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Résumé

Des bactéries pectinolytiques appartenant aux genres Pectobacterium et Dickeya sont des agents
pathogénes chez Solanum tuberosum et sur d'autres cultures ornementales et horticoles. Ces
bactéries sont responsables de la maladie de la jambe noire et de la pourriture molle lors de la
culture et du stockage des tubercules. Ce travail de thése est divisé en deux axes : 1) Etude de
la diversité d'une population du pathogéne D. solani par approche de génomique comparée afin
de mieux comprendre la structure génomique de cette espéce émergente, 2) L'assemblage du
genome et la caractérisation génomique des facteurs de virulence chez Pectobacterium wasabiae
RNS 08421A.

L'analyse des génomes de 20 isolats de D. solani issus d’environnements différents, par une
approche de génomique comparative associée a des analyses fonctionnelles, a révélé une forte
homogénéité génétique au sein de la majorité des souches (16/20). De plus, cette analyse a
permis de caractériser un nouveau sous-groupe au sein de l'espéce D. solani, représenté par la
souche 0512 (1/20). En revanche, d’autres isolats (3/20) montrent des variations de quelques
centaines a quelques milliers de SNPs/InDels qui sont regroupés dans des flots génomiques. Leur
analyse phylogénétique révele qu'ils proviennent d’autres pathogénes par transferts horizontaux.
Par ailleurs, I'analyse des fonctions affectées par les SNPs/InDels a permis de prédire, puis de

vérifier sur pomme de terre, qu’un des isolats était faiblement virulent.

La deuxiéme partie de mon travail porte sur I'assemblage, la caractérisation et I'analyse du
génome de la souche RNS 08.42.1A de P. wasabiae, qui a été isolée en France. La génomique
comparative avec 3 autres souches de P. wasabiae d'origines géographiques différentes, a révélé
a la fois une forte similitude au niveau de la séquence génomique (ANI> 99%) et une synténie
conservée des genes de virulence. En outre, notre analyse a mis en évidence une nette distinction
entre ces quatre souches de P. wasabiae (isolées de S. tuberosum) et la souche type japonaise
P. wasabiae CFBP 3304" (isolée du raifort). Dans P. wasabiae RNS 08.42.1A, les génes de
synthése et de perception du quorum sensing, expl/expR, présentent une plus forte homologie
avec leurs orthologues chez P. atrosepticum et P. carotovurm (90%) qu'avec leurs homologues
chez P. wasabiae (70%). Ceci suggére une acquisition de ces génes par transfert horizontal au

sein d'une population de pathogénes infectant la méme plante héte.

Mots clés : Jambe noire, Pectobacterium, Dickeya, Génomique, Transfert horizontal, Phylogénie
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Abstract

Some pectolytic bacteria Pectobacterium and Dickeya species cause important diseases on
Solanum tuberosum and other arable and horticultural crops. These bacteria are responsible for
blackleg in the field and tuber soft rots in storage and in transit as well as in the field worldwide.
The main objectives of this thesis are: 1) To study the diversity of a D. solani population using
comparative genomics approaches with the aim of understanding the genomic structure and
evolution of this emerging species, 2) Characterization and genomic analysis of virulence factors
in Pectobacterium wasabiae RNS 08421A.

Using comparative genomics approaches combined with functional assays, the analysis of the
genomes of 20 isolates of D. solani from different environments, revealed a strong genetic
homogeneity within the majority of the strains (16/20). Moreover, this analysis allowed to
characterize a new sub-group within D. solani species, represented by the strain 0512 (1/20). In
contrast, some strains (3/20) showed variations from hundreds to a few thousand of SNPs/Indels
which are grouped in what we called "Genomic islands". Phylogenetic analysis of these regions
showed that they were acquired from other pathogens by HGT. Furthermore, the analysis of the
functions affected by SNPs/Indels allowed predicting and then checking on potatoes, that one of

these strain was less virulent.

The second part of my work involves assembly, characterization and analysis of the genome of
the strain P. wasabiae RNS 08.42.1A, which was isolated in France. Comparative genomics with
three other P. wasabiae strains from different geographical origins, revealed a strong similarity in
the genome sequence (ANI> 99%) and conserved synteny of virulence genes. In addition, our
analysis showed a clear distinction between the strains of P. wasabiae isolated from S. tuberosum
and the type strain P. wasabiae CFBP 3304" (isolated from horseradish). In P. wasabiae RNS
08.42.1A, the complex system for synthesis and perception of quorum sensing signal expl/expR,
exhibit higher homology with their orthologs in P. atrosepticum and P. carotovorum (90%) than
their homologs in P. wasabiae (70%). This suggests acquisition of these genes by HGT within a

population of pathogens infecting the same host plant.

Keywords : Soft rot, Dickeya, Pectobacterium, Genomics, Horizontal transfer, Phylogeny
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T Température

TY Tryptone yeast extract

UFC/CFU Unité formant colonie/Colony-
forming unit

UV Ultraviolet
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Avant-propos
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Introduction générale

De nos jours, la pomme de terre est cultivée dans de nombreux pays et représente la quatrieme
culture vivriére la plus importante a I'échelle mondiale aprés le mais, le blé et le riz (Thomas et

Sansonetti, 2009).

La culture de pomme de terre était pratiquée il y a déja 8000 ans en Amérique du sud dans les
montagnes des Andes. Vers les années 1570, la pomme de terre a été introduite en Europe par
les espagnols, tout d'abord comme plante décorative, puis plus tard pour la consommation
alimentaire animale puis humaine. La culture s'est alors rapidement répandue dans le reste de

I'Europe et du monde (Hawkes et Francisco-Ortega, 1993)

La pomme de terre est actuellement produite dans 126 pays et les surfaces de culture sont en
constante augmentation surtout dans les pays en développement (Leff et al., 2004). Plus de 376M
de tonnes sont produites dans le monde dont 80% en Europe et en Asie (Van Der Zaag et Horton,
1983) (FAOSTAT, 2013). En Afrique, cette culture occupe un rang moins important qu'en Europe.
En 2013 environ 30M de tonnes y ont été produites ce qui représentait 7% de la production
mondiale, mais plus de 50% de la récolte était réalisée dans seulement 7 pays, Algérie, Egypte,
Malawi, Afrique du Sud, Rwanda, Kenya et Maroc (par ordre décroissant de production)

(FAOSTAT, 2013).

La culture de la pomme de terre est sensible a différents pathogénes bactériens, viraux ou
fongiques (Arora et Khurana, 2004). Les infections bactériennes dues aux bactéries des genres
Pectobacterium et Dickeya causent des dégats de plus en plus importants au champ et lors de la
conservation des tubercules en provoquant la dégradation des tissus végétaux. Ces bactéries
pectinolytiques causent aussi d'importants dégats sur d'autres cultures légumiéres et
ornementales (Hélias, 2008). Les bactéries nécrotrophes utilisent comme nutriments, pour leur
croissance, les composés et les électrolytes cellulaires (Pérombelon, 2002). Ces bactéries sont

classées parmi les dix phytopathogénes bactériennes les plus étudiés et les plus importants sur
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le plan économique (Mansfield et al., 2012). Actuellement, il n'existe aucun moyen de lutte efficace
et aucune variété cultivee n’est totalement résistante a ces phytopathogénes (Charkowski, 2006

; Latour et al., 2008 ; Czajkowski et al., 2011).

La caractérisation génétique et phénotypique ainsi que le processus de pathogénie des
Pectobacterium et Dickeya spp. ont été largement étudiés ces derniéres décennies (Perombelon
et Kelman, 1980 ; Elphinstone, 1987 ; Pérombelon et al., 1989 ; De Boer, 2004 ; Charkowski,
2006). Plus récement, le développement des technologies de séquengage a donné un nouvel
élan a la recherche sur les Pectobacterium et Dickeya spp. Les études menées sur les premiers
genomes sequencés de Pectobacterium et Dickeya ont largement contribué a la compréhension
de la structure génomique ainsi qu'a la caractérisation des déterminants de virulence de ces
pathogénes (Bell et al., 2004 ; Glasner et al., 2011). Le développement de nouveaux outils de
taxinomie a également permis d'identifier et de reclassifier plusieurs espéces et sous-espéces

parmi ces pathogénes.

C'est ainsi qu'il y a quelques années, une nouvelle espéce a été identifiée et nommeée Dickeya
solani isolée de plusieurs plantes ornementales (hyacinth et iris) (Stawiak et al., 2009) et sur
pomme de terre. Celle-ci est responsable de dégats importants et tend a devenir un pathogéne
redoutable causant les maladies de la jambe noire et de la pourriture molle de pomme de terre et
aussi sur de nombreuses autres cultures en Europe (Toth et al., 2011 ; van der Wolf et al., 2014).
Plusieurs études ont rapporté le caractére clonal de cette espéce et ont montré que les régulateurs
et déterminants de virulence décrits dans D. dadantii sont également impliqués dans la virulence
de D. solani (Czajkowski et al., 2013a ; Garlant et al., 2013 ; Pédron et al., 2014 ; Potrykus et al.,
2014 ; Stawiak et al., 2009). Jusqu'a présent, aucune étude n'a été faite pour comprendre la
diversité et I'évolution génétique de cette espéce en prenant en compte I'ensemble du génome.
Dans ce contexte, la premiére partie de mon travail de thése s'intéresse a I'analyse génomique

d'un ensemble de 20 souches de D. solani (dates d'isolement et lieux de prélévement différents)
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pour comprendre la structure génomique de cette espéce et I'évolution génétique qu'elle suit
depuis son émergence. Dans une deuxiéme partie, nous nous sommes intéréssés au séquengage
et a I'assemblage du génome de la souche RNS 08.42.1A de P. wasabiae, isolée en France, puis
a sa caractérisation par génomique comparative a l'aide des 4 autres souches de P. wasabiae

disponibles dans les bases de donnés publiques (NCBI).

Le présent manuscrit de thése est organisé en 5 chapitres. Le premier chapitre comprend une
introduction bibliographique sur les pathogénes et les maladies de la pourriture molle et de la
jambe noire ainsi qu'un apergu sur l'apport de la génomique a I'étude de ces pathogenes. Le
deuxiéme chapitre présente le séquengage et I'assemblage de la souche Dickeya solani 3337 qui
représente le premier génome complet de I'espéce D. solani. Le troisieme chapitre est dédié a
I'analyse génomique de population de D. solani en mettant en évidence la diversification et
I'évolution génétique de cette espéce. Le quatriéme chapitre traite du séquengage et de
'assemblage ainsi que la caractérisation par génomique comparée de P. wasabiae RNS
08.42.1A. Le cinquieme chapitre est consacré a la discussion générale et aux perspectives. Les
chapitres 1 et 5 sont rédigés en francais, les chapitres 2, 3 et 4 sont rédigés en anglais sous forme

d'articles publiés dans des revues internationales a comité de lecture.
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Objectifs de la thése

Mon travail de thése a comme objectif global de contribuer a la compréhension de la structure et
de l'évolution génétique des pathogénes Dickeya solani et Pectobacterium wasabiae par des

approches de génomique comparée et de génomique des populations.
La méthodologie de travail s’articule autour de quatre grands axes :
¢ Séquencage et assemblage du génome de référence Dickeya solani 3337.

¢ Analyse de la diversité et I'évolution génétique d'une population composée de 20 souches

de D. solani par approche de génome mapping et recherche des SNPs/InDels.

o Séquencage et assemblage du génome de la souche de Pectobacterium wasabiae RNS

08.42.1A.

e Caractérisation de P. wasabiae RNS 08.42.1A par approche de génomique comparative

par rapport a 4 souches de P. wasabiae disponibles sur NCBI.
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Chapitre I. Généralités sur les Pectobacterium et Dickeya spp.
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I.1. Les phytopathogénes pectinolytiques Pectobacterium et Dickeya spp.

Les bactéries pectinolytiques sont des micro-organismes capables de produire des enzymes
PCWD (plant cell wall-degrading enzymes) impliquées notamment dans la dégradation de la
pectine. Ce composant de la paroi des cellules végétales, est un polysaccharide caractérisé par
un squelette d’acide a-D-galacturonique plus ou moins ramifié avec de faibles quantités de résidus
de sucres, tels que a-L-rhamnose. La pectine joue plusieurs rbles dans la physiologie, le
développement et la croissance des cellules végétales (Willats et al., 2001) (Fig. 1.1). Plusieurs
bactéries des genres Pectobacterium, Dickeya, Pseudomonas, Burkholderia et Xanthomonas

possédent la faculté de produire des pectinases (Rombouts, 1972).

Figure 1.1 Structure de la paroi végétale. La pectine est présente dans la lamelle moyenne de la paroi
végétale ou elle joue un réle dans la structure et la physiologie de la cellule végétale. Modifiée d'aprés
Sticklen (2008)

Pectine

Lamelle médiane —[
Microfibrile de cellulose

P ———y -

Paroi primaire —

Membrane plamsigue —{-

Les enzymes pectinolytiques sont bien identifiées et connues chez les bactéries des genres
Pectobacterium et Dickeya (Hugouvieux-Cotte-Pattat et al., 1996), ou elles sont responsables de
la dégradation de la paroi cellulaire de plusieurs plantes hétes, en particulier la pomme de terre
(Solanum tuberosum). Les bactéries des genres Dickeya et Pectobacterium sont particuliérement
associées aux maladies de la jambe noire et de la pourriture molle sur les plantes hotes alors que
les espéces d'autres genres sont considérées comme des bactéries pectinolytiques secondaires

qui interviennent aprés initiation de la maladie (Pérombelon et Lowe, 1975).
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1.1.1. Les maladies de la jambe noire et de la pourriture molle causées par Pectobacterium
et Dickeya spp.

Les agents pathogénes peuvent demeurer latents dans le sol ou sur le tubercule mére et ils
peuvent étre propagés via différents vecteurs (eau d'irrigation ou de ruissellement, insectes..).
Dés que les conditions pédoclimatiques deviennent favorables, le pathogéne se multiplie et
envahit les tissus de la plante (Pérombelon et Hyman, 1989). Les phytopathogénes Dickeya et
Pectobacterium disposent d'un arsenal enzymatique important (pectinanes, cellulases, protéases
et xylanases) capable de dégrader la paroi vegétale et de causer les maladies de la pourriture

molle et de la jambe noire (Sjoéblom, 2009).

Chez ces phypathogénes, comme chez de nombreuses bactéries, I'expression des facteurs de
virulence, tels que les enzymes de macération et les effecteurs de la mort cellulaire, est régulé
par quorum sensing (QS) et par des systémes a deux composants (TCS : Two-component
system) (Keller et Surette, 2006 ; Parkinson et Kofoid, 1992). Dans le cas des TCS, en général il
s'agit d'un senseur du signal souvent membranaire associé a un régulateur cytoplasmique de
réponse. Plus de 30 systemes TCS ont été identifiés chez les Pectobacterium et Dickeya spp. tels
que les sytémes ExpS/ExpA, PehR/PehS et PhoP/PhoQ (Hyytia' nen, 2005 ; Kettani Halabi,
2012). Le QS est un systéme qui couple I'expression de génes cibles a la densité bactérienne via
la synthése et la perception des signaux moléculaires appelés autoinducteurs. Dans le cas de
Pectobacterium et Dickeya spp., la molécule signal sécrétée fait partie de la classe des N-acyl

homosérines lactones (NAHL) (Barnard et Salmond, 2007).

Suite a la dégradation des tissus de la plante, les symptdmes peuvent s'exprimer dans plusieurs
parties de la plante en végétation mais également lors de la conservation des tubercules aprés
récolte. Le tubercule mére peut étre porteur de I'agent pathogéne qui demeure en dormance dans
les lenticelles et les blessures des tubercules. A la faveur de conditions adéquates, le pathogéne
se multiplie et provoque la pourriture molle du tubercule mére avant ou durant la phase

germinative provoquant des manques ou retards a la levée. Au stade plante, les premiers
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symptdbmes appraissent sous forme d'un feuillage vert péle ou jaunatre suivis d'un
rabougrissement de la plante (Fig. I.2a). Puis la maladie peut se manifester sous forme d'une
nécrose humide sur les tiges qui prennent alors une couleur noire (Fig. 1.2b) d'ou le nom de
maladie de la jambe noire (Hélias, 2008 ; Pérombelon, 2002). Aprés la récolte, les tubercules en
stockage peuvent développer des symptdébmes de pourriture molle (Fig. 1.2c) ou de pourriture
lenticellaire dans le cas d'attaques localisées au niveau des lenticelles (Fig. 1.2d) (Bétencourt et

Prunier, 1965 ; Hélias, 2008 ; Hélias et al., 2000).

Figure 1.2 Les symptdmes de la maladie de la jambe noire et de la pourriture molle sur Solanum tuberosum a
et b: Symptémes de jambe noire sur tige et feuillage, d'apres V. Hélias (a) et J. Cigna (b) ¢: Pourriture molle
de tubercule, d: Pourriture lenticellaire, d'apres V. Hélias (2008) (c et d)

1.1.2. Taxinomie et phylogénie des Pectobacterium et Dickeya spp.
Les bactéries pectinolytiques des genres Dickeya et Pectobacterium ont une forme de batonnet

(0,5-1 um de diamétre sur 1-3 ym de longueur), sont anaérobies facultatives et munies de flagelles

péritriches (Charkowski, 2006). Elles sont anciennement classées dans le genre Erwinia proposé
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par Erwin Frink Smith (Winslow et al., 1920). Ce dernier contenait les bactéries phytopathogénes
de la famille des Entrobacteriaceae y compris les Erwinia qui causent des nécroses sur les
organes des plantes hétes. Les Erwinia pectinolytiques comprenaient trois espéces (ou sous-
espéces) principales: Erwinia carotovora sous-espéce carotovora ; Erwinia carotovora sous-
espéce atroseptica et Erwinia chrysanthemi (Dye, 1969). La nomenclature des bactéries
pectinolytiques de la pomme de terre a subi plusieurs changements ces derniéres décennies. Ce
fait est dO principalement au développement des outils de caractérisation moléculaire,
I'nétérogéneité et au faible nombre des souches disponibles pour certaines espéces
d'entérobactéries, ce qui rend difficile la détermination de la parenté de ces taxons (Charkowski,

2006).

