérie à différents niveaux, il représente la partie immunogénique spécifique
du LPS. Chez les bactéries phytopathogènes, le LPS est un important facteur de
virulence, il est aussi de plus en plus reconnu comme un motif moléculaire associé
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aux agents pathogènes (PAMP) majeur reconnu par les plantes et induisant l’ex-
pression de gènes liés aux défenses des plantes, comme la production de composés
phénoliques, la suppression de réaction d’hypersensibilité (HR) [Patil et al., 2007].
Les modifications de l’antigène O semblent jouer un rôle important dans plusieurs
stades de l’infection, dans la phase de colonisation (adhérence) et dans la capacité
de contourner ou surmonter les systèmes de défense de l’hôte [Lerouge and Vander-
leyden, 2002]. Les 3 gènes impliqués dans la voie catabolique du D-galacturonate
spécifique du groupe 9.6, pourraient aussi avoir contribué à la divergence de ce
groupe. L’acide D-galacturonique est un des composants majeur de la pectine, un
polysaccharide constituant les parois cellulaires des plantes. C’est une importante
source de carbone pour les microorganismes vivant sur des végétaux [Zhang et al.,
2011]. L’acquisition de ces fonctions a pu apporter une adaptation différentielle à
une nouvelle niche écologique et favoriser la divergence de ce groupe.

La convergence pathologique ne semble pas due à des caractères acquis par tous
les pathovars pathogènes sur un même hôte, mais plutôt par plusieurs acquisitions
de gènes différents entre les pathovars. Il n’y a pas de gènes partagés par chacune
des lignées du groupe 9.6 (X. c. pv. fuscans lignée fuscans, LG2 et LG3) et la lignée
1 (X. p. pv. phaseoli) du groupe 9.41. Il existe peut-être un biais géographique car
les lignées LG2 et LG3 contiennent uniquement des souches isolées à la Réunion,
ce qui pourrait expliquer que peu de gènes soient partagés avec la lignée X. c. pv.
fuscans. Malgré cela les deux lignées de la Réunion LG2 et LG3 ne partagent pas
plus de gènes accessoires entre elles (1 gène) que chacune de ces lignées avec fuscans
(1 gène). L’acquisition de plusieurs gènes différents entre les pathovars d’un même
hôte rejoint l’hypothèse que la spécificité de l’hôte résulterait de l’interaction entre
les répertoires de gènes de virulence bactériens et les répertoires de gènes impliqués
dans les défenses de l’hôte [Hajri et al., 2009].
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Cinquième partie

Conclusion et Perspectives
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L’objectif de cette étude était d’identifier les principales forces évolutives impli-
quées dans la divergence des bactéries du complexe d’espèces Xanthomonas axo-
nopodis. Nous avons tout d’abord étudié la structuration, et confirmé cinq groupes
sur des données génomiques. Les différents tests de neutralité indiquent des po-
pulations à l’équilibre démographique excepté pour le groupe 9.41 qui semble en
expansion. Cependant, les différents scénarios d’inférence démographique testés
avec δaδi montrent que lorsqu’on se place au niveau de paires de populations, et
qu’on prend en compte la migration, les meilleurs modèles sont des modèles avec
changement de taille de populations (ex : IMex2, SCex2).

Nous avons montré que l’impact de la recombinaison est équivalent à celui de
la mutation dans l’histoire évolutive de ce complexe d’espèces. La recombinaison
homologue semble avoir joué un rôle important juste avant la divergence des cinq
groupes. Ensuite nous avons observé une diminution des évènements de recombi-
naisons, sans doute liée à un isolement reproductif ou géographique ayant conduit
à la divergence entre ces 5 cinq groupes. Cette divergence a pu être induite par
l’accumulation de mutations et par l’effet de la dérive, ou provoquée par des gains
(ou des pertes) de gènes favorisant l’adaptation d’une population à un nouvel en-
vironnement. Nous avons pu identifier, par exemple, le gain d’un opéron codant
pour des LPS au niveau du groupe 9.5. Ce cluster n’est pas retrouvé par Blastn
au sein des autres génomes du genre Xanthomonas. Des études fonctionnelles de
délétion et de complémentation des gènes de ce cluster pourraient apporter des
réponses sur son rôle dans la divergence ou l’adaptation des souches du groupe 9.5
à leur environnement.