Aprés la premiere proposition de changement de nomenclature faite par Waldee en 1942
(Waldee, 1942), les travaux de phylogénie, basés sur les données d’hybridation ADN-ADN, la
sérologie, les caractéristiques phénotypiques et biochimiques, ainsi que I'analyse des séquences
ADN (Hauben et al., 1998 ; Kwon et al., 1997) ont conduit au passage des Erwinia pectinolytiques
dans le genre des Pectobacterium. Cependant, avec l'avancée des outils de taxinomie, une
analyse multi-locus des séquences d'ADN associée a de précédentes données d'hybridation
ADN-ADN (Brenner et al., 1973) ont abouti a une nouvelle nomenclature des Pectobacterium.
Pectobacterium chrysanthemi et Pectobacterium carotovorum ont été ainsi reclassifiés dans deux
genres différents, Dickeya (pour P. chrysanthemi) et Pectobacterium (pour P. carotovorum)
(Samson et al., 2005). De plus, les travaux de Gardan et al. (2003) ont abouti a la transformation
de certaines sous-espéces de Pectobacterium carotovorum en espéces a part entiere. En 2004,
une nouvelle sous-espéce de Pectobacterium, nommée P. carotovorum sous-espéce brasiliensis,
a été identifiée comme agent pathogéne associé a la pomme de terre au Brésil (Duarte et al.,

2004) puis en Afrique du sud (van der Merwe et al., 2010) et en Corée du sud (Lee et al., 2014).
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In fine, les Erwinia pectinolytiques sont maintenant reclassifiés en deux genres, Dickeya et
Pectobacterium, comprenant plusieurs espéces et sous-espéces : Pectobacterium atrosepticum
(Pa) (anciennement Erwinia carotovora sous-espéce atroseptica), Pectobacterium carotovorum
sous-espéce carotovorum (Pcc) (anciennement Erwinia carotovora sous-espéce carotovora) et
Dickeya chrysanthemi (anciennement Erwinia chrysanthemi). Les espéces de Dickeya sont trés
diversifiées (Charkowski, 2006) et elles ont été divisées en plusieurs pathovars et biovars (Nassar
et al., 1996). Les principales espéces associées a la pourriture de la pomme de terre sont D.
dianthicola, D. dadantii, D. paradisiaca, D. chrysanthemi et D. zeae (Samson et al., 2005).
Récemment, une nouvelle espéce émergente, nommée D. solani a été identifiée dans plusieurs
pays européens (van der Wolf et al., 2014). Le tableau 1.1 ci-dessous résume les changements
de nomenclature des espéces Dickeya et Pectobacterium associées a la maladie sur la pomme

de terre (Solanum tuberosum).

Tableau 1.1 Récapitulatif de la nomenclature des espéces de Pectobacterium et Dickeya. Modifié d'apres
Charkowski (2006)

Ancienne nomenclature

Nomenclature proposée Hote Référence

Erwinia carotovora

subsp. atroseptica
subsp. betavasculorum

Pectobacterium atrosepticum
Pectobacterium
betavasculorum

Pomme de terre, tomate
Betterave, tournesol,
pomme de terre, artichaut

Gardan et al. (2003)
Gardan et al. (2003)

subsp. brasiliensis Pectobacterium carotovorum subsp. Pomme de terre Duarte et al.
brasiliense (2004), Nabhan et
(2012)

subsp. carotovora
subsp. odorifera
subsp. wasabiae

E. chrysanthemi
pv dieffenbachia (2, 3)

Pectobacterium
carotovorum
Pectobacterium
carotovorum subsp.
odoriferum
Pectobacterium wasabiae Raifort
Pectobacterium chrysanthemum
Dickeya Dieffenbachiae,
Dickeya dadantii

Plusieurs hotes Hauben et al. (1998)

Chicorée, poireau, céleri Hauben et al. (1998)

Gardan et al. (2003)
Hauben et al. (1998)

Plusieur hotes Samson et al.(2005)

pv. dianthicola (1, 7, 9)
pv. paradisiaca (3)

pv. zeae (3, 8)

pv. chrysanthemi (5, 6)
pv. parthenii (5, 6)

Dickeya dianthicola
Dickeya paradisiaca
Dickeya zeae

Dickeya chrysanthemi
Dickeya chrysanthemi
Dickeya solani sp. nov.

Plusieurs hotes
Plusieurs hotes
Plusieurs hotes
Plusieurs hotes
Plusieurs hotes
Pomme de terre

Samson et al. (2005)
Samson et al. (2005)
Samson et al. (2005)
Samson et al. (2005)
Samson et al. (2005)
Van der Wolf et al. (2014)
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I.2. Epidémiologie et conditions environnementales

1.2.1. Distribution des Pectobacterium et Dickeya spp. dans I'environnement

Les bactéries pathogénes Pectobacterium et Dickeya sont trouvées dans différents
environnements. Elles ont été isolées a partir de nombreuses plantes hétes, sols, insectes ainsi
que dans les eaux de surface et souterraines (Charkowski, 2006). Cependant, selon les espéces,
elles possédent une faible capacité a survivre en dehors de I'association avec les tissus de la

plante héte (De Boer, 2004).

Le tubercule de pomme de terre constitue, avec les autres plantes hétes et les apports extérieurs
(via I'eau d'irrigation, les insectes, le machinisme...), une source primaire de dissémination du
pathogéne, il assure la transmission de l'infection d'une culture a I'autre et du tubercule meére aux
tubercules fils. De plus, tout autre organe infecté de la plante constitue aussi une source non
négligeable d'inoculum aprés décomposition a la surface du sol (Czajkowski et al., 2010, 2013a).
En se basant sur ces observations, les agriculteurs producteurs de plants de pomme de terre
mettent en place un schéma trés strict pour le contréle et la certification des plants afin de limiter
la propagation de la maladie. Pour la jambe noire et selon les normes frangaises, les plants ne
doivent pas présenter plus de 1% de jambe noire pour la certification lors des inspections au

champ. Dans le cas contraire, le lot sera déclassé (http://plantdepommedeterre.org).

Plusieurs études ont rapporté que la présence des Dickeya et Pectobacterium dans le sol et la
rhizosphére était liee a la disponibilité des nutriments provenant de la dégradation des débris
végétaux et des exsudats racinaires des plantes hétes. En effet, la viabilité de ces micro-
organismes diminue fortement dés qu'ils se retrouvent dissociés des tissus de leurs plantes hotes
(Hélias, 2008). La contamination de la rhizosphére par ces micro-organismes et leur dissémination
se fait en partie par la réintroduction de tubercules infectés, par les débris de plants infectés ainsi
que par les eaux de pluies. La survie des Pectobacterium et Dickeya dans le sol est également
fortement influencée par les facteurs d'humidité et de température (Hélias, 2008 ; Pérombelon,

1992).
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La propagation des Pectobacterium et Dickeya peut aussi impliquer des insectes (Basset et al.,
2000) et les nématodes (Perombelon et Kelman, 1980 ; Czajkowski et al., 2011). Récemment,
une étude a mis en évidence la capacité des Pectobacterium et Dickeya spp. a adhérer et
coloniser le systéme digestif de Caenorhabditis elegans, suggérant une association de

mutualisme favorisant la dissémination de ces pathogénes (Nykyri et al., 2014).

L'eau joue un rdle important dans la transmission de ces pathogénes, plusieurs auteurs ont
rapporté l'isolement des Dickeya et Pectobacterium des eaux de riviéres, lacs et eaux souterraines
(Powelson, 1985 ; Harrison et al.,, 1987 ; Pérombelon et Hyman, 1989). Des Erwinia ont été

également isolés a partir d'aérosols (Cappaert et Powelsonl, 1987).

1.2.2. Implication des facteurs environnementaux dans la maladie

Plusieurs auteurs ont rapporté la difficulté de reproduire les symptédmes de la maladie de la jambe
noire sous serre ou dans un champ d'expérimentation par simple inoculation du pathogéne. Ainsi,
le développement des symptdmes au champ est fonction de plusieurs facteurs tels que I'humidité,
la texture du sol et la température ainsi que selon le matériel végétal et la conduite culturale. L'effet
de la température sur le développement de la maladie a été largement étudié, les P. atrosepticum
ne peuvent tolérer des températures supérieures a 33 °C et sont principalement identifiés comme
agents causals de la maladie au printemps, alors que P. carotovorum et Dickeya spp. sont
préférentiellement retrouvés en été ou dans les régions chaudes (Elphinstone, 1987 ; Harrison et
al., 1987 ; Hélias, 2008 ; Mendonca, 1979 ; Perombelon et Kelman, 1980 ; Powelson, 1985). De
plus, plusieurs études ont montré I'importance des variations de la température pour I'expression
des facteurs de virulence chez les agents pathogénes Pectobacterium et Dickeya, tels que les
pectates lyase, pectine lyase ainsi que pour la formation de biofilms (Hugouvieux-Cotte-Pattat et
al., 1996 ; Smadja et al., 2004). La texture du sol est étroitement liée a la capacité de rétention de
I'eau, elle influence le taux d'humidité du sol. Lors du stockage des tubercules humides ou dans

un lieu a taux élevé d'humidité, la pourriture molle peut se développer sur les tubercules. De plus,
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le taux d'oxygeéne influence également fortement le développement de la maladie, il est a l'origine
des conditions d'anaérobie qui se forment a la surface du tubercule favorisant ainsi l'initiation du
processus de macération par le pathogéne (Pérombelon et al., 1989 ; Gill et al., 2014). En effet,
un local de stockage peu aéré va favoriser le développement de la maladie (Lund et Kelman, 1977

; Molina et Harrison, 1980 ; Webb et Wood, 1974).

En général, la quantité de l'inoculum et l'interaction entre I'hnumidité du sol et la température
déterminent l'incidence de la maladie et le type des symptdmes sur la plante héte. Par temps
humide a la plantation et température élevée du sol, l'incidence de la maladie se manifeste par un
manque a la levée parfois associé a I'apparition de la jambe noire. Par contre, une forte humidité
lors de la plantation, accompagnée de températures faibles a la levée, accélérent le
développement de la maladie de la jambe noire avec parfois un desséchement des plants infectés

si un temps plus sec survient aprés (Elphinstone, 1987 ; Moh, 2012).

1.3. La lutte contre les bactéries pectinolytiques Dickeya et Pectobacterium spp.

A ce jour, il n'existe aucun moyen de lutte curatif contre les bactéries responsables des maladies
de la jambe noire et de la pourriture molle de la pomme de terre. En effet, la lutte actuelle se base
essentiellement sur I'utilisation de mesures prophylactiques visant a diminuer la quantité et la
dissémination du pathogéne via les semences et les machines agricoles, afin de limiter les dégéats
enregistrés (Priou et Jouan, 1996). Plusieurs stratégies de lutte sont toutefois disponibles ou en
cours d'étude comme la lutte chimique, la lutte génétique et la lutte biologique (Latour et al., 2008

; Czajkowski et al., 2011).

1.3.1. Lutte chimique

En plus des mesures prophylactiques, les agriculteurs, ont parfois recours a l'utilisation de
produits chimiques peu efficaces et extrémement dommageables pour l'environnement. Ces
produits chimiques sont a base de cuivre (Rousselle et al., 1996) et ils sont fortement déconseillés

et interdits ou en cours d'interdiction dans plusieurs pays (Ordax et al., 2006). Comme altérnative,
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Mills et al. (2006) ont montré, par des essais in planta, que plusieurs composés chimiques tels
que l'acetate d'aluminuim et le benzoate de sodium ont une efficacité significative contre le
développement de la pourriture molle sur les tubercules de pomme de terre au moment du
stockage. De plus, des études menées en laboratoire ont montré la capacité de nouveaux
composeés chimiques a altérer I'intégrité cellulaire bactérienne ou a inhiber la croissance de ces
pathogénes tels que les solutions de chlorure d’aluminium et de métabisulfite de sodium (Yaganza
et al.,, 2004) ou des peptides de synthéses (Kamysz et al., 2005). Néanmoins, ces produits
chimiques, malgré leur efficacité sur les pathogénes pectinolytiques, demeurent une menace non
négligeable pour la communauté microbienne bénéfique, et risquent d'altérer les équilibres

écologiques dans la rhizospheére (Latour et al., 2008).

1.3.2. Lutte génétique

Jusqu'a présent aucune variété de pomme de terre (Solanum tuberosum) n'est complétement
résistante aux Pectobacterium et Dickeya spp., cependant certaines variétés moins sensibles a
ces infections existent (Lyon, 1989). Une étude menée sur un panel de 16 variétés, a montré que
la variété Kerpondy était peu sensible, tandis que la variété Ackergesegen était trés sensible aux
pourritures molles engendrées par P. atrosepticum (Pasco, 2005 ; Latour et al., 2008). Plusieurs
génes sont impliqués dans les mécanismes de défense chez S. tuberosum, ces mécanismes de
défense ciblent la croissance et l'invasion du pathogéne dans les tissus du végétal en réprimant
I'expression des déterminants de virulence impliqués dans le pouvoir pathogéne (Lyon, 1989).
Lors des processus de sélection variétale, plusieurs critéres sont recherchés en plus de la
résistance aux pathogénes macergénes : les caractéres améliorant le rendement, la conservation,
les critéres organoleptiques ou la teneur en fécule ou sucres réducteurs. Ainsi, I'obtention de
plantes résistantes par les méthodes classiques de sélection variétale reste difficile et demande

beaucoup de temps (Latour et al., 2008). De plus, jusqu'a présent, la résistance aux pathogénes
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macergénes prend un rang inférieure dans les programmes de sélection variétale comparée a

d'autres maladies ou caractéres de qualité (Czajkowski et al., 2011).

Les plantes transgéniques constituent une alternative dans la lutte génétique par création de
variétés de plants de pomme de terre ayant intégré du matériel génétique étranger (un géne ou
plusieurs) qui leur confére une résistance vis a vis des pathogénes. Un géne originaire d'un
bactériophage, codant pour la production d'un lysozyme qui dégrade la membrane de certaines
bactéries, a été utilisé pour produire des plantes transgéniques produisant ce lysozyme et le
transportant dans les espaces intercellulaires. Ces propriétés conférent a la plante une résistance
significative aux attaques de Pectobacterium atrosepticum (During et al., 1993 ; Latour et al.,
2008). La production des enzymes pectolytiques bactériennes est en partie induite par la présence
de composés de dégradation des polyméres de polygalacturonate, provenant de la dégradation
de la pectine végétale. Ces composés constituent une source d'énegie pour les pathogénes. Dans
ce contexte, l'utilisation de plantes transgéniques de pomme de terre capables de produire une
enzyme dégradant ces dérivés pourrait réduire le développement de la maladie en limitant les
ressources trophiques de la bactérie (Czajkowski et al., 2011). Ainsi, Wegener (2001) a montré
que, lors des essais effectués in vitro et in planta sur des plantes transgéniques capables de
produire une pectate lyase, la sensibilité aux infections par Pectobacterium est significativement
diminuée.

Enfin, la lactonase est une metalloenzyme produite par certaines espéces bactériennes qui cible
et inactive les signaux quorum sensing de type N-acyl-homoserines lactones impliqués dans la
régulation de divers processus notamment les génes de virulences chez Pectobacterium spp.
(Dong et al., 2000). Le clonage et I'expression d'un gene de lactonase (AHL lactonase) de Bacillus
sp. dans des plants pomme de terre transgéniques a montré un niveau trés éleve de résistance

contre Pectobacterium carotovorum (Dong et al., 2001). L'utilisation des plantes transgéniques
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est subordonée a la législation sur les OGMs, actuellement aucune variété de pomme de terre

transgénique n'est autorisée en culture en Europe.

1.3.3. Lutte biologique

La lutte biologique représente une stratégie alternative aux luttes chimique et génétique contre
les Pectobacterium et Dickeya. Cette méthode comprend ['utilisation d'antagonistes ciblant le
pathogéne soit directement soit via différents mécanismes tels que I'antibiose, la compétition pour
les nutriments ou la stimulation des défenses de la plante hoéte (Howarth, 1991). Le
développement des méthodes de lutte biologique contre Pectobacterium et Dickeya est limité pour
l'instant a des essais in vitro ou sur tubercules ; trés peu d'études ont été menées au champ pour

prouver la capacité des antagonistes a réduire l'incidence de la maladie (Czajkowski et al., 2011).

Dans le cas de l'antibiose, I'antagoniste produit des substances antibactériennes capables de
limiter le développement du pathogéne (Fravel, 1988). Les Pseudomonas spp. constituent un
groupe taxinomique de grand intérét dans la lutte biologique contre les phytopathogénes en raison
de leur capacité de développement dans la rhizosphere et a leur production d'une large variété
de métabolites tels que des sidérophores et des antibiotiques (Compant et al., 2005 ; Garbeva et
al., 2004 ; Kloepper et al., 1980). Les sidérophores sont des chélateurs de fer qui permettent a la
bactérie de s'approvisionner en fer. Les bactéries productrices de sidérophores entrent ainsi en

compétition avec les phytopathogénes présents dans la rhizosphére (Neilands, 1995).

Plusieurs études in vitro ont montré la capacité des Pseudomonas spp. a limiter le développement
des symptomes de jambe noire et de pourriture molle (Kastelein et al., 1999). Des souches de
Pseudomonas fluorescents appliquées a des tubercules ont été capables de réduire l'incidence
de la pourriture molle et de la jambe noire (Kloepper, 1983 ; Rhodes et Logan, 1987 ; Xu et Gross,
1986). Le pouvoir protecteur de ces souches est attribué a la production du 24-
diacetylphloroglucinol (DAPG), un métabolite antimicrobien, et de sidérophores (Latour et al.,

2008). La souche P. fluorescens F113 a été utilisée comme antagoniste contre P. atrosepticum,
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des essais in vitro ont montré que cette souche était capable d'inhiber la croissance de P.
atrosepticum alors que la souche mutée, incapable de produire le DAPG, n'affecte pas la

croissance de P. atrosepticum (Cronin et al., 2006).

A partir d'un crible de 10000 bactéries isolées du sol, 96 isolats ont été caractérisés comme
présentant un effet d'antibiose in vitro sur des espéces de Pectobacterium et Dickeya et parmi
ces isolats, 5 souches de Pseudomonas et 1 souche de Bacillus ont montré, en serre, une
capacité a inhiber le développement des Pectobacterium et Dickeya seuls ou en combinaison

(Raoul des Essarts, 2015).

Un autre groupe de bactéries potentiellement utilisable dans la lutte biologique existe. Il s'agit des
bactéries lactiques capables de produire plusieurs composés tels que des acides organiques, les
sidérophores ou le peroxyde d'hydrogéne qui permettent d'inhiber la croissance des
Pectobacterium et Dickeya spp. (Czajkowski et al., 2011). Bacillus subtilis BS107 a été testé in
vitro sur une large gamme de pathogénes bactériens de I'nomme tels que Pseudomonas
aeroginosa, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus. Il a montré un effet d'antagonisme
important contres ces pathogenes. Il a également montré une activité antagoniste vis a vis de

plusieurs phytopathogénes y compris les Pectobacterium et Dickeya (Sharga et Lyon, 1998).

L'implication du systéme QS dans la modulation de I'expression des facteurs de virulences chez
Petobacterium et Dickeya spp. est a la base du développement de plusieurs stratégies de lutte
biologique. Ces methodes de lutte ciblent ce mécanisme de communication bactérien afin
d'affaiblir la virulence de ces pathogénes. Chez I'espéce non-pathogéne ubiquiste Rhodococcus
erythropolis, plusieurs voies de dégradation des NAHL ont été identifiées (Barbey et al., 2012 ;
Uroz et al., 2005, 2008). La stimulation de la croissance de R. erythropolis grace a l'apport de
gamma caprolactone permet une dégradation accrue des NAHL impliquées dans la régulation
des facteurs de virulence et ainsi une diminution des symptémes de jambe noire et de pourriture

molle (Cirou et al., 2011, 2012 ; Crépin et al., 2012). Récemment une étude a montré l'activité
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antagoniste de R. erythropolis R138 in planta contre P. atrosepticum en mettant en évidence la
dégradation des signaux NAHL de type N-3-oxo-octanoyl-L-HSL par la voie de dégradation des

gamma lactones (Barbey et al., 2013).

Une stratégie de lutte, en cours de développement, consiste a utiliser des bactériophages
s'attaquant spécifiquement aux espéces de Pectobacterium et de Dickeya. Plusieurs travaux ont
réalisé l'isolement et la caractérisation de bactériophages capables de limiter le développement
des pathogénes de pomme de terre appartenant aux genres Dickeya et Pectobacterium
(Adriaenssens et al., 2012 ; Czajkowski et al., 2013b ; Czajkowski et al., 2014). Des essais in vitro
avec les bactériophages vB_DsoM_LIMEstone1 et 2 ont montré une réduction des symptomes
de pourriture molle causés par D. solani. Ainsi, lors des expérimentations au champ infecté par
D. solani, le traitement par ces bactériophages a permis un rendement plus élevé (Adriaenssens

et al., 2012).

1.4. Outils de la génomique appliqué aux bactéries pectinolytiques

1.4.1. Technologies de séquencage

Le séquencgage d'ADN constitue un outil d'une grande importance dans plusieurs domaines allant
de l'archéologie, la génétique, la biotechnologie jusqu'aux sciences forensiques. Durant la
derniére décennie, des progrés spectaculaires ont été réalisés grace au développement des
technologies de séquencage d'ADN a haut débit donnant un accés massif a l'information

biologique codée par cette molécule.

Dans cette partie, les technologies de séquencgage les plus utilisées a I'heure actuelle et quelques

exemples de leur apport en génomique des bactéries phytopathogénes seront détaillés.

1.4.1.1 Sanger (Premiére génération)

En 1975, Sanger et Coulson ont décrit la premiére méthode de séquengage d'ADN appelée "plus
and minus". Cette méthode était basée sur I'utilisation d'une ADN polymérase | d'E. coli et d'une

autre provenant du bactériophage T4 (Sanger et Coulson, 1975). Cette méthode étant peu
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efficace, Sanger et ses collegues ont développé, 2 ans plus tard, une autre méthode basée sur le
séquencage par polymeérisation enzymatique (Sanger et al., 1977). Elle consiste a initier la
polymérisation de I'ADN a l'aide d'une amorce (courte séquence d'ADN) complémentaire a une
région dans le brin a séquencer. L'ADN polymérase incorpore les dNTPs (désoxyribonucéotides
triphosphate) correspondant au brin complémentaire jusqu'au moment de l'incorporation d'un

terminateur d'élongation ddNTPs (didésoxyribonucéotides triphosphate) marqué par radioactivité.

Figure 1.3 dANTP ef ANTP. L'absence du groupement hydroxyle sur le ddNTP bloque la progression de la
synthése du brin d'ADN.

phosphate ATG,C phosphate ATGC

H OH

dideoxyribonucleotide triphosphate (ddNTP) deoxyribonucleotide triphosphate (dNTP)

Ces terminateurs d'élongation sont ajoutés au milieu réactionnel, ils sont difféerents des dNTPs
par leur extrémité 3'OH. Sur la figure 1.3, I'extrémité 3'OH des dNTPs est remplacée par une
extrémité 3’'H qui empéche la formation de la liaison phosphodiester entre le ddNTP incorporé
dans la chaine et le nucléotide suivant. L’allongement de la chaine est alors interrompu et ce de

fagon aléatoire aprés chaque incorporation de ddNTP (Francga et al., 2002).

A la fin de la réaction de séquencage, la migration des produits réactionnels sur gel de
polyacrylamide a pouvoir résolutif élevé permet de différencier deux fragments d'ADN différents
entre eux d'une seule paire de base. La séquence nucléotidique du brin séquenceé se détermine

par l'identification du ddNTP présent a I'extrémité 3' de chaque fragment.

Aujourd'hui, le principe de séquengage par méthode enzymatique est le méme, mais la
technologie a été automatisée en remplagcant les premiéres machines utilisant des gels de

polyacrylamide par des séquenceurs a capillaires tel que ABI 3730 DNA Analyser de Life
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technologies. Cette technologie a permis des progrés en génomique depuis sa commercialisation
en 2002. En 2004, en utilisant le séquenceur a capillaire automatique ABI3700, dans le cadre d'un
projet collaboratif, le génome de P. atrosepticum SCRI1043 a été séquencé, ce qui a permis la
caractérisation des facteurs de virulence de cette espéce par comparaison aux pathogénes de
plantes ou d'animaux de la famille des Enterobacteriaceae (Bell et al., 2004). Sept ans plus tard,
le génome de la souche modéle Dickeya dadantii 3937 a été séquencé par la méme technologie

(Glasner et al., 2011).

1.4.1.2 Le séquencgage de 2°™ génération

Les nouvelles technologies de séquencage dites NGS (Next Generation Sequencing), ont permis
de séquencer de I'ADN plus rapidement avec une meilleure qualité tout en réduisant le cot qui
est passé de plus de 1000 dollars pour un million de bases en 2001 a moins de 100 dollars en

2015 (http://www.genome.gov/sequencingcosts/).

1.4.1.2.1. Technologie 454

En 2005, Roche a mis sur le marché le premier séquenceur de deuxieme génération appelé 454
Life technologie. La technologie 454 a été élaborée par Rothberg (Margulies et al., 2005) et repose
sur plusieurs techniques : PCR en émulsion, pyroséquengage et une technologie de pointe pour

I'acquisition informatique des données de séquencage.

Les fragments d'ADN a séquencer sont d'abord amplifiés par PCR en émulsion dans des
microgouttes renfermant une microbille d'agarose en phase aqueuse (Fig. 1.4a, b, c, d). Ces
microbilles sont ensuite déposées dans une plaque en fibre optique contenant 1.4 millions de puits

qui possédent un diamétre assurant le dép6t d'une microbille par puits (Fig. |.4e).

A I'échelle de la microplaque, le pyroséquencage se fait dans chaque puits en présence d'un
mélange réactionnel contenant plusieurs enzymes et substrats. Les nucléotides sont ajoutés au
milieu réactionnel l'un aprés l'autre. L'incorporation du nucléotide dans le brin par I'ADN

polymérase (élongation) libere un pyrophosphate (PPi) : I'ATPsulfurylase transforme ce
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pyrophophate en ATP qui est alors couplé a une luciférine, par une luciférase. On a alors
production d’oxyluciférine et d’'un signal lumineux. Une autre enzyme du mélange réactionnel,
'apyrase, dégrade les nucléotides en surplus (Fig. 1.4f). Le signal lumineux libéré est capté par
un capteur CCD (Charge-Coupled Device) qui le reproduit sous forme d’un pic sur le pyrogramme
(ElI Fahime et Ennaiji, 2012) (Fig. 1.4g). Aprés une dizaine d'heures de séquengage, on obtient
environ 900 Mega bases de données avec une taille de lecture de 700 pb. La quantification des
homopolyméres (longues séquences d'ADN contituées par la succession de nucléotides

identiques) est l'inconvénient principal de la technologie Roche 454.

En 2013, la société Roche a annoncé qu'elle prévoyait d'arréter la commercialisation de la

technologie 454 d'ici mi-2016 (www.genomeweb.com).
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Figure 1.4 Présentation de la technologie 454. a, b, ¢, d : Fragmentation et amplification par PCR en
émulsion des fragments d'ADN a séquencer. e, f : Pyroségquencage et acquisition de données. g :
Pyrogramme. D'apres le site de Roche (http://www.454.com/).

Luciferase \/ﬂp/_"/‘c‘"""

Light + oxy luciferin
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1.4.1.2.2. Technologie lllumina

La technologie lllumina de séquencage de I'ADN repose sur plusieurs étapes. Dans un premier
temps, les librairies a séquencer sont construites par fragmentation de I'ADN et liaison
d'adaptateurs a leurs extrémités. Ces adaptateurs vont permettre la fixation aléatoire de ces
banques sur une surface de verre appelée flow cell (FC) par hybridation avec des amorces
complémentaires fixées au FC. L'ADN polymérase vient ensuite pour synthétiser un nouveau brin
complémentaire qui se libére par dénaturation thermique. L'ADN simple brin se lie a une amorce
adjacente sur le FC pour former un pont. Le cycle d'amplification et dénaturation continue jusqu'a
la formation d'un groupement d'’ADN clonal dans une zone appelée cluster. L'étape suivante est
le séquencage des centaines de milliers de clusters en paralléle (Sengeneés, 2012). Le principe
de séquencage utilisé dans cette technologie est basé sur l'incorporation réversible de nucléotides
fluorescents suivie de la lecture optique de la fluorescence. Le terminateur contient un
groupement (nitrophénil) qui permet la terminaison de la synthése d'ADN. L'élimination de ce
groupement terminateur attaché au nucléotide incorporé se fait par photoclivage utilisant la
lumiére ultraviolette. Ainsi le nucléotide incorporé devient fonctionnel permettant a I'ADN
polymérase de continuer la synthése (Li et al., 2003). De plus, le séquengage se fait en temps
réel en présence des 4 nucléotides en méme temps, ce qui corrige le probléeme des
homopolyméres rencontré dans le cas de la technologie 454. Chaque cycle de séquengage
comprend 3 étapes : l'incorporation, la détection de la fluorescence et la déprotection. Cette
technologie de séquencage sur puce a ADN permet de séquencer plus de 100 000 paires de
bases par seconde avec une taille de lecture allant de 34 jusqu'a 300 pb pour certaines machines
(MiSeq Desktop Sequencer). Plusieurs appareils ont été mis sur le marché avec un ratio
(colts/rendement) inégalé, ce qui a donné lieu a une dominance de cette technologie dans les

programmes et centres de séquencage du monde entier (Bentley, 2006).
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1.4.1.3 Technologie PacBio (Pacific biosciences) : séquengage de 3*™ génération

Grace a l'avancée des nanotechnologies, la troisieme génération de séquencage est en cours
d'émergence, elle est basée sur le séquengage de la molécule d'’ADN de fagon individuelle sans

passer par I'étape d'amplification qui caractérise la deuxiéme génération de séquencgage.

La technologie de séquencage PacBio, développée par l'entreprise Pacific Biosciences
(Californie, USA), permet de séquencer une molécule d'ADN en temps réel (SMRT : single
molecule real time) a l'aide d'un instrument, le PacBio RS. Le processus de séquencage se fait
sur un support appelé "SMRT Cell" composé de dizaines de milliers de puits sous forme de
structure détecteur appelé ZMW (zero-mode waveguide). Au fond de chaque puits, d'un diamétre
de 100 nm, est fixée une seule polymérase. Ces structures ZMW permettent d'enregistrer en
temps réel les dNTP incorporés ou chacun des 4 nucléotides est lié a un flurochrome différent.
Les signaux obtenus sont enregistrés et analysés par des méthodes informatiques de pointe (Eid

et al., 2009 ; Sengenés, 2012).

Pour I'assemblage des lectures issues du séquenceur PacBio, I'entreprise a développé plusieurs
algorithmes d'assemblage adaptés selon la taille des lectures et la couverture du séquencage.
Dans le cas des génomes bactériens, il s'agit de HGAP (Hierarchical Genome Assembly Process)

qui comprend plusieurs étapes dans le processus d'assemblage (Chin et al., 2013).

La vitesse de séquencage de cette technologie est de 10 bases par seconde avec une longueur
moyenne de lecure de plus de 1000 pb. Malgré son succeés, la technologie PacBio génére aussi

des erreurs de séquencgage liées a la quantification des homopolyméres.

1.4.2. Assemblage des génomes

Le développement des technologies de séquengage et la chute vertigineuse des colts ont
augmenté le flux des données brutes de séquengcage d'ADN et d'’ADNc. Les plates-formes de
séquencage telles que Roche 454 (Margulies et al., 2005), lllumina (Bentley, 2006), ou ABI SOLID

(Harris et al., 2008) générent des millions de lectures sous forme de séquences de courte taille
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(reads) allant de 50 jusqu'a 500 pb. Dans le cas du séquengage selon I'approche aléatoire globale
dite shotgun, 'ADN génomique est fragmenté en petits morceaux de différentes tailles selon la
librairie envisagée. Les librairies dites paired-end et mate-pair permettent le séquengage des deux
extrémités des fragments d'ADN. Pour les premiéres, les fragments seront de taille inférieure a
1000 pb, tandis que pour les secondes les fragments auront une taille de plusieurs kilobases.
Apreés la construction des librairies, le séquencage produit des lectures par paires des extrémités
de fragments dont la taille des lectures obtenues sera dépendante de la technologie utilisée
(Anderson, 1981 ; Bentley, 2006 ; Margulies et al., 2005). La premiére étape dans l'assemblage
du génome consiste a analyser les lectures de fagon a reconstruire de longues séquences via les
chevauchements possibles entre lectures (Fig. 1.5a). Dans ce contexte, plusieurs algorithmes et
logiciels ont été développés pour réaliser ces assemblages génomiques. Les algorithmes
d'assemblage envisagent des alignements entre les lectures pour trouver les chevauchements
afin de créer de grandes séquences de plusieurs kilobases appelées contigs (Fig. 1.5b). Ce
processus s'appelle I'assemblage de novo (Ekblom et Wolf, 2014). Par ailleurs, plusieurs
stratégies d'assemblage de novo ont été optimisées selon le nombre de lectures et le taux de
couverture ainsi que la taille du génome étudié (Miller et al., 2010). Etant donné que le
séquencage shotgun est aléatoire, I'orientation et I'ordre des contigs générés sont inconnus. La
seconde étape dans l'assemblage génomique est le scaffolding (Fig. 1.5b) qui consiste a
déterminer l'ordre et I'orientation des contigs ainsi que la taille de I'espace qui les sépare (gaps).
Les contigs groupés dans le bon ordre et la bonne orientation forment ce que I'on appelle le
scaffold qui peut contenir des gaps de taille approximativement déterminée par le logiciel de

scaffoling utilisé.
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Durant le processus d'assemblage des génomes, plusieurs critéres et indices sont a prendre en
considération pour évaluer la qualité de I'assemblage tels que le N50" des contigs et scaffolds ,
la couverture, le taux d'erreurs d'assemblage, le nombre de contigs et scaffolds, et la taille totale
de l'assemblage (Ekblom et Wolf, 2014). L'assemblage ne permet jamais de reconstituer le
génome d'un organisme a 100%, il reste toujours des gaps au sein des scaffolds, représentés par
des "N". Ces gaps sont dus a des régions d'ADN répétées qui ne permettent pas aux logiciels
d'assemblage de leur attribuer une localisation. Le finishing constitue la derniére étape dans
I'assemblage génomique et permet d'éliminer ces gaps. L'amplification par PCR de ces gaps
constitue une alternative pour le finishing du génome. Sur les jonctions des contigs adjacents
formant le gap, on peut dessiner des amorces de fagon a amplifier ces régions manquantes par
PCR et ensuite les séquencer pour combler le gap (Fig. 1.5¢). Un autre moyen est d'utiliser des
logiciels développés pour réaliser le finishing in silico comme par exemple, GapFiller (BaseClear,
Netherlands) qui utilise 'information de distance dans les lectures pairés pour le comblement des

gaps au sein des scaffolds (Boetzer et Pirovano, 2012).

Le N50 permet d'évaluer la fragmentation du(?énome assemblé en contigs ou en scaffolds. Les contigs/scaffold sont
triés par taille et on somme les contigs/scaffold un par un du plus grand au plus petit, le N50 est la longueur du
dernier contig/scaffold obtenu lorsque tous les contigs/scaffolds deéja parcourus couvrent la moitié de la taille du
génome. Plus le N50 est élevé, plus la qualité de I'assemblage est bonne.
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Figure 1.5 Résumé des étapes d'assemblage d'un génome. a : Les différents types de librairies.
b : Assemblage de novo et scaffolding. ¢ : Etape de finishing par PCR.
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1.5. Apport de la génomique comparative a I'étude des Pectobacterium et Dickeya spp.

1.5.1. Génomique et taxinomie

En cing décennies, les Pectobacterium et Dickeya spp. ont subi plusieurs changements de
nomenclature (cf. sous-chapitre 1.1.2). Ces phytopathogénes se distinguent entre eux
principalement dans I'arbre phylogénétique fait a partir des séquences de génes uniques tels que
ARN 16S (Brown et al., 2000 ; Charkowski, 2006 ; Gardan, 2003 ; Hauben et al., 1998 ; Kwon et
al., 1997 ; Samson et al., 2005). Avec I'émergence de la génomique, plusieurs outils alternatifs de
classification taxinomique on été développés, basés sur l'information contenue dans la séquence
génomique. Une approche de taxinomie génomique pourrait contribuer a la caractérisation de
marqueurs génétiques spécifiques aux espéces bactériennes des genres Pectobacterium et
Dickeya. Par ailleurs, aujourd'hui on compte plus de 80 génomes d'espéces de Dickeya et
Pectobacterium disponibles sur NCBI (Fig. 1.6). Ces génomes constituent une base de données

importante qui pourrait étre utile pour la taxinomie en utilisant les outils tels que I'analyse de
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séquences multilocus (MLSA : Multilocus sequence analysis), la moyenne d'identité nucléotidique
(ANI : average nucleotide identity) I'identité des acides aminés (AAI : amino acid identity) et les
signatures génomiques (Konstantinidis et Tiedje, 2005 ; Goris et al., 2007). Ainsi, plusieurs études
ont rapporté I'utilisation et la fiabilité de ces outils dans leurs analyses de ces phytopathogénes
(Nykyri et al., 2012 ; Pédron et al., 2014 ; van der Wolf et al., 2014). Nykyri et ses collegues ont
révisé la phylogénie de la souche Pectobacterium SCC3193 identifiée en premier comme
Pectobacterium carotovorum (Pirhonen et al., 1988) par utilisation d'une MLSA étendue sur 51
séquences protéiques et une analyse de protéomique comparative in silico. Ces analyses ont
confirmé que la souche de Pectobacterium SCC3193 appartenait a I'espéce Pectobacterium
wasabiae (Nykyri et al., 2012). Par approche de taxinomie génomique, Naushad et al. (2014) ont
identifie des signatures génomiques conservées permettant de distinguer les genres
Pectobacterium, Dickeya et Brenneria. Ainsi, ces marqueurs moléculaires indiquent que ce
groupe de bactéries constitue un clade a part au sein de I'ordre des Entrobacteriales et incitent a
une reclassification de ces genres dans une nouvelle famille des Pectobacteriaceae (Naushad et

al., 2014).

La génomique des Dickeya et Pectobacterium présente une grande importance dans la
reconstruction des phylogénies de ces pathogénes ainsi que dans l'optique de développer des
marqueurs genre spécifique et espéce spécifique pour le diagnostic et l'identification rapide de

ces phytopathogénes de grande importance économique (Charkowski et al., 2014).
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Figure 1.6 Evolution du nombre de génomes de Pectobacterium et Dickeya spp. déposés sur NCBI entre
2003 et 2015 (http://www.ncbi.nim.nih.gov/genome).
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1.5.2. Contribution de la génomique a I'identification et a la détection des Pectobacterium
et Dickeya spp.

La transmission des Pectobacterium et Dickeya spp. via les semences limite les échanges de
matériels biologiques en provoquant un impact sur les échanges économiques a travers le monde
(Pérombelon, 2002). En effet, le développement des outils de diagnostic rapides et puissants
constitue un enjeu majeur dans l'objectif de la lutte et le contrle de la dissémination de ces
pathogénes. Les méthodes classiques de détection et d'identification des Pectobacterium et
Dickeya sont laborieuses, elles dépendent de l'isolement de cellules bactériennes viables sur des
milieux gélosés semi-sélectifs suivi par des tests biochimiques, sérologiques et microscopiques
permettant la révélation de ces pathogénes. Par ailleurs, le développement des outils moléculaires
basés sur I'amplification d'’ADN par PCR qualitative ou quantitative, a permis la caractérisation de
plusieurs amorces spécifiques en se basant sur des génes uniques tels que, pelADE, fliC ou 16S
rDNA (Nassar et al., 1996 ; Van Vaerenbergh et al., 2012 ; Kwon et al., 1997 ; Kettani-Halabi et

al., 2013). Ces amorces sont soit genre-spécifique soit espéce-spécifique (Tableau [.2).
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En outre de leur intérét dans la taxinomie et les analyses phylogénétiques, les séquences
genomiques des Pectobacterium et Dickeya spp. revétent une grande importance dans le sens
de l'identification de marqueurs moléculaires plus spécifiques et plus fiables pour la détection de
ces pathogénes et la certification des semences. Par utilisation d'approches bioinformatiques,
Pritchard et al., (2013) ont utilisé 17 draft-genomes et 4 génomes complets pour générer plus de
700 amorces discriminant les espéces de Dickeya. Les approches de génomique comparative
permettent de comparer les génomes de Pectobacterium et Dickeya et d'identifier des clusters
spécifiques aux espéces/genres ou encore a |'échelle de la souche (Garlant et al., 2013 ; Khayi
et al., 2015 ; Pédron et al., 2014). Ces clusters spécifiques peuvent étre utilisés pour déterminer
des amorces spécifiques et obtenir une meilleure sensibilité de détection de ces pathogénes. Au
sein de notre équipe, plus de 40 souches de Pectobacterium et Dickeya ont été séquencées
(Khayi et al., 2014 ; Kwasiborski et al., 2013 ; Raoul des Essarts et al., 2015). Par des approches
de mapping in silico, des régions souche et espéce spéficifiques ont été identifées. Une dizaine
d'amorces par souche/espéce ont été dessinées sur ces régions. Par PCR, ces primers ont été
testés pour leur spécificité sur une trentaine de souches de Pectobacterium et Dickeya. Ensuite,
les meilleurs candidats ont été évalués pour leur sensibilité par PCR en temps réel (J. Cigna,
communication personnelle). La génomique des bactéries pectinolytiques a fortement contribué
a l'indentification de marqueurs moléculaires de diagnostic permettant une veille épidémiologique

plus efficace contre ces phytopathogénes (Czajkowski et al., 2015).
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Tableau 1.2 Amorces utilisées pour la détection et l'identification des différentes espéces de
Pectobacterium et Dickeya spp. par PCR. Modifié d'aprés Czajkowski et al. (2015).

Espéce

PCR

Amorces

Références

Dickeya spp. et Pectobacterium spp.

Dickeya spp.

Dickeya dianthicola

Dickeya solani

Dickeya solani

Pectobacterium spp.

Pa

Pectobacterium
c. subsp. brasiliensis

Pcc et Pwa

Pwa

Pa, Dickeya spp.

PCR conventionnelle

PCR conventionnelle

PCR en temps réel

PCR en temps réel
(TagMan)

PCR en temps réel
(TagMan)

PCR en temps réel
(TagMan)

PCR en temps réel
(TagMan)
PCR conventionnelle

PCR conventionnelle

PCR conventionnelle
PCR conventionnelle

Nested PCR

PCR conventionnelle

PCR conventionnelle
PCR en temps réel
PCR conventionnelle
multiplex

Multiplex

Multiplex

SR3F GGTGCAAGCGTTAATCGGAATG
SR1cR AGACTCTAGCCTGTCAGTTTT

5A GCGGTTGTTCACCAGGTGTTTT

5B ATGCACGCTACCTGGAAGTAT

ADE1 GATCAGAAAGCCCGCAGCCAGAT

ADE2 CTGTGGCCGATCAGGATGGTTTTGTCGTGC

Df AGAGTCAAAAGCGTCTTG

Dr TTTCACCCACCGTCAGTC

ECHf GAGTCAAAAGCGTCTTGCGAA
ECHr CCCTGTTACCGCCGTGAA

Probe ECH CTGACAAGTGATGTCCCCTTCGTCTAGAGG

DIA-Af GGCCGCCTGAATACTACATT

DIA-Ar TGGTATCTCTACGCCCATCA

Probe ATTAACGGCGTCAACCCGGC

DIA-Cf CCAACGATTAGTCGGATCT

DIA-Cr TAGTTGGTGCCAGGTTGGTA

Probe DIA-C TCGACGTATGGGACGGTCGC
SOL-Cf GCCTACACCATCAGGGCTAT

SOL-Cr ACACTACAGCGCGCATAAAC

Probe Sol-C CCAGGCCGTGCTCGAAATCC
SOL-Df GCCTACACCATCAGGGCTAT

SOL-Dr CACTACAGCGCGCATAACT

Probe SOL-D CCAGGCCGTGCTCGAAATCC
dsf GCGAACTTCAACGGTAAA

dsr CAGAGCTACCAACAGAGA

Probe CTCTGCTGGACGGTTC

Y1 TTACCGGACGCCGAGCTGTGGCGT

Y2 CAGGAAGATGTCGTTATCGCGAGT

Y45 TCACCGGACGCCGAACTGTGGCGT
Y46 TCGCCAACGTTCAGCAGAACAAGT
Eca1l CGGCATCATAAAAACACG

Eca2 GCACACTTCATCCAGCGA

PEAF CCGGTACTTCAAGCTAATCC

PEAR CCTTACCTATCGCTTCTCCT

BR1f GCGTGCCGGGTTTATGACCT

L1r CA(A/G)GGCATCCACCGT

ExpccF GAACTTCGCACCGCCGACCTTCTA
ExpccR GCCGTAATTGCCTACCTGCTTAAG
INPCCF GGCCAAGCAGTGCCTGTATATCC
INPCCR TTCGATCACGCAACCTGCATTACT
Contig 1F CCTGCTGGCGTGGGGTATCG
Contig 1R TTGCGGAAGATGTCGTGAGTGCG
Contig 3F GCATTGACCAGTTTCGCCAGTTAC
Contig 3R CTTTTTGAGCAGCGCGGGTTGTG
PW7011F CTATGACGCTCGCGGGTTGCTGTT
PW7011R CGGCGGCGTCGTAGTGGAAAGTC
ERWFOR ACGCATGAAATCGGCCATGC
ATROREV ATCGATAATTTGATTGTCCT

CHRREV AGTGCTGCCGTACAGCACGT

Y45 TCACCGGACGCCGAACTGTGGCGT

Y46 TCGCCAACGTTCAGCAGAACAAGT

Ech1 TGGCGCGTCAGGAAGTTTAT

Ech1' TCACCGGTCAGGGTGAAGTT

Pca for GATCGGCATCATAAAAACACG

Pca rev CGCACACTTCATCCAGCGAG

Dcd Forw GAAAGCCCGCAGCCAGATC

Dcd Rev TCAGGATGGTTTTGTCATGC

Toth et al. (1999)

Chao et al. (2006)

Nassar et al. (1996)

Laurila et al. (2010)

Pritchard et al. (2013)

Pritchard et al (2012)

Pritchard et al (2012)

Van Vaerenbergh
et al. (2012)

Darrasse et al. (1994)
Frechon et al. (1998)
(De Boer et Ward, 1995)

Park et al.(2006)
Duarte et al. (2004)

Kang et al. (2003)

de Haan et al. (2008)

Kim et al. (2012)

Smid et al. (1995)

Diallo et al. (2009)

Peters et al. (2007)
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1.5.3. Génomique et évolution des Pectobacterium et Dickeya spp.

L'adaptation des bactéries a leur niche écologique constitue un élément majeur qui confére a
I'évolution de leur génomes (Altermann, 2012). L'évolution naturelle des bactéries est un
processus complexe qui se fait par plusieurs mécanismes tels que les mutations, les
réarrangements génétiques ou par les événements de transferts horizontaux de génes (Juhas et
al., 2009). Le transfert horizontal de génes joue un réle important dans I'évolution des bactéries,
il permet I'acquisition de nouvelles fonctions ou de nouveaux caractéres phénotypiques (Smith et
al., 1992, 1993 ; Koonin et al., 2001). Il est lié plus a la coexistence des espéces au sein d'une
méme niche écologique qu'au rapprochement taxinomique entre les bactéries (Brochier et al.,
2004). Dans le cas de Pectobacterium et Dickeya, la connaissance et la description de I'évolution
geéneétique au sein de ce groupe bactérien s'avére d'une grande importance sur le plan de la
compréhension de leurs mécanismes d'émergence et de pathogénie et de la lutte contre ces
phytopathogénes. Les approches de génomique comparative appliquée aux Pectobacterium et
Dickeya permettraient la description de I'ensemble des génes propres a chacune des espéces
qu'on appelle le core-génome (Medini et al., 2005), I'identification d'acquisitions et de pertes de
genes ou de clusters de génes ainsi que les événements de transfert horizontal qui peuvent se
produire entre les espéces bactériennes. De plus, la comparaison des séquences géenomiques
deux a deux permet la révélation des variants nucléotidiques (SNP/InDel) affectant la séquence
geénomique au cours de I'évolution, ces variations nucléotidiques peuvent etre associées a des
variations phynotypiques en réponse au changement des conditons qui entoure la niche

écologique (Lawrence et Hendrickson, 2005).

Les études préliminaires ont rapporté que le génome des entérobactéries Dickeya et
Pectobacterium, ne dépasse pas 5 Mega bases et que le core-génome est largement conservé
au sein de chaque espéce avec des différences enregistrées dans la contenance en flots

génomiques. Par ailleurs, peu de génomes de Pectobacterium contiennent des éléments
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plasmiques (Kwasiborski et al., 2013), quoique Nomura et al (1996) ont indiqué la présence de

petits plasmides et éléments extra-chromosomiques dans certains Pectobacterium.

La souche SCC3193, a été reclassifiée en P. wasabiae aprés une étude génomique qui a révélé
la présence d'ilots génomiques qui pourraient avoir été acquis par transfert horizontal. Parmi ces
ilots génomiques, 15 étaient spécifiques a I'espéce P. wasabiae, dont des clusters de génes qui
pourraient étre impliqués dans la virulence de ce pathogéne (Nykyri et al., 2012). L'évolution des
Pectobacterium et Dickeya pourrait étre liée au mode de vie de ces bactéries comprenant les
différentes plantes hotes et niches écologiques (Koonin et al., 2001). Ainsi Glasner et al. (2008)
ont effectué une comparaison génomique de 3 Pectobacterium ayant des variations en termes de
distribution géographique et de gammes d'hétes. lls ont mis en évidence la conservation du core-
genome, qui représente environ 80% de la taille du génome, entre les 3 espéces P. atrosepticum
SCRI1043, P. carotovorum WPP14, et P. brasiliensis 1692. Ainsi, le T3SS était conservé dans les
3 especes. L'analyse a montré que la variabilité liée a la gamme d'hétes est associée aux géenes
du systéme de sécrétion de type 4 (T4SS), de phytotoxines, de génes de mobilité et de protéines

de surface (Glasner et al., 2008).

1.5.4. Génomique et virulence des Pectobacterium et Dickeya spp.

La disponibilité de plusieurs génomes de Pectobacterium et Dickeya dans les bases de données
a contribué a lI'amélioration des connaissances a propos des processus de pathogénie chez ce
groupe de pathogénes (Charkowski et al., 2014). Suite a la publication du premier génome de P.
atrosepticum en 2004, une analyse de génomique comparative extensive avec une dizaine de
séquences génomiques de bactéries pathogénes des Enterobacteriaceae a été effectuée. Il a été
montré pour la premiére fois que la structure génomique de P. atrosepticum était la méme que
celle des bactéries pathogénes de la méme famille, mais que ce pathogéne avait également
acquis, par transfert horizontal, 17 ilots génomiques qui comprennent des génes impliqués dans

l'interaction hote-pathogéne. Cette analyse a permis de caractériser les déterminants génétiques
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de virulence chez P. atrosepticum tels que les systémes de sécrétion, les phytotoxines et les
enzymes de macération (Fig. 1.7) (Bell et al., 2004 ; Toth et al., 2006). Ensuite, plusieurs études
ont ciblé les mécanismes d'adhésion (Jahn et al., 2011 ; Pérez-Mendoza et al., 2011) ainsi que la
synthése des pigments (Williamson et al., 2010). De plus, par approches de génomique et
transcriptomique, plusieurs études ont rapporté l'implication de génes, conservés au sein des
Dickeya et Pectobacterium spp., dans l'interaction pathogénes-insectes vecteurs (Acosta Muniz
et al., 2007 ; Basset et al., 2003 ; Charkowski et al., 2014 ; Costechareyre et al., 2010, 2013 ;

Quevillon-Cheruel et al., 2009).

Aujourd'hui, il a été démontré que les Pectobacterium et Dickeya possédent les 6 systémes de
sécrétion décrits chez les Enterobacteriaceae (Bell et al., 2004 ; Charkowski et al., 2012 ; Glasner
et al., 2008, 2011) a l'exception de P. wasabiae qui n'a pas de systéme de sécrétion de type 3
(Kim et al., 2009a ; Nykyri et al., 2012 ; Pitman et al., 2010). Ces systémes de secrétion ont été
largement étudiés pour leur implication dans les processus de pathogénie et d'interactions hotes-

pathogénes (Charkowski et al., 2012).

En outre, I'utilisation des séquences génomiques a facilité I'élaboration et le développement des
expériences s'intéressant a I'étude d'expression des génes de virulence chez ces pathogénes (
(Rodionov et al., 2004 ; Venkatesh et al., 2006 ; Hommais et al., 2008 ; Liu et al., 2008 ; Yap et

al., 2008 ; Koiv et al., 2013 ; Monson et al., 2013).

En revanche, trés peu d'études de transcriptomique ont été menées chez Pectobacterium et
Dickeya pour évaluer les variations d'expression de génes dans l'objectif d'élucider les
mécanismes de réponses des bactéries a une condition de stress donnée (Chapelle et al., 2015
; Jiang et al.,, 2015). Dans une étude transcriptomique s'intéressant a l'interaction entre D.
dandantii et I'aphide Acyrthosiphon pisum, on observe une surexpression des génes impliqués
dans la détoxification des éléments antimicrobiens qui apparait utile pour le systéme immunitaire

des Acyrthosiphon pisum (Costechareyre et al., 2013).
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La comparaison des transcriptomes de D. solani et D. dianthicola en conditions de macération ou
de culture pure a révélé une différence, en termes de génes surexprimés et réprimés, dans les
deux conditions pour ces deux espéces. Certains génes sont connus comme étant impliqués dans
la virulence, tels que les génes codant pour les enzymes de maceération, de transporteurs

membranaires et les génes du métabolisme des sucres (Raoul des Essarts, 2015).

Figure 1.7 Schéma simplifié des différents déterminants de virulence connus chez Pectobacterium
atrosepticum. D'aprés Toth et al. (2006).
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Chapitre Il. Genome sequence of the emerging plant pathogen Dickeya solani
strain RNS 08.23.3.1A
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Dickeya solani est une nouvelle espéce émergente dans plusieurs pays européens responsable
de la maladie de la jambe noire et de la pourriture molle de pomme de terre, en culture ou lors du
stockage des tubercules (Laurila et al., 2008 ; Stawiak et al., 2009 ; Tsror et al., 2009 ; van der
Wolf et al., 2014). Elle a été également isolée a partir de plantes ornementales (Toth et al., 2011).
C'est une espéce capable d'envahir la plante hote en utilisant le systéme vasculaire et de causer

la maladie a partir d'un faible inoculum (Czajkowski et al., 2010).

Au début de mes travaux, aucun génome complet de cette espéce n'était disponible dans les
bases de données. Dans ce contexte, nous avons envisagé de séquencer le génome de la souche
D. solani 3337 isolée en France en 2008. L'objectif était d'avoir un génome de bonne qualité
permettant de mieux caractériser cette espéce émergente. Pour ce faire, nous avons utilisé deux
technologies de séquencgage lllumina et PacBio. Le séquengage lllumina en utilisant deux
librairies mate-pair et paired-end nous a permis d'assembler un premier draft genome qui a été
déposé dans GenBank (AMY101000000). Le séquencage PacBio nous a permis de confirmer le
scaffolding qui a été fait par le séquencgage illumina et aussi d'améliorer la séquence du draft
genome en fermant les gaps au sein des scaffolds. Au final, nous avons pu assembler la séquence
de D. solani 3337, sous forme d'un seul chromosome circulaire de 4 922 460 bp, qui a été annoté

sous le serveur automatique RAST.

Ce chapitre est présenté sous la forme d'un article publié dans Genome Annoucement (Khayi et
al., 2014), cette version modifée inclut la méthodologie et le résultat du séquengage PacBio de la
souche D. solani 3337, publié dans BMC genomics (Khayi et al., 2015). Dans cet article, j'ai
contirubué a lI'assemblage génomique en utilisant les différentes méthodologies bioinformatiques

et outils (logiciels et machines) disponibles au laboratoire avec I'aide de S. Mondy.
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11.1. Abstract

Here we present the genome of Dickeya solani strain RNS08.23.3.1A isolated from Solanum
tuberosum. Dickeya solani, recently described on potato cultures in Europe, is a proposed new

taxon closely related to the Dickeya dianthicola and D. dadantii species

11.2. Introduction

Bacteria belonging to the Dickeya Genus cause soft rot disease on a wide range of plants,
particularly on ornamentals (Dianthus, Dahlia, Kalanchoe, Pelargonium, Chrysanthemum,
Parthenium, Dieffenbachiae, Saintpaulia) and crops (chicory, banana, sunflower, rice, artichoke,
pineapple, tomato, banana, maize, and potato) (1,2). Infection is characterized by the maceration
of plant tissues due to degradation of pectin, the major component of primary cell walls in plants
(3). The resulting symptoms on potato stems are named ‘blackleg’ and ‘soft rot’ on tubers. On this
plant host, disease symptoms caused by Dickeya spp. are similar to those caused by
Pectobacterium atrosepticum. Three main Dickeya species, D. dadantii, D. zeae and D.
dianthicola were previously described on potato. A new taxon, tentatively named D. solani, had
been recently identified largely in Europe and beyond (4). The D. solani strain RNS 08.23.3.1A (=

PRI3337) has been isolated from potato in France in 2008 (5).

This genome sequence was sequence first by lllumina technology then, in order to upgrade the
complete sequence, a PacBio sequencing technology was performed on the genomic DNA of this

strain.

11.3. lllumina sequencing and assembly

Here we report the de novo genome assembly of D. solani strain RNS 08.23.3.1A using lllumina
HiSeq 2000 v3 technology. Two libraries were constructed using the TruSeq (TM) SBS v3
sequencing kit: a shotgun (SG) paired-end library with a fragment size of 150-500 bp and a long
jumping distance (LJD) mate-pair library with an insert size of 6,000 bp. The two libraries were

sequenced using 2x100 bp paired-end read module by Eurofins Genomics (France). Assembly of
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the sequences was carried out by the software CLC Genomics Wokbench (V5.1) from CLC bio.
Sequence reads with low quality (limit 0.05), ambiguous nucleotides (n<2), and sequence length
less than 30 nucleotides were dropped for assembly. In total 5,682,625 mate-pair reads and 52
496 166 paired-end reads were obtained corresponding to 419,377,725 bases with an average
length of 73.8 bp for the mate-pairs and 4,903,141,904 bases with an average length of 93.4bp
for the paired reads.The de novo assembly (length fraction = 0.5 and similarity =0.8) generated
42 contigs (>2,000bp) with an average coverage of 1,075 fold. The average length of the contig
was 121,605 bp, and the largest contig was 483,425 bp, with a N50 contig size at 299,659 bp.
Scaffolding of the contigs was processed using SSPACE basic v2.0 (6). Two scaffolds with gaps
from 367 bp to 4,771 bp in size were obtained. For finishing, the gaps were closed by the mapping
of mate-pairs using as reference the 5 kbp from each of the contig ends (read length = 0.9, identity
= 0.95). Then, using homemade script and fastgselect.tcl from MIRA3 package, the mapped reads
for both orientations (R1 and R2) were retrieved and de novo assembled (read length = 0.5,
identity = 0.8). The remaining gaps were resolved by PCR amplification followed by Sanger

sequencing.

1.4. PacBio sequencing and assembly

1.4.1. Single Molecule Real Time (SMRT) Sequencing
An aliquot of about 4 ug genomic DNA of strain 3337 was sheared using g-TUBETM (Covaris®)

into fragments size targeted at 10 kb. SMRT cell template libraries were then prepared from the
sheared DNA using the commercial Template Preparation Kit from Pacific Biosciences Inc. In
brief, the DNA was end repaired, adapters ligated followed by exonuclease digestion of
incompletely ligated products. Using the provided Template Binding Kit from Pacific Biosciences,
the libraries were then annealed with sequencing primers and bound to P4 DNA polymerase. For
enhanced loading efficiency into the sequencing zero-mode waveguides (ZMWs), the bound

complexes were immobilized into Magbeads (Pacific Biosciences Inc.) according to the
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accompanied protocols. Sequence collection was carried out in 3 SMRT cells using P4/C2

chemistry with duration set at 180 minutes with stage start option for each cells.

11.4.2. De novo Assembly using Hierarchical Genome Assembly Process (Hgap)

Upon acquisition of the sequencing data, the reads were filtered and assembled using
RS_HGAP_Assembly version 3.0, an analysis pipeline module from Pacific Biosciences's SMRT
portal analysis. The assembly protocol incorporates Celera Assembler, BLASR mapper and

Quiver consensus caller algorithm for generation of polished assembilies.

Prior to assembly, short reads that are less than 500 bp were filtered off and minimum polymerase
read quality was set at 0.75. For the assembly process, the length cutoff of seeding reads to serve

as reference to recruit shorter reads for preassembly was set at 3,606 bp.

A total of 112,228 polymerase reads with average read length of 7,257 bp, amounting to
814,445,948 bases were generated after quality filtering process. Polished assembly size of the
draft genome of strain 3337 was at 4,945,173 bp. The assembly has yielded 6 polished contigs

with average sequencing depth of 144 X and the largest contig size was at 2,473,627 bp.

1.5. Complete genome sequence

Combining these two sets of sequences, the lllumina scaffolding was confirmed and the remaining
gaps were filled using the PacBio contigs. Hence, we obtained a complete sequence of the unique

circular chromosome (4,922,460 bp). The RAST annotation generated 4,536 CDS and 97 RNAs

(Fig. 11.1).
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Figure Il.1 Map of Dickeya solani 3337 genome.
The innermost circle highlights GC-skew variations, the second indicate GC-content (higher and lower than
the mean value 56 %) ; the last circles in aqua (forward strand) and blue (reverse strand) colors shows genes
of the D. solani 3337. In red are indicated tRNAs and in green rRNAs.

®
: )
-~
4000000/ &8 Yy - 2%
N 4 2%
S§ ‘;% 1000000
=& | ©
=§ _ 1|
m= [ |
S8 - Bz
m=""" :i
=1 - ==
= =N
%‘
= o
= |
3500000 .,,‘ _ S
= ]
e
=) 1500000
’%
)

2500000

11.6. Nucleotide sequence accession numbers

The draft genome sequence generated by lllumina was deposited at GenBank. This Whole
Genome Shotgun project has been deposited at DDBJ/EMBL/GenBank under the accession

AMYI100000000. The version described in this paper is the first version, AMY101000000.
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Chapitre Ill. Population genomics reveals additive and replacing horizontal gene
transfers in the emerging pathogen Dickeya solani
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L'émergence de Dickeya solani et son essor comme pathogéne de pomme de terre en Europe a
accentué les travaux de recherche pour comprendre I'écologie et les traits génétiques a I'origine
de son succes écologique (Toth et al., 2011). Plusieurs études ont été conduites dans ce sens
révélant le caractére clonal de I'espéce ainsi que la forte synténie avec le génome de D. dandantii.
Des divergences sont cependant observées concernant les complexes de toxine-antitoxine liés
aux systemes de sécrétion de type 5/6 (Garlant et al., 2013 ; Laurila et al., 2008 ; Pédron et al.,
2014 ; Stawiak et al., 2009). Potrykus et al. (2014) a mis en évidence l'implication des régulateurs

de type pecS, pecT et kdgR dans la virulence de D. solani.

Dans ce contexte, nous avons envisagé une analyse de génomique de population sur une
vingtaine de souches de D. solani en prenant comme référence la séquence compléte de D. solani
3337 (Chapitre Il). La génomique de population va nous permettre d'avoir une idée globale sur la
diversité et la dynamique génomique de I'espéce D. solani en faisant un échantillonnage étendu
dans le temps et dans I'espace (lieu, année, plantes hotes). Dix-neuf souches ont été séquencées
en paired-end (lllumina) et les variations génétiques (SNP/Indels) ont été recherchées en alignant
les lectures de chaque souche sur le génome de référence. Ce qui était attendu de cette analyse
c'est une forte homogénéité génétique au sein de la population de D. solani dont certains isolats
ont peu de divergence (de 45 a 85 SNPs/InDels). En revanche, ce qui s'est avéré inattendu, est
I'observation dans certains isolats de variations de quelques centaines a milliers de SNPs/InDels
qui sont regroupés dans des ilots génomiques. Leur analyse phylogénétique révéle qu’ils ont été
acquis par transferts horizontaux d’autres pathogénes. Par ailleurs, I'analyse des fonctions
affectées par les SNPs/InDels a permis de prédire, puis de vérifier sur pomme de terre qu'un des
isolats était peu virulent. Cette étude représente une premiere description de transferts
horizontaux inter et intra-espéces chez D. solani contribuant ainsi a sa rapide diversification

génomique. Elle apporte des éléments novateurs sur la diversité et I'évolution de D. solani.
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Dans ce travall, j'ai réalisé les analyses de génomique comparative, les essais de virulence ont
été effectués par Pauline Blin (Doctorante, Paris sud). Les souches de D. solani ont été fournies
par V. Hélias et F. Van Gijsegem, le séqunencage PacBio a été fait par T. Chong, K. Chan. Le
manuscrit a bénéficié de la relecture critique de D. Faure, F. Van Gijsegem, J. Pédron, V. Hélias
et Y. Dessaux. Ce chapitre est présenté sous forme d'une version modifiée de I'article publié dans
BMC genomics (Khayi et al., 2015), la partie qui concerne le séquengage PacBio de D. solani

3337 a été développée dans le chapitre précédent (Chapitre II).
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lll.1. Abstract
Background
Dickeya solani is an emerging pathogen that causes soft rot and blackleg diseases in several

crops including Solanum tuberosum, but little is known about its genomic diversity and evolution.
Results

We combined lllumina and PacBio technologies to complete the genome sequence of D. solani
strain 3337 that was used as a reference to compare with 19 other genomes (including that of the
type strain 1PO2222") which were generated by lllumina technology. This population genomic
analysis highlighted an unexpected variability among D. solani isolates since it led to the
characterization of two distinct sub-groups within the D. solani species. This approach also
revealed different types of variations such as scattered SNP/InDel variations as well as replacing
and additive horizontal gene transfers (HGT). Infra-species (between the two D. solani sub-
groups) and inter-species (between D. solani and D. dianthicola) replacing HGTs were observed.
Finally, this work pointed that genetic and functional variation in the motility trait could contribute

to aggressiveness variability in D. solani.
Conclusions

This work revealed that D. solani genomic variability may be caused by SNPs/InDels as well as
replacing and additive HGT events, including plasmid acquisition; hence the D. solani genomes
are more dynamic than that were previously proposed. This work alerts on precautions in

molecular diagnosis of this emerging pathogen.

lll.2. Background

Pectinolytic bacteria belonging to the Dickeya and Pectobacterium genera are pathogens that
cause soft rot and blackleg diseases in a wide range of plants and crops including Solanum
tuberosum [1],[2]. These phytopathogens produce plant cell-wall degrading enzymes that are able

to macerate the tuber and stem tissues, thus provoking the disease symptoms [3]. Since 2000s,
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the emerging D. solani species has been proposed as a contributor to the increased incidence of
blackleg and soft rot diseases on potato crop in Europe and the Mediterranean basin [4]. The D.

solani species has been officially described recently [5].

Little is known about the ecological and genetic traits that may support the relative success of D.
solani in invading potato fields [6], [7]. D. solani can initiate disease from a low inoculum level in
warm climates and was described in some studies to spread more easily through vascular tissues
than other Dickeya species[4],[8]. Besides classical intergenic spacers 16S-23S rDNA [9], several
molecular studies have proposed different marker genes for the identification of D. solani strains
collected from potato and ornamental plants, such as dnaX [10], recA [11] and fliC [12]. At whole
genome level, genomic and metabolic comparisons of two D.solani strains Ds0432-1 (isolated in
Finland) and 3337 (isolated in France) vs. D. dadantii 3937 indicated a conserved synteny
between the two species, but also the presence of distinctive traits [13], [14]. D. solani and D.
dadantii diverged in their battery of non-ribosomal peptide/polyketide synthase clusters,
T5SS/T6SS-related toxin-antitoxin systems and several metabolic abilities. Some of these traits
would contribute to the successful invasion of this pathogen [13], [14]. More recently, a reverse
genetic approach revealed that the virulence master regulators are quite the same in D. solani

and D. dadantii [7].

The analysis of population genome structure and dynamics, including additive or replacing
horizontal gene transfer (HGT) may bring valuable clues on the mechanisms of emergence of D.
solani. While additive HGT allows the acquisition of novel genes by a population [15-20] replacing
HGT provokes the replacement of an allele by another from close relatives [21]. HGT events
inform about the genome diversification and adaptation processes, but also on the companion
populations that the pathogens met during the emergence and dissemination steps. Replacing
HGT is also of a major stake in pathogen diagnostic, as it may provoke false identification when

the alleles exchanged by replacing HGT are used as molecular taxonomic markers.
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Here, we analyzed the whole genome polymorphism of 20 D. solani isolates, including the type
strain IPO2222T, collected from different geographic locations, dates of isolation and plant hosts.
We combined lllumina and PacBio technologies to complete the 3337 D. solani strain genome
that we used as a reference in the comparative genomics. While most strains belonged to a core-
population that exhibited less than one hundred variant positions between two given genomes,
some other genomes revealed massive replacing HGT from the companion pathogen D.
dianthicola and a plasmid acquisition from Burkholderia ambifaria. Moreover, we were able to
correlate SNPs in virulence genes with a decrease in aggressiveness, highlighting the power of
genomics as a tool to reveal functional variability in D. solani population. To our knowledge, this
is the first study that reports whole genome analysis of a D.solani population and describes its

diversity.

111.3. Results

111.3.1. Complete genome of the D. solani 3337

The D. solani 3337 genome was previously sequenced by lllumina technology using two libraries
(mate-pair and paired-end) and de novo assembled in a high quality draft genome deposited at
NCBI [22]. In this work, the 3337 D. solani genome was re-sequenced using PacBio technology.
The PacBio sequencing generated six contigs (2 473 62pb,1 512 701 bp, 894 591 bp, 49 337 bp,
10 627 bp, and 4 290 bp) with an average 150 fold coverage. The published lllumina-scaffolding
was confirmed and the remaining gaps were filled using the PacBio contigs. Hence, combining
the lllumina and PacBio sets of sequences, we obtained a complete sequence of the unique
circular chromosome (4 922 460 bp). The RAST annotation generated 4536 CDS and 97 RNAs.

The D. solani 3337 complete genome was used as a reference for comparative genomics.
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111.3.2. Positioning the sequenced D. solani strains within the Dickeya genus

In addition to D. solani 3337, 19 D. solani strains including the type strain IPO2222" were collected

at different years and geographical locations (Table 111.S1) and their genomes sequenced by

lllumina technology. All these draft and complete genomes were used in multi-locus sequence

analysis (MLSA) and average nucleotide identity (ANI) calculation. For MLSA, the eleven

concatenated rpoD, gyrB, recA, rpoS, dnaX, dnaA, gapA, fusA, rplB, purA, gyrA housekeeping

genes (17298 bp) were aligned to construct a relation-tree using Neighbor-Joining method, the

evolutionary distances were computed using the Maximum Composite Likelihood method [23]. All

the D. solani (Dsl) isolates were grouped in a same cluster that was separated from the other

pectinolytic enterobacteria (Fig.

111.1).

Figure lll.1 MLSA and ANIs of D. solani
strains.

In MLSA the sequences of the genes
(rpoD, gyrB, recA, rpoS, dnaX, dnaA,
gapA, fusA, rplB, purA, gyrA) were
aligned with ClustalW, and a
Neighbour-joining tree was created
by Booftstrap method with 1000
bootstrap replications. ANI values
were calculated using Dsl 3337 as a
reference.
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Noticeably, the strain Dsl 0512 was the unique strain that was consistently distant from the other
D. solani strains. As previously reported [5], within the genus Dickeya the most related species to
D. solani were D. dadantii and D. dianthicola. ANI values which were calculated using the strain
Dsl 3337 as a reference were in accordance with the MLSA clustering. All the D. solani strains
exhibited an ANI value equal to or above 99.9%, but that of Dsl 0512 was below 99%. Among
strains of the closest species, D. dadantii and D. dianthicola ANI values dropped to 94% and 92%,

respectively.

111.3.3. Overview of the SNP and InDel variations in D. solani genomes

lllumina reads of the D. solani strains were mapped on the complete genome sequence of Dsl
3337. The percentage of mapped reads was above 99% for all strains with the exception of Dsl
9019 (98.08%) and 0512 (92.34%) (Table I11.S2). The mapping vs. Dsl 3337, which reached a
high mean coverage value (between 400 and 900), allowed us to identify variations (SNPs and
InDels) in each of the genomes (Table 111.S3). According to the number of variations, the D. solani
strains could be clustered into three groups. The first group, which we thereafter term as the core-
population, encompassed most of the strains (including IPO2222™ and the reference Dsl 3337)
with a variation number ranging from 43 to 85. In the second group were the strains Ds| 07-7,
9019 and 9134 with a variation number between 1454 and 3433. The third group consisted in the
only strain Dsl 0512 with a very high variation number that reached 37493. RAST annotation of
the strain Dsl 3337 was used to position the variations in or out coding DNA sequences (CDSs),
as well as to identify non-synonymous variations in CDSs (Table [I1.S3). Non-synonymous
variations ranged between 14 to 21% of the total number of variations, hence only 6 to 18 non-

synonymous variations were identified in strains of the D. solani core-population (Table [I.S3).

1ll.3.4. Heterogeneous distribution of the SNP and InDel variations in D. solani genes

We refined our analysis by calculating the number of genes (CDSs) that were affected by SNPs

and InDels as well as non-synonymous variations (Fig. 1ll.2a-b). In the core-population, 9 to 17
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genes exhibited variations and about one half of them (4 to 10) harbored non-synonymous
variations. In Dsl 07-7, 9019 and 9134, 56 to 144 genes were affected ; and among them, 46 to
81 contained non-synonymous variations. In Dsl 0512, 2760 genes, hence half of the genome
showed variations. To compare variation abundance in genes, a mean value of the number of all
variations (synonymous and non-synonymous) per affected gene was calculated (Fig. 11l.2c). In
the core-population, this value ranged from 2 to 5. In Dsl 0512 and 07-7, it was similar (11 and 9,
respectively) while the highest value was observed in Dsl 9134 and 9019 (45 and 42, respectively).
Overall, these analyses revealed that Dsl 0512, 07-7, 9134 and 9019 harbored genes with different
numbers of variations as compared to those in the core-population, suggesting putative HGTs

from distinct sources.

Finally, all these different variations were positioned along the Dsl chromosome (Fig. 111.3). In the
core-population, the rare variations appeared to be scattered with a mean distribution of 0.015
variations per kbp (when all SNPs and InDels were counted) and 0.012 variations per gene (when
only SNPs and InDels in CDSs were counted). In Dsl 9134, 9019 and 07-7, most of the variations
affected several tens of genes that are clustered in distinct regions, while only a few variations
remain scattered. In Dsl 0512, variations exhibited a genome wide distribution. In the next part of
the work, the three types of SNP/InDel distribution (scattered, clustered and wide genome

distribution) have been analyzed in details.
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Figure Ill.2 Number of genes affected by variations (SNPs and Indels).
a. Total number of genes affected by the variations for each strain.b. Number of genes revealing amino
acids change further variation.c.The average number of variations affecting the genes in each strain.
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Figure 1Il.3 Mapping of the clustered and scaterred SNP/InDel variations using Dsl 3337 as a reference
genome. Small colored sticks indicate variations positions: the scattered SNP/InDels are in blue color, while
the clustered SNP/InDels (RGTs) are in red color and are numbered according to their successive position
along the chromosome. Dsl 0512 is excluded from this figure due to high number of variations.
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111.3.5. The mosaic genome of D. solani 0512 might define a novel D. solani sub-group

Dsl 0512 differed from the other D. solani by the high number and wide distribution of variations
(Table I11.S3, Fig. 11l.2 and II.3), a unique phylogenetic position in MLSA (Fig. Ill.1), and a high
percentage (7.66%) of unmapped reads against Dsl 3337 genome (Table 111.S2). Unmapped reads
were used for a de novo assembly which generated six contigs with a size ranging from 13248
bpto 36630bp. All these six contigs were absent from the other D. solani strains. Using MAUVE
[24], these six sequences were positioned on the draft genome of Dsl 0512 that was constructed
using the strain Dsl 3337 as a reference (Fig. 111.S1). RAST annotation indicated that most of the

genes belonging to these 6 contigs coded for phage elements and hypothetical or unknown
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proteins, with the exception of some genes coding for two putative ABC transporters, two putative
virulence factors and one methyl-accepting chemotaxis protein, all being carried by the contig4.
The similarity scores were too weak to assign a more precise function and phylogenetic origin to

these putative genes/proteins.

Another characteristic of Dsl 0512 was a high number of genes (half of the genome) that exhibited
variations. These genes were distributed along the genome without any clustering in specific
regions. Constructed phylogenetic trees revealed that the analyzed genes exhibiting a nucleotide
identity below 98% (compared to Dsl 3337 genes) did not belong to the core population gene
cluster (Fig. lll.4, 111.S2, [11.S3, 111.54, 111.S5). All these features supported the existence of a novel
D. solani sub-group. The strain Dsl 0512 could be proposed as the eponym of the D. solani 0512

sub-group.
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Figure 1ll.4 Mapping and phylogeny of the Dsl 0512 variant genes.
In panel a, Position of variant genes of Dsl 0512 on the reference strains Dsl 3337.The panels b, ¢, d and e
exemplify phylogenetic trees of selected proteins with different percentage of nucleotide identity.
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111.3.6. Infra-species replacing HGT in Dsl 07-7

The 144 variant genes of Dsl 07-7 showed a non-uniform distribution along the chromosome,
since most of them were clustered in 18 separate regions. One of these regions, which is
presented in figure 111.5, contained four genes: oppB, oppF, an ABC transporter gene and amN.
These genes contained in total 47 variations leading to a decrease of their nucleotide identity as

compared to the corresponding genes in the Dsl 3337 genome.

Figure lll.5 Replacing HGT region 14 (RGT1407-7) in D .solani 07-7.
Gene map indicates the synteny conservation with Dsl 3337. The nucleotide identity decreases and the
variation number increases at the positions of DNA acquisition, hence affecting the phylogenetic
relationship of the encoded proteins.
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Moreover, the phylogenetic analysis of the protein sequence coded by the oppB and oppF genes,

which were the most affected by variations, revealed a replacing HGT from a strain belonging to

Slimane KHAYI | Thése de doctorat | Université Paris-Saclay - Université Moulay Ismaiil | 69



the D. solani 0512 sub-group. The 17 other regions exhibited a similar gene organization and a
phylogenetic clustering with Dsl 0512 genes. Hence, all these 18 regions were called as RGT
(replacing HGT) regions. They were numbered according to their successive position along the
chromosome with the strain name in subscript position: RGT107-7, RGT207-7, RGT307-7 ...(Fig.
[11.3). This analysis suggested that Dsl| 07-7 acquired a dozen of gene fragments during massive
replacing HGT(s) from strain(s) belonging to the Dsl| 0512 sub-group. Hence, Dsl 07-7 exemplified
the occurrence of an infra-specific gene exchange among the D. solani population, and also
supported the possible co-existence of strains of the D. solani 0512 sub-group with those of the

core-population.

11.3.7. Inter-species replacing HGT in D. solani strains 9134 and 9019

In Dsl 9134, 39 among the 56 genes with variations were clustered in 6 RGT regions, the other
genes with variations being scattered along the chromosome. In Dsl 9019, 63 among the 73 genes
with variations were clustered in 12 RGT regions. In both strains, the RGT regions were named

according to the same nomenclature as in Dsl 07-7 (Fig. 111.3).

The RGT49134 illustrated the typical organization of these RGTs in Dsl 9134 (Fig. Il1.6). RGT49134
(4860 bp) exhibited 229 positions of variations that were distributed in three genes: norF, norR,
and fumA. These genes were related to the nitric oxide metabolism. Because of the high number
of variations, the gene identity with D. solani strain 3337 decreased in RGT49134, especially in
the norR gene that was located in the central part of the RGT region. Protein phylogeny revealed
that the three proteins encoded by the RGT49134 genes did not branch with their D. solani
counterparts but were most closely related to those of D. dianthicola. The variation positions
suggested that replacing HGT occurred in the middle of the genes norF and fumA, and hence
generated proteins with an intermediate position between the D. solani and D. dianthicola proteins
in the phylogenetic trees. A second example of inter-species replacing HGT is given with the

RGT79019 (6248bp) of Dsl 9019, which contained five genes dnaJ, dnakK, yaaH, a MFS transporter
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gene and mogA (Fig. 111.7). This example highlighted that replacing HGT might also affect genes

such as dnaK and dnaJ which are used for MLSA and taxonomic identification [25]. In RGT79019,

269 variants were detected. Discrepancies within DnaJ, DnaK and MogA phylogenies suggested

the occurrence of a replacing HGT from D. dianthicola. In all the other RGTs of Dsl 9134 and

9019, a phylogeny approach (Fig. I11.S4, 111.S5) also supported the occurrence of a replacing HGT

using D. dianthicola population as the unique source.
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Figure lll.6 Replacing HGT region 4 (RGT49134) in D .solani 9134.
Gene map indicates the synteny conservation with Dsl 3337. The nucleotide identity decreases and the
variation number increases at the position of DNA acquisition, hence affecting the phylogenetic

relationship of the encoded profeins.
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Figure lll.7 Replacing HGT region 7 (RGT79019) in D .solani 9019.
Gene map indicates the synteny conservation with Dsl 3337. The nucleotide identity decreases and the
variant number increase at the position of DNA acquisition, hence affecting the phylogenetic relationship
of the encoded proteins.
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111.3.8. Plasmid acquisition in D. solani strain 9019 from Burkholderia

In addition to replacing HGT, an additive HGT event that consisted in a plasmid acquisition
occurred in Dsl 9019. The Dsl 9019 unmapped reads, which represented 1.9% of the total read
number (Table 111.S2), allowed the generation of a single contig (43564 bp) by de novo assembly.
This plasmid exhibited a complete identity (100%) with a plasmid of Bulkholderia ambifaria AMMD
(CP000443.1). The stable replication of this plasmid in Dsl 9019 was verified in sub-cultures using
plasmid-specific primers and

(pF1:cagcgaagagcaagacaa, pR1:tcatggaagcgatctcgg

pF2:ttaccggacgccgagcetgtggegt, pR2:caggaagatgtcgttatcgcgagt).
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111.3.9. In D. solani 3296, variations in flagellar genes correlated motility and virulence
decrease

All the non-synonymous variations of the core-population were listed in Table 111.S4. Remarkably,
two unigue non-synonymous variations that affected the fliC and fliN flagellar genes were present
in Dsl 3296. The substitution C to T at the position 952985 lead to conversion of Ala207 to Thr in
FliC, while deletion of the GTC codon starting at the position 966 038 provoke the loss of the
Val112 in FliN. The nucleotide variations were verified by Sanger sequencing. These two
variations were unique among the sequenced D. solani strains, as well as the known Dickeya
genomes (Fig. lll.S6). These genes retained our attention as fli genes are required for
aggressiveness in Dickeya and in other Enterobaceteriaceace [26],[27],[28],[29]. We
hypothesized that Dsl 3296 could be impaired in motility, hence also exhibited a reduced
aggressiveness on potato host plants. We compared motility and virulence of all the 20 Dsl

analyzed in this study (Fig. 111.8).

Figure 111.8 Motility and aggressiveness assays performed on potato fubers.

The average of variants per gene was calculated for each strain (the RGT regions of the strain Dsl 9019, 9134
and 07-7 were omitted for calculation). The signs + and - indicate that the strain is motile or not.The letters b,
¢, d and e indicate statistical significance at p<0.05 (Kruskal-walis and Tukey tests) of the aggressiveness
which was measured by infecting 30 potato tubers by each of the Dsl strains.
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All strains except Dsl 3296 were motile. Moreover, a weak aggressiveness of the strain 3296 was
observed in virulence assay on potato tuber, hence correlating genomic variants in fli genes with
motility and virulence deficiency. As a consequence, even if SNP/InDel variations are scarce,

some of them may affect virulence functions in Dsl strains.

111.4. Discussion

This work provided new insights into the analysis of the emerging plant-pathogen D. solani. We
combined lllumina and PacBio technologies to determine a high quality genome sequence of D.
solani 3337 that we used as a reference to compare 19 other genome sequences generated by
Illumina technology. While previous studies reported pairwise comparison between a single D.
solani genome with that of other Dickeya and Pectobacterium species [13], [14], this work was
also based on a population genomic approach. This approach revealed the unexpected diversity
of the D. solani genomes that resulted from a combination of scattered SNP/InDel variations as

well as replacing and additive HGT events.

The majority of analyzed D.solani strains (16 among 20) that we called the core-population
contained only 43 to 85 variants (SNPs and InDels). This result is in accordance with the high ANI
values (>99.9%) that were calculated between each strain against the reference 3337. Other
studies have pointed the high homogeneity within genetic equipment of D.solani population
[12],[14],[9],[30]. All these molecular analyses support the clonal hypothesis of the D. solani
population. In spite of this high homogeneity, Dsl strains may exhibit some variability in
aggressiveness on potato tubers [7]. A previous pairwise comparative study of two Dsl strains did
not succeed in the identification of the genes and functions that could explain the different
aggressiveness trait [7]. However, using a population comparative approach, we pointed out that
genetic and functional variations in the motility trait could contribute to an aggressiveness
decrease. This observation exemplifies the powerfulness of genomic diversity analyses on field

isolates for the identification of genes that modulate aggressiveness.
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Another important result was the characterization of a sub-group within the D. solani species,
highlighting that D. solani population structure was more complex than described previously. The
prototypic strain of this sub-group was Dsl 0512 (RNS 05.1.2A) that has been isolated from potato
plant showing blackleg and soft rot symptoms in France (in 2005). The existence of the 0512 sub-
group was supported by ANI value, MLSA, genomic architecture (presence of specific regions)
and SNP/InDel abundance and distribution. The Dsl 0512 genome appeared as a mosaic of genes
with a phylogenetic position inferred to either the D. solani core population or the Dsl 0512 sub-
group. Remarkably, genes that belong to the Dsl 0512 phylogenetic sub-cluster have also been
discovered in the 18 RGTs (143 genes) of the strain Dsl 07-7 that was also isolated in France.
The involvement of the 0512 sub-group as a gene resource in replacing HGT reinforced its
importance in the generation of variability in D. solani isolates. The strains Dsl 0512 and 07-7
showed aggressiveness level similar to that of most of the studied D. solani strains, suggesting
that the 0512 sub-group is not associated to any particular aggressiveness behavior, at least on

potato tubers.

This study also highlighted that additive and replacing HGT occurred in inter-species exchanges.
Additive HGT was observed in the strain 9019 which acquired a plasmid from B. ambifaria AMMD.
B. ambifaria AMMD was isolated from the rhizosphere of healthy pea plants in Wisconsin (USA)
in 1985 [31] and it has been reported as very effective in controlling phytopathogenic Pythium
species [32]. Moreover we discovered replacing HGT events that recruited D. dianthicola genes
in the two strains Dsl 9019 (63 genes distributed in 12 RGT regions) and 9134 (39 genes in 6 RGT
regions) isolated from ornamental plants (respectively Muscari and Hyacynth). These exchange
events between D. solani and D. dianthicola suggested that these two pathogens could coexist in
the same ecological niche. In the case of Pectobacterium spp., multiple species isolations from
the same infected plants have been reported [33],[34]. Importantly, the replacing HGT events did

not correlate with an aggressiveness increase in Dsl 9019 and 9134 at least in potato tubers.
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However, replacing HGT generates major impact on phylogenetic inference by generating
incongruities that could impair pathogen molecular diagnostics which are based on housekeeping
genes. Importantly, it has been reported that succeeded HGT events between distantly related
bacteria mostly implicate housekeeping genes that are also the most conserved between different
species [35], [36]. Our work revealed that in the Dsl 9019 strain, the dnaJ and dnaK genes, which
are usually used in phylogenetic classifications [37],[25], have been recruited from D. dianthicola.
Since the Dickeya pathogens are genetically very close (ANl = 93%), replacing HGT could be
predicted to interfere recurrently with taxonomical diagnostics, hence provoking assignation
errors. The impact of HGT on taxonomy has been discussed in different Enterobacteriaceae [38],
[39]. An immediate applied recommendation from our work is that even though D. solani is mainly
described as a homogeneous population, the existence of HGT events should encourage the use

of multiple taxonomical markers.

l11.5. Conclusions

As a conclusion, this work revealed that D. solani genomic variability may be caused by
SNPs/InDels as well as replacing and additive HGT events, including plasmid acquisition. From
this work, the question arises about the dynamics of the D. solani diversity in the course of its
emergence and spreading in crop cultures. This might be further investigated by a larger scale

sampling and genomic analysis.

111.6. Methods

111.6.1. Bacterial strains and growth conditions

D. solani strains were collected from different geographical locations and dates of isolation and
also from different hosts or environments (Table 111.S1). All the strains were routinely cultured in

TY medium (tryptone 5 g/L, yeast extract 3 g/L and agar 1.5%) at 28°C.
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111.6.2. DNA extraction and sequencing

Genomic Genomic DNA from each strain was extracted from overnight culture using a phenol-
chloroform purification method followed by an ethanol precipitation as described by Wilson [40].
Quantity and quality control of the DNA was completed using a NanoDrop (ND 1000) device and

agarose gel electrophoresis at 1.0%

Paired-end libraries with an insert size of 270 to 390 bp were constructed for each strain, and DNA
sequencing was performed by lllumina HiSeq 2000 v3 technology. Sequencing of the library was
carried out using 2x100 or 2x150 bp paired-end read module. lllumina sequencing was performed

at the CNRS IMAGIF platform (Gif-sur-Yvette).

111.6.3. Assembly, variants calling and genome sequence analysis

Assembly of the sequences was performed using the CLC Genomics Workbench v7.0.0 software
(CLC Inc, Aarhus, Denmark). After quality (quality score threshold 0.05) and length (above 40
nucleotides) trimming of the sequences, contigs were generated by de novo assembly (CLC
parameters: automatic determination of the word and bubble sizes with no scaffolding) for each

strain.

Paired end reads for each strain were mapped against the reference sequence of the strain D.
solani 3337 at mild stringency threshold (0.8 of identity on 0.5 of read length) using CLC Genomics
Workbench version 7.0.0 software. The unmapped reads for each strain were collected. The
mappings were used for detection of variations (SNPs and InDels) using basic variant calling tool
from CLC genomic workbench version 7.0.0. Draft genome sequences composed of the contigs
of each strain were used to search and analyze the variations detected. Variations with an

occurrence below 99% in the mapping step were discarded from the study.

The nucleotide identity (ANI) values were calculated as previously proposed [41] using the ANI
calculator from the Kostas lab with default settings (http://enve-omics.ce.gatech.edu/ani/).

Phylogenetic and molecular evolutionary analyses were conducted using MEGA, version 6 [42].
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An MLSA (Multi-locus sequence analysis) was performed using eleven housekeeping genes
(rpoD, gyrB, recA, rpoS, dnaX, dnaA, gapA, fusA, rplB, purA, gyrA) retrieved from the twenty D.
solani strains in order to confirm their phylogenetic position within known pectinolytic Dickeya and

Pectobacterium strains.

111.6.4. Nucleotide sequence accession number
Draft genome sequences of Dickeya solani strains 9109, 0512, 9134, 07-7 have been deposited

at DDBJ/EMBL/GenBank under the following accession numbers: (JWLS00000000) D. solani
9019, (JWMJ00000000) D. solani 0512, (JWLT00000000) D. solani 9134, (JWLR00000000) D.
solani 07-7. The versions described in this paper are versions (JWLS01000000) D. solani 9019,
(JWMJ01000000) D. solani 0512, (JWLT01000000) D. solani 9134, (JWLR01000000) D. solani
07-7. Genomes of other Dickeya and Pectobacterium species were collected from public database

(Table 111.S5).

111.6.5. Aggressiveness and motility assays

Motility assays were conducted on semi-solid SM medium (beef extract at 3 g/L, peptone at 5 g/L,
and 25 ml/L of 20% glucose) with 0.5% of agar. Two uL of an overnight bacterial suspension of
each strain were used to inoculate agar plates which were incubated 16 hours at 28°C. The

experiment was performed twice with 2 replicates each time.

Assessment of the aggressiveness of the strains was performed on potato tubers (cv. Binjte). To
this end, 108 CFU were used to infect 10 potato tubers for each strain. After 24 h of incubation at
25°C, five aggressiveness categories were considered and attributed to tuber samples to assess
the virulence of the strains. The experiments were performed three times, hence 600 tubers were

infected and analyzed. The results were represented as normalized values.

Virulence assays were statistically analyzed to infer the aggressiveness variability within strainson

potato tubers. Heterogeneity of strains was assessed using a Kruskal-Walis test with p<0.05.
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Statistical significance of the pairwise comparisons between strains was calculated using a post

hoc Tukey test with p<0.05.

ll.7. Supplementary data

Figure lll.S1 Synteny between the strain D.solani 3337 and the draft genome D. solani 0512.
The alignment was performed using MAUVE software, underlining a high conservation of the synteny. The
numbers indicate the posifions of the sfrain-specific genomic regions generated by de novo assembly of
the unmapped reads.
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Figure II1.S2 Protein-based phylogenetictrees revealing Dsl 0512 as a member of in distinct sub-cluster within
the D. solani species.
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Figure IIl.S3 Protein-based phylogenetic trees of different RGTs in Dsl 07-7.

The genes were refrieved from RGT1, RGT2, RGT3, RGTé, RGT10 and RGT120f Dsl 07-7. The phylogenetic

positionsindicatereplacing HGT events from the D. solani 0512sub-group.
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Figure Il1.84 Protein-based phylogenetic trees ofdifferent RGTs in Dsl 9134.

The genes were retrieved from RGT1, RGT3, RGT5 and RGTé of Dsl 9134. The phylogenetic positions highlight
replacing HGT events from the D. dadantii species.
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Figure II.S5 Protein-based phylogenetic trees of different RGTs in Dsl 9019.
The genes were retrieved from RGT1, RGT2, RGT3, RGT4, RGT5 andRGT10 of Dsl?019. The phylogenetic
positions highlight replacing HGT events from the D. dadantii species.
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Figure lIl.Sé6 Local alignment of FliC and FliN proteins.

The variations at the positions 207 in FiC and 112 in FliN are indicated in red color, other variations are in
blue color. Amino acid position is numbered according to the D. solani 3337 sequence of FliC and FIiN. We
used the draft and complete genomes of the 19 D. solani sequenced in this study, those of D. solani strains

GBCC2040 and MK10, 15 D. dianthicola including the strains MIE32, MIE33, MIE34, CFBP 1888, CFBP2015,

CFBP2982, RNS04.9, RNS10.20.2A, RNS11.47.1A, DW04.9K, DS05.3.3, GBBC2039, IPO%80, NBPPB3534 and

NCPPB453, D. dadantii strains 3937, NCPPB898 and NCPPB3537, D. chrysanthemi strains NCPPB3533 and

NCPPB516, and D. zeae strains Ech1591 and NCPPB2538.
191
1
FliC D. solani 3296 TALVAAIDTALQTINTTKANIGATLNRF
D. solani TALVAAIDTALQTINTAKANIGATLNRF
D. dianthicola TALVSAIDTALQTINTAKANIGATLNRF
D. dadantii TALVSAIDTALQTINTAKANIGATLNRF

D. zeae TALVAAIDTALQTVNTAKANIGATLNRF
D. chrysanthemi TALVQAVDAALVKINNAKANIGATLNRF

101
1

FIiN D. solani 3296 MINGYLIAQGE-VVVSDKYGVRITDIIT
D. solani MINGYLIAQGEVVVVSDKYGVRITDIIT
D. dianthicola MINGYLIAQGEVVVVSDKYGVRITDIIT
D. dadantii MINGYLIAQGEVVVVSDKYGVRITDIIT
D. zeae MINGYLIAQGEVVVVSDKYGVRITDIIT
D. chrysanthemi MINGYLIAQGEVVVVSDKYGVRITDIIT
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Table 111.S1 Dickeya solani strains used in this study

Organisms Code Host&Environment Geography Year
D. solani PPO 9019 Dsl 9019 Muscari Netherlands 2006
D. solani PPO 9134 Dsl 9134 Hyacynth Netherlands 2008
D. solani RNS 05.1.2A Dsl 0512 Potato France 2005
D. solani RNS 07.7.3B Dsl 07-7 Potato France 2007
D. solani RNS 08.23.3.1A Dsl 3337 Potato France 2008
D. solani RNS 10.68.1A Dsl 1068 Potato France 2010
D. solani RNS 12.6.1A Dsl 12-6 Potato Switzerland 2012
D. solani RNS GRC77 Dsl 3296 Potato Israél 2008
D. solani RNS PPL0433 Dsl F8 Potato Finland 2004
D. solani RNS 06/026 Dsl MIE35 Potato Switzerland 2005
D. solani Ds0432.1 Dsl 0432.1 Potato Finland 2004
D. solani MK16 Dsl MK16 River water Scotland -
D. solani 07-1E Dsl O7E Potato France 2007
D. solani 10-06-2A Dsl10062A Potato France 2010
D. solani 10-27-2A Dsl10272A Potato Switzerland 2010
D. solani 10-54-2B Dsl10542B Potato France 2010
D. solani CC2187 Dsl 2187 Potato Ireland -
D. solani CC2276 Dsl 2276 Potato Poland -
D. solani CC3239 Dsl 3239 Potato United Kingdom -
D. solani IPO22227 Dsl IPO2222 Potato Netherlands 2007
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Table 111.82 Sequencing data and mappings on the Dsl 3337 genome

Strain Total reads Mapped reads (%) Unmapped reads(%) mean covrage
Dsl0512 37 334 298 92.34 7.66 700
Dsl07-7 41013 624 99.97 0.03 800
Dsl9019 48 631 564 98.08 1.92 900
Dsl9134 41625 672 99.53 0.47 800
DsI3296 40 769 110 99.45 0.55 800
DsIF8 46 613 616 99.58 0.42 900
Dsl12-6 44 112 694 99.84 0.16 850
Dsl0432.1 23 156 694 99.58 0.42 450
Dsl1068 38 735 222 99.98 0.02 750
DsIMK16 19253 116 99.62 0.38 350
DsIMI35 18 400 330 99.59 0.41 350
Dsl 07E 11 857 158 99.28 0.72 400
Dsl10062A 12 928 577 99.35 0.65 440
Dsl10272B 11 889 376 99.41 0.59 400
Dsl10542B 15 319 899 99.90 0.10 520
Dsl 2187 14 653 859 99.15 0.85 500
Dsl 2276 17 475 360 99.54 0.46 590
Dsl 3239 17 475 360 99.37 0.63 516
Dsl IPO2222 16 403 141 99.90 0.10 543

Table 111.83 Variants distribution on the strains vs. Dsl 3337
Strains Variants count  Variants out CDS  Variants in CDS Non synonymous variants
Dsl0512 37493 5350 32143 7234
Dsl07-7 1454 146 1308 292
DsI9019 3433 331 3102 566
Dsl9134 2815 289 2526 542
DsI3296 85 19 66 18
DsIF8 65 18 47 13
Dsl12-6 63 20 43 12
Dsl0432.1 76 18 58 11
Dsl1068 70 18 52 13
DsIMK16 62 19 43 12
DsIMI35 75 19 56 14
Dsl 07E 49 14 35 6
Dsl10062A 48 14 34 10
Dsl10272B 43 13 30 6
Dsl10542B 45 12 33 8
Dsl 2187 51 16 35 8
Dsl 2276 44 13 31 8
Dsl 3239 52 16 36 10
Dsl IP02222 49 15 34 8
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Table 111.84 Non-synonymous variants: this table shows the unique and the shared variants within
homogenous D. solani strains (MK16, MIE3S5, 0432.1, 12-6, F8, 1068, 3296, 07E, 10062A, 10272B, 10542B, 2187,

2276, 3239, 1PO2222).

Position CDS affected Number of strains
1315848 Aconitate hydratase 2 8
1315885 Aconitate hydratase 2 15
1316262 Aconitate hydratase 2 15
1466994 Putative sensory histidine kinase YfhA 2
1471936 Phosphoribosylformylglycinamidine synthase 1(DsICC2276)
1598278 Putative sugar ABC transport system 2
1704637 RNA polymerase sigma factor RpoS 1(Dsl3296)
2492465 hypothetical protein 7
2492472 hypothetical protein 10
2495908 Exo-poly-alpha-D-galacturonosidase precursor 14
2496505 Exo-poly-alpha-D-galacturonosidase precursor 7
2754775 rRNA small subunit 7-methylguanosine (m7G) 1(DsIMK16)
2930935 VfmB protein 2
3776452 hypothetical protein 1(DsIMIE35)
3797586 putative RTX toxin 1
3802848 putative RTX toxin 7
3803181 putative RTX toxin 7
3803457 putative RTX toxin 8
4215221 Cytochrome d ubiquinol oxidase subunit | 1(DslIPO2222)
4325693 VgrG protein 15
441030 Putative large exoprotein 1(DsICC3239)
441084 Putative large exoprotein 1(DsICC3239)
441285 Putative large exoprotein 1(DsICC3239)
4660124 Malonate decarboxylase alpha subunit 1(DsICC2187)
4889553 Fructose-specific phosphocarrier protein HPr 1(Dsl10542B)
4917738 Methyl-accepting chemotaxis protein | 3
4917893 Methyl-accepting chemotaxis protein | 3
4918002 Methyl-accepting chemotaxis protein | 1(DsICC2276)
521861 Tripeptide aminopeptidase 1(DsIMK16)
952985 Flagellar biosynthesis protein FIiC 1(Dsl3296)
966036 Flagellar motor switch protein FIiN 1(Dsl3296)
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Table 111.85 Other genomes used in this study.

Organisms Accession n°, Code
Dickeya dianthicola NCPPB 4537 CM001841.1 Ddi 4537
Dickeya dianthicola NCPPB 2039 CMO001838.1 Ddi2039
Dickeya dianthicola RNS 04.9 KQ046817.1 Ddi RNS 04.9
Dickeya chrysanthemi NCPPB 516 CM001904.1 Dch 516
Dickeya chrysanthemi NCPPB3533 CM001981.1 Dch 3533
Dickeya zeae NCPPB 3532 CM001858.1 Dz 3532
Dickeya zeae NCPPB2538 CM001977.1 Dz 2538
Dickeya dadantii 3937 CP002038.1 Dda 3937
Dickeya dadantii NCPPB 8987 CM001976.1 Dda898"
Pectobacterium atrosepticucm SCRI1043 BX950851.1 Pa SCRI1043
Pectobacterium carotovorum susbp. carotovorum PC1 CP001657.1 Pcc PC1
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Chapitre IV. Genomic overview of the phytopathogen Pectobacterium wasabiae
strain RNS 08.42.1A suggests horizontal acquisition of quorum-sensing genes

Slimane KHAYI | Thése de doctorat | Université Paris-Saclay - Université Moulay Ismaiil | 92



Pectobacterium wasabiae, initialement isolé a partir de raifort au Japon (Goto and Matsumoto,
1987a), est responsable de la maladie de la jambe noire et de la pourriture molle chez Solanum
tuberosum (pomme de terre). Depuis 2007, le nombre de rapports concernant l'indentification de
P. wasabiae a augmenté. P. wasabiae a été récemment identifié dans plusieurs pays (Baghaee-
Ravari et al., 2011 ; De Boer et al., 2012 ; Ma et al., 2007 ; Moleleki et al., 2013 ; Pitman et al.,
2010 ; Waleron et al., 2013). Les études montrent que cette espéce était présente mais mal
identifiee a cause du manque de marqueurs moléculaires fiables pour le diagnostic et
l'identification. En effet, plusieurs souches de Pectobacterium spp on été reclassifiées en P.
wasabiae, dont des isolats qui datent des années 1960 (Nabhan et al., 2012 ; Nykyri et al., 2012

; Waleron et al., 2013).

P. wasabiae RNS 08.42.1A a été isolé en 2008 a partir d'une plante de pomme de terre (Bintje
CV) exprimant les symptdbmes de jambe noire lors d'une expérience en serre menée sur

Rhizoctonia solani a INRA du Rheu.

Notre intérét portait sur la caractérisation génomique de P. wasabiae RNS 08.42.1A par
séquencage et assemblage de son génome et par utilisation d'approche de génomique
comparative avec d'autre P. wasabiae présents dans NCBI et notamment la souche type P.

wasabiae CFBP 33047.

Notre analyse de génomique comparative a révélé une forte synténie entre P. wasabiae RNS
08.42.1A et les espéces de P. wasabiae isolées a partir de pomme de terre. Les déterminants de
virulence caractérisés dans P. wasabiae SCC3193 (Nykyri et al., 2012) sont conservés dans
toutes les souches P. wasabiae utilisées dans cette étude y compris P. wasabiae RNS 08.42.1A.

Le trait caractéristique des P. wasabiae est I'absence du systeme de sécrétion de type Il

P wasabiae RNS 08.42.1A présentait un complexe protéique Expl-ExpR1 qui a montré une faible
similitude avec ceux identifiés dans les autres souches de P. wasabiae. En effet, il pourrait avoir

été acquis par transfert horizontal a partir d'autres Pectobacterium spp.
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Dans ce travail, j'ai réalisé I'assemblage génomique et les analyses de génomique comparative,
la souche a été isolée et caractérisée par V. Hélias et A. Quétu-Laurent. Y. Raoul des Essarts a
réalisé I'extraction de I'ADN. Le texte a bénéficié des relectures de D. Faure, V. Hélias, M. Moumni
et Y. Dessaux. Les résultats sont présentés sous la forme d'un article publié dans la revue

Genetica (Khayi et al., 2015).
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Chapitre V. Discussion générale et perspectives
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V.1. Discussion générale

Les phytopathogénes constituent un des risques majeurs pour la sécurité alimentaire mondiale.
lls sont capables de réduire de maniére significative les rendements des cultures et d'accroitre
les pertes post-récolte lors des étapes de transport et de stockage. L'émergence de nouveaux
phytopathogénes constitue ainsi une menace pour les cultures d'importance économique comme
le riz, le blé, le mais et la pomme de terre. Le risque d'insécurité alimentaire s'accroit dans le
contexte des changements climatiques que connait la Terre (Strange et Scott, 2005). Cette
émergence peut en outre étre favorisée par le réchauffement climatique qui influence largement
les cultures, ainsi que la fécondité, la dispersion et la distribution des maladies et parasites des
plantes (Schaad, 2008; van der Waals et al., 2013). L'effet des conditions environnementales sur
le développement et l'intensité des maladies illustre parfaitement, en pathologie, les relations

triangulaires qui relient ; environnement, hote et pathogene (Francl, 2001).

D'autres facteurs complexes entourent I'émergence des phytopathogénes, tels que les méthodes
de pratiques culturales et les échanges internationaux des produits issus de l'agriculture
(Anderson et al., 2004; Schaad, 2008). De plus, le développement des agro-écosystémes
contribue également a I'émergence des pathogénes et a la modification de la population de
pathogénes préexistante (Stukenbrock et McDonald, 2008). L'agro-écosystéme constitue un
milieu trés dense propice aux échanges entre les plantes infectées et les plantes saines. Ainsi, la
densité de la population pathogene augmente fortement a la faveur des conditions telles que la
texture du sol, la fertilisation et l'irrigation. Ces conditions sont différentes de celles retrouvées

dans I'écosystéme naturel (Stukenbrock et McDonald, 2008).

L’insuffisance des ressources alimentaires dans les pays a forte croissance démographique et le
colt croissant des céréales sur les marchés internationaux ont accru I'intérét pour la culture de la
pomme de terre comme denrée de premiere nécessité (DeFauw et al., 2012). En effet, les

surfaces de production sont en constante augmentation dans le monde entier avec plus de 19
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millions d'hectares (DeFauw et al., 2012 ; FAOSTAT, 2013). Cette culture est sujette a plus de
160 maladies d'origines diverses dont 10 maladies sont causées par des bactéries (Arora et
Khurana, 2004; M. van der Wolf et H. De Boer, 2007). Les Pectobacterium et Dickeya spp. font
partie des dix pathogénes de plantes les plus importants de point de vue économique et
scientifique (Mansfield et al., 2012), ils sont responsables de dégats importants pour la filiere de
pomme de terre et d’autre cultures en réduisant la qualité ainsi que le rendement lors de la culture

ou au moment du stockage des tubercules (Pérombelon, 2002).