Après la divergence des 5 groupes, la recombinaison homologues entre souches
de groupes différents ne semble être pas avoir été contrainte par la proximité gé-
nétique des souches, mais plutôt favorisée par la proximité écologique (i.e. l’hôte).
Ainsi un flux de gènes plus intense a été identifié entre des souches de groupes
différents, pathogènes sur un même hôte. Ce résultat est confirmé par le trans-
fert horizontal de gènes qui se produit par exemple plus fréquemment entre des
groupes éloignés génétiquement comme 9.6 et 9.2 dont certaines souches ont des
hôtes communs (les agrumes) qu’entre des groupes moins divergents comme 9.5
et 9.6. Ces groupes 9.5 et 9.6 ont aussi des hôtes communs, mais il semble exister
entre les souches de ces deux groupes des barrières génétiques ou écologiques aux
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flux de gènes. Dans le cas des deux groupes 9.5 et 9.6 le scénario démographique le
plus probable est celui impliquant une divergence avec faible flux de gènes continu.
Cependant, lorsque tous les SNP sont utilisés le meilleur modèle est un modèle di-
vergence avec contact secondaire et flux de gènes hétérogène (SC2M2Pex2) ce qui
confirme bien l’hypothèse de barrières. Cette différence dans le choix du modèle
est révélatrice de la difficulté chez les bactéries de choisir suffisamment de SNP
non-liés. Cette difficulté constitue ici une importante limite dans la puissance des
méthodes d’inférence démographique quand elles sont appliquées aux procaryotes.

Il serait intéressant de constituer d’autres jeux de données qui ne seraient pas
sous structurés (comme c’est le cas des groupes qui sont constitués de patho-
vars). Ainsi un échantillonnage plus important d’individus d’une même populations
d’agents pathogènes de mêmes hôtes et des mêmes régions pourrait permettre de
tester l’inférence de scénarios démographiques, entre par exemple, les pathovars
X. citri pv. fuscans et X. phaseoli pv. phaseoli, ou entre X. citri pv. citri, X. citri
pv. aurantifollii, et X. euvesicatoria pv. citrumelonis. La recherche de barrières
seraient probablement facilitée sur ces jeux de données plus homogènes, les traces
de sélection n’étant pas brouillées par des effets contradictoires entre différents
pathovars. Ainsi des genome scans réalisés avec différentes statistiques, comme
des FST , du déséquilibre de liaison, des indices de diversité, ou des test de McDo-
nald–Kreitman [McDonald and Kreitman, 1991] sur ces différents jeux de données
pourraient révéler avec plus de précisions les régions sous sélection.

Contrairement à la recombinaison homologue, le HGT s’est lui intensifié récem-
ment. En effet, Genoplast a inféré beaucoup de gains et de pertes sur les branches
terminales de l’arbre qui pourraient refléter des échanges entre des souches remises
en contact par la mondialisation ou lES modifications des pratiques agricoles. Une
des perspectives de ce travail pourrait être d’inclure à notre collection i) de véri-
tables populations (souches prélevées ensemble sur un site géographique) et ii) une
plus forte proportion de génome de souches isolées très récemment pour confirmer
le scénario de contact secondaire.

Pour finir, notre étude décrit un modèle de divergence qui ne pourrait peut-
être pas être généralisé à toutes les bactéries mais qui apporte des éléments pour
comprendre le processus de spéciation chez les bactéries phytopathogènes. Au vu
de ces résultats l’étude des flux de gènes aurait besoin d’être étendue à d’autres
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bactéries afin de généraliser un concept d’espèce bactérienne basé sur une réalité
biologique.
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Annexe A

Liste des gènes spécifiques et des annotations fonctionnelles pour chaque groupe
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Annexe B

Liste des souches bactériennes utilisées pour les analyses génomiques.
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Annexe C

Matrice de présence absence des gènes codant pour des Toxines Antitoxines. Le nom
des gènes chez la souche X. c. pv. citri 306 est indiqué par XAC, le nom des gènes
chez la souche X. euvesicatoria 8510 est indiqué par XCV, et pour les Orfs le nom
de la souche est indiqué entre parenthèses. Les couleurs dans la 1ère ligne indiquent
l’appartenance des souches à un groupe : rouge pour 9.2, vert pour 9.3, marron pour
9.41, violet pour 9.5 et bleu pour 9.6. Les lignes rouges indiquent les Toxines, les
noires les Antitoxines.
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Annexe D