Au cours de cette derniére décennie, plusieurs nouvelles espéces de Pectobacterium et Dickeya
ont été identifiées dans différents pays associées aux maladies de la jambe noire et pourriture
molle sur la pomme de terre. En 2004, Duarte et ces collegues ont identifié une nouvelle espéce
émergente au Brésil P. carotovorum sous-espéce brasiliensis. Récemment une nouvelle espéce
a été identifiée dans plusieurs pays européens, il s'agit de Dickeya solani. Celle-ci a contribué a
l'augmentation de l'incidence des maladies causée par les Dickeya spp. (Toth et al., 2011; van

der Wolf et al., 2014).

Comprendre comment ces phytopathogénes évoluent et s’adaptent pour devenir plus agressifs
ou capables d’infecter de nouveaux hétes constitue un enjeu majeur en agriculture. Ainsi,
I'émergence de l'ére de la génomique a ouvert le champ a lidentification rapide des
phytopathogénes émergents ainsi qu'a la compréhension des meécanismes qui président leur
émergence (Thynne et al., 2015). D'aprés Stukenbrock et McDonald (2008) I'émergence de
nouveaux pathogénes est susceptible de se faire via 4 principaux scénarios ; la domestication des
espéces végétales avec leurs pathogénes, les changements d'hétes, le transfert horizontal de

génes (THG) et les hybridations génétiques.

Ce travail de doctorat contribue a la compréhension de la structure et de I'évolution génétique des
deux pathogénes D. solani et P. wasabiae par approches de séquengage et génomique

comparée. Dans le cas de D. solani, aucun génome complet et de bonne qualité n'était disponible
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dans les bases de données publiques. C'est ainsi que le séquengage et I'assemblage du génome
de D. solani 3337 que nous avons réalisé, constitue une étape importante dans I'étude de cette
espéce emergente (chapitre Il). La majorité des projets d'assemblage partiel de D. solani ont
utilisé le séquencage 454 (NCBI). Dans le cas de la souche D. solani 3337, le séquencage a été
réalisé en combinant deux technologies : PacBio et lllumina. Ainsi, nous avons pu faire un double
contrble de la séquence génomique et éliminer les erreurs de séquencage liées aux
homopolyméres (Loman et al., 2012). Ces erreurs qui surviennent au niveau des régions
d'homopolymeres peuvent biaiser I'analyse du polymorphisme nucléotidique entre les souches de
D. solani et générer de faux SNPs/InDels (Chapitre Ill). La séquence compléte de D. solani 3337
a été assemblée sous forme d'un seul chromosome sans éléments extrachromosomiques.
L'ensemble des séquences codantes et des génes ribosomaux ont été identifiées et

caractérisées.

La séquence génomique de D. solani 3337 a été ensuite utilisée comme référence dans la
recherche des SNPs/InDels et les analyses de génomique comparative par rapport a 19 souches
de D. solani (Chapitre Ill). Ce travail est la premiere étude de génomique des populations chez
Dickeya et Pectobacterium spp. Ces analyses ont débouché sur I'acquisition d'une nouvelle vision
de la diversité et I'évolution génomique de D. solani. Le transfert horizontal de génes (THG) par
remplacement a été identifié chez plusieurs souches ou des régions génomiques ont été
complétement remplacées par leurs homologues provenant de D. solani (Intra-espéce) et de D.
dianthicola (inter-espéce). Ces événements de THG inter et intra-espéces constituent une source
de diversification de I'espéce, chose qui a été omise dans les études précédentes basées sur la
séquence de quelques génes. Les isolats qui ont été identifiés dans les différents pays européens
étaient génétiquement homogénes et les isolements ont été effectués sur des échantillons de
semences provenant de l'importation et aussi de pomme de terre de consommation ou de plants

produit localement, ce qui renfonce I'hypothése de dissémination via les semences et le caractére
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clonal du pathogeéne (Laurila et al., 2008; Stawiak et al., 2009; Van Vaerenbergh et al., 2012; van
der Wolf et al., 2014). En revanche, notre analyse a révelé I'existence d'un sous-groupe au sein
de D. solani. Les analyses génomiques réalisées sur les souches de D. solani (disponibles sur
NCBI) ont montré que ce groupe était représenté jusqu'alors par la seule souche D. solani 0512.
De plus, le THG par remplacement intra-espéce identifi¢ chez D. solani 07-7 constitue une
deuxiéme évidence qui renforce notre hypothése sur l'existence d'un sous-groupe de D. solani

0512-like.

La souche D. solani MK16 a été isolée a partir des eaux d’une riviere alors qu’elle présente une
forte similarité génétique comparée aux autres D. solani isolées sur pomme de terre. Egalement,
elle a montré une forte agressivité sur tubercules de pomme de terre ce qui met I'accent sur les
risques lieées aux contaminations et dissémination des pathogénes par les eaux d’irrigation des

cultures.

Les fragments d'ADN échangés entre D. solani et D. dianthicola pourraient ainsi avoir un effet sur
le comportement de ces pathogénes vis a vis de leurs plantes hotes et suggérent une co-infection
de la méme plante hote ainsi qu'une cohabitation des deux pathogénes dans la méme niche
écologique. Par contre, les analyses fonctionnelles n'ont pas montré de lien entre ces événements
de THG et la variabilité d'agressivité de D. solani observée sur tubercules de pomme de terre.
Généralement le THG affecte les llots de pathogénicité (PAls : pathogenicity islands) qui
comprennent des clusters de génes liés a la virulence (Hacker et Kaper, 2000; Juhas et al., 2009),
alors que dans notre étude, les régions RGT (Replacing horizontal gene transfer) comprenaient
des génes impliqués dans le métabolisme bactérien général, des génes de ménage et des génes
qui codent pour des transporteurs membranaires qui semblaient jouer un réle lié plus a
I'adaptation écologique qu'aux processus de virulence du pathogéne. Ces génes sont en outre
trés conservés au sein de l'espéce. lIs sont liés a des fonctions qui pourraient étre importantes

pour la survie et I'adaptation des bactéries, ce qui favoriserait leur transfert horizontal au sein de
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I'espéce ou entre des espéces phylogénétiquement proches telles que D. solani et D. dianthicola.
Jain et al. (1999) ont rapporté que le THG entre bactéries affecte plus les génes dits operationel
genes que les génes dits informational genes tels que les génes impliqués dans la transcription

et la traduction.

En plus, du THG par remplacement, les analyses des lectures non mappées a la référence D.
solani 3337, ont révélé que la souche D. solani 9019 a acquis un plasmide de 43 kpb par TGH
additif (Choi et al., 2012). Ce plasmide a été identifié chez Burkholderia ambifaria AMMD qui est
une souche utilisée dans la lutte biologique contre les espéces pathogenes de Pythium (Coenye
et al., 2001 ; Winsor et al., 2008). La stabilité de ce plasmide a été vérifiee par PCR sur colonie
de D. solani 9019. Il comprend plusieurs génes qui codent pour la machinerie assurant son
maintien et son transfert. Ces génes sont retrouvés chez les plasmides de la classe
d'incompatibilité Inc-P (Adamczyk et Jagura-Burdzy, 2003 ; Jain et Srivastava, 2013). Les
plasmides a large spectre d'hétes (BHR : Broad-Host-Range) sont impliqués dans le transfert de
genes de virulence et de résistance aux antibiotiques (Jain et Srivastava, 2013) et ils sont

largement retrouvés et transférés chez les bactéries a Gram négatif (Hayes, 2001).

Par ailleurs, Philippe et Douady (2003) ont souligné I'importance du THG dans la reconstruction
phylogénétique des micro-organismes. Ainsi, les analyses des régions RGT ont mis en évidence
des échanges entre D. solani et D. dianthicola de génes utilisés dans la taxinomie, ce qui pourrait
conduire a des assignations taxinomiques erronées de ces espéces. L'utilisation de plusieurs
marqueurs moléculaires lors des processus de diagnostic et d'identification taxinomique de ces
phytopathogénes s'avére donc d'une grande importance que ce soit sur le plan de lutte contre ces

pathogénes ou pour limiter leur propagation via les semences.

Jusqu'a présent les mécanismes moléculaires qui sont a l'origine de I'adaptation de D. solani a
I'néte S. tuberosum, n'ont pas encore été déchiffrés. Par ailleurs, I'optimum élevé de température

de croissance (35-37°C) (Janse et Ruissen, 1988) de cette espéce et le fait qu'elle soit trés
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virulente dans les régions tempérées telles qu'en Afrique du nord (Egypte), Australie et dans
certaines régions du Pérou (Tsror et al., 2009), pourraient s'expliquer par une adaptation du
pathogéne aux changements climatiques (Hélias, 2008). Dans ce sens, I'émergence de plusieurs
espéces a été associée au réchauffement climatique telle qu'Acidovorax avenae sous-espéce
avenae, responsable des rayures bactériennes du riz qui a émergé en Italie en 2003, pendant les

périodes de températures élevés (Cortesi et al., 2005).

Le séquencage et l'assemblage du génome de P. wasabiae RNS 08.42.1A ont permis la
caractérisation génomique de cette souche en décrivant les facteurs de virulence, les systémes
de sécrétion ainsi que les clusters souche-spécifiques par comparaison a d'autres P. wasabiae

disponibles sur NCBI (Chapitre 1V).

P. wasabiae a été isolé en premier sur le raifort (Goto et Matsumoto, 1987), puis il a été retrouvé
comme pathogéne sur pomme de terre en Amérique du nord (Ma et al., 2007; De Boer et al.,
2012), en Nouvelle Zélande (Pitman et al., 2010), en Europe (Finlande et Pologne) (Nykyri et al.,
2012) et en France (Chapitre IV). Dans ce travail, I'analyse du génome de P. wasabiae a montré
une forte synténie entre toutes les souches de P. wasabiae isolées a partir de la pomme de terre
et qui provenaient de différentes régions. Ce résultat est en concordance avec la structure de
I'arbre phylogénétique (MLSA) qui regroupe les souches de pomme de terre dans un clade séparé
de la souche type P. wasabiae CFBP 33447 isolé du raifort. L'hypothése émise pour expliquer la
structure phylogénétique de cette espéce réside dans l'existence d'un groupe, associé a la
maladie sur pomme de terre, qui a évolué au cours du temps par acquisition de plusieurs
caractéristiques génétiques lui permettant de s'adapter a sa nouvelle niche écologique. L'analyse
des séquences genomiques, des 5 souches de P. wasabiae étudiées, a montré que les isolats
provenant de I'héte pomme de terre partagent des caractéristiques génétiques que l'on ne
retrouve pas chez la souche type P. wasabiae CFBP3344" provenant du raifort, tels que les génes

impliqués dans le métabolisme des sucres maltose, maltodextrine et I'utilisation de I'histidine et
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galactosamine. En se basant sur cette étude et celles de Nykyri et al. (2012) et Waleron et al.
(2013), les analyses phylogénétiques ont mis en évidence la séparation entre les deux groupes
de P. wasabiae. De plus les ANI (Average nucleotide identity) calculées entre la souche type et
les autres souches indiquent des valeurs inférieures a 95% ce qui représente le seuil pour définir
I'espéce bactérienne proposé par Goris et al. (2007). En effet, les souches associées a la maladie
de la jambe noire et la pourriture molle sur pomme de terre pourraient constituer une sous-espéece

de P. wasabiae.

Toutefois, d'apres les travaux qui ont été faits sur P wasabiae (Pitman et al., 2010; Nabhan et al.,
2012; Nykyri et al., 2012; Moleleki et al., 2013), il n'est pas évident d'admettre que P. wasabiae
constitue une nouvelle espece qui a émergé sur pomme de terre en étendant son spectre d'héte.
En effet, cette espéce pourrait étre présente comme pathogéne de pomme de terre depuis
longtemps alors que les moyens de caractérisation phénotypique, biochimique et génétique ne
pouvaient pas l'identifier. Dans ce sens, plusieurs Pectobacterium ont été reclassifiés en P.

wasabiae (Pitman et al., 2010 ; Nykyri et al., 2012)

V.2. Perspectives

A lissue de ce travail de thése, plusieurs perspectives se dégagent quant a la diversification des
espéces de Dickeya solani et Pectobacterium wasabiae. Par approche transcriptomique, il serait
intéressant d'étudier la variation de I'expression génique au niveau des régions génomiques
concernées par le THG entre D. solani et D. dianthicola en comparant les souches qui ont eu du
THG en condition de macération sur tubercules de pomme de terre et en prenant la souche D.
solani 3337 ou IP0O2222" qui n'ont pas de THG comme référence. Par ailleurs, sachant que les
essais d'agressivité ont été effectués sur tubercules, il serait important de réaliser des essais de
virulence sur plante entiére qui permettraient de relier des traits fonctionnels a la variabilité

génétique au sein des souches de D. solani.
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A notre connaissance, jusqu'a présent aucun plasmide n'a été identifié chez les espéces de
Dickeya. La souche D. solani 9019 est la seule Dickeya possédant un plasmide d'environ 43 kpb
qui a par ailleurs été identifié chez plusieurs espéces de Burkholderia. Il serait opportun d'étudier
la permissivité des espéces de Dickeya a 'acquisition de ce plasmide ainsi que sa stabilité dans
les bactéries receveuses. Les plasmides pourraient conférer des traits phénotypiques
intéressants a leurs cellules hotes. Dans cette optique, le réle du plasmide pourrait étre déterming,
notamment son implication dans la virulence ou la colonisation de D. solani 9019 sur S.
tuberosum. Pour cela, il serait envisageable d'évaluer I'agressivité de la souche D. solani 9019
dépourvue de plasmide comparée au phénotype de la souche sauvage sur tubercule et sur plante

entiere.

Dans cette étude nous avons caractérisé une souche de D. solani 0512 qui est divergente des
autres D. solani. Sur l'arbre MLSA, cette souche se situe dans une branche séparée des autres
D. solani y compris la souche type D. solani IPO22227 (fig 111.1). Elle pourrait par conséquent étre
la représentante d'un sous-groupe au sein de l'espéce D. solani. Il serait intéressant de faire un
échantillonnage plus large associé a des analyses taxinomiques plus profondes pour vérifier

I'existence et la répartition de ce sous-groupe de D. solani.

Concernant P. wasabiae, les analyses phylogénétiques présentées dans ce travail et notamment
celles des études précédentes, ont révélé une séparation entre les isolats de S. tuberosum et la
souche type isolée du raifort. Il serait envisageable de faire un échantillonnage plus large afin
d'obtenir des isolats d'autres plantes hétes que la pomme de terre pour ensuite procéder a une

caractérisation taxinomique plus poussée par une approche de génomique comparée.

Au terme de cette thése, nous avons apporté de nouveaux €léments quant a la diversité génétique
de D. solani et P. wasabiae, grace aux outils de séquengage a haut débit et de génomique
comparative, qui sont de plus en plus incontournables pour I'analyse structurelle et fonctionnelle

des génomes bactériens. A travers ce travail, se dessine une méthodologie qui pourrait étre utile
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pour ['évaluation systématique de la diversité et de I'évolution génétique des espéces
bactériennes émergentes associées aux plantes ou aux animaux. A partir d'une collection d'isolats
bactériens (de régions géographiques différentes) de l'espéce étudiée, le séquencage des
genomes permettrait une analyse de la diversité génétique par la recherche de SNPs/InDels et
de THGs. Cette méthodologie nous permettrait d'acquérir des connaissances importantes quant

a la diversité et I'évolution des pathogénes ainsi que des outils moléculaires de diagnostic.
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acteria belonging to the Dickeya genus cause soft rot disease

on a wide range of plants (1, 2), particularly on ornamentals
(Dianthus, Dahlia, Kalanchoe, Pelargonium, Chrysanthemum,
Parthenium, Dieffenbachiae, and §i ntpaulia) and crops (chicory,
banana, sunflower, rice, artichoke, pineapple, tomato, banana,
maize, and potato). Infection is characterized by the maceration of
plant tissues due to degradation of pectin, the major component
of primary cell walls in plants (3). The resulting symptoms on
potato stems are named blackleg and soft rot on tubers. On this
plant host, disease symptoms caused by Dickeya spp. are similar to
those caused by Pectobacterium atrosepticum. Three main Dickeya
species, D. dadantii, D. zeae and D. dianthicola, were previously
described on potato. A new taxon, tentatively named D. solani, has
been recently identified largely in Europe and beyond (4). The
D. solani strain RNS 08.23.3.1A (PRI3337) was isolated from po-
tatoes in France in 2008 (5).

Here we report the de novo genome assembly of D. solani strain
RNS 08.23.3.1A using Illumina HiSeq 2000 v3 technology. Two
libraries were constructed using the TruSeq SBS v3 sequencing kit,
a shotgun (SG) paired-end library with a fragment size of 150 to
500 bp and a long-jumping-distance (LJD) mate-pair library with
an insert size of 6,000 bp. The two libraries were sequenced using
the 2X100-bp paired-end read module by Eurofins Genomics
(France). Assembly of the sequences was carried out by use of the
software CLC Genomics Workbench (v5.1) from CLC bio. Se-
quence reads with low-quality (limit 0.05), ambiguous nucleo-
tides (n = 2) and sequence lengths of <30 nucleotides were
dropped for assembly. In total, 5,682,625 mate-pair and
52,496,166 paired-end reads were obtained, corresponding to
419,377,725 and 4,903,141,904 bases, respectively. The average
length was 73.8 bp for the mate-pair reads and 93.4 bp for the
paired-end reads. The de novo assembly (length fraction, 0.5; sim-
ilarity, 0.8) generated 42 contigs (>2,000 bp) with an average
coverage of 1,075-fold. The average length of the contigs was
121,605 bp, and the largest contig was 483,425 bp, with an N,
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contig size 0f 299,659 bp. Scaffolding of the contigs was processed
using SSPACE basic v2.0 (6). Two scaffolds with gaps from 367 bp
to 4,771 bp in size were obtained. For finishing, the gaps