Domaines et fonctions des TA. La première colonne indique si le gène code pour une
toxine (T) ou une antitoxine (A). Les autres colonnes indiquent le nom des gènes
chez les diférentes souches.
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3
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T COG3905 - Transcriptio0l regulator XAC2429 *******
A COG3668 - ParE XAC2428 *******
T pfam05016 - plasm. stab. prot. RelE/ParE XAC0081 XFF4834R_RS00265
A TIGR01552/pfam02604 - phd  / COG2161 - StbD XAC0080 XFF4834R_RS00260
T cd09881 - PIN_VapC-FitB XAC4315(Y4JK) *******
A COG4691 - StbC XAC4314(Y4JJ) *******
T COG3668 - ParE XAC1141 *******
A TIGR02606 - antidote_CC2985 XAC1140 *******
T cd09855 - PIN_VapC-Smg6-like XAC2187 *******
A COG2336 - MazE XAC2188 *******
T smart00966 - SpoVT/AbrB XAC1883 XFF4834R_RS09810
A cd09875 - PIN_VapC-FitB-like XAC1884 XFF4834R_RS09815
T COG3654 - doc XAC1194 XFF4834R_RS16290
A TIGR02609 – hypothetical_protein XAC1195 XFF4834R_RS16285
T TIGR03071 - Couple_hipA / pfam07805 - HipA_N XAC0187 *******
A COG1396 - HipB / cd00093 - HTH_XRE XAC0188 *******
T pfam02661 - Fic/DOC XAC1501 *******
A cd00093 - HTH_XRE XAC1499 *******

(no known domain) XAC4312 XFF4834R_RS20450
pfam05016 - plasm. stab. prot. RelE/ParE XAC4313 XFF4834R_RS20455

T cl00995 - superf. PemK / PRK09812 - ChpB XACa0027 *******
A cl00877 - superf. MazE  / PRK11347  - ChpS XACa0028 *******
T RHH (recently described by Gallo, 2010) XACa0037 *******
A COG1569 - with PIN domain XACa0036 *******
T pfam11455 - DUF3018 XACb0033 *******
A pfam02452 - PemK -like proteins XACb0032 *******
A cd00093 - HTH_XRE XAC3288 *******

plasmid. stabil - TIGR02683 XCAW_01038 *******
T pfam05016 - plasm. stab. prot. RelE/ParE XCV1189 XFF4834R_RS16435
A (no known domain) XAC1168/XCV1188 XFF4834R_RS16440
T cl03380/pfam01845 - CcdB XCV0819 *******
A cl02188/pfam07362 - CcdA XCV0820 *******
T VapC/PIN/COG1848 ******* XFF4834R_RS21055
A StbC ******* XFF4834R_RS21050
T VapC/PIN/COG1848 Rorf_13921_cds(CFBP 6992) *******
A StbD Rorf_13913_(CFBP6992) *******
T HipA ******* XFF4834R_RS06680
A HTH_XRE/HTH_XRE ******* XFF4834R_RS06685
A ******* XFF4834R_RS20730
T RelB=antitoxine ******* XFF4834R_RS20725
T cd09861 PIN-VapC-like Rorf_85 (4226..4633) XFF4834R_RS00015
A spoVT_AbrB/MazE Rorf_81 (3993..4241) XFF4834R_RS00015

XACb0059 *******
XACb0060 *******

T cd09881 - PIN_VapC-FitB XCAW_a00016 pXcaw19 *******
A pfam02604 - PhdYeFM_antitox XCAW_a00017 pXcaw19 *******
T COG3668 - ParE XCAW_b00052 pXcaw58 *******
A (no known domain) XCAW_b00051 pXcaw58 *******

cl21503 - Plasmid_stabil super family /  COG3549 - HigB XCV4440 *******
cd00093 - HTH_XRE XCV4439 *******

T pfam05016 - Plasmid_stabil RelE/ParE XCV3346 *******
A cl22461 - RHH_1 COG3905 XCV3347 *******
T cl03380/pfam01845 - CcdB XCV0819 *******
A cl02188/pfam07362 - CcdA XCV0820 *******
T pfam05016 - Plasmid_stabil  RelE/ParE XCVc0017 XFF4834R_RS20760
A (no known domain) XCVc0016 XFF4834R_RS20755
T HTH_XRE/HTH_3/HipB/HTH_XRE XAC0524 XFF4834R_RS02560
A Rorf_8936 Rorf_8706 
T ******* Rorf_23154 
A HTH_XRE/HipB/HTH_XRE/HTH_3 ******* XFF4834R_RS06740
T ******* Rorf23272
A HTH_XRE/HTH_XRE/HTH_3/HipB ******* XFF4834R_RS06775
T hypothetical protein XAC1790 XFF4834R_RS09335
A StbD XAC1789 XFF4834R_RS09330
T HTH_XRE/HipB/HTH_XRE/HTH_3/VapI ******* XFF4834R_RS10880
A ******* Rorf38202
T HTH_XRE XAC2515 XFF4834R_RS12215
A Rorf_43362 Rorf43148
T HTH_XRE/HTH_XRE/HTH_3/HipB/VapI XAC4056 XFF4834R_RS19160
A ******* *******
T ParE/Plasmid_stabil ******* XFF4834R_RS20795
A ******* XFF4834R_RS20800
T VapC/PIN/COG1848 ******* XFF4834R_RS20825
A StbC ******* XFF4834R_RS20820
T HTH_4 ******* XFF4834R_RS20860
A ******* Rorf73691
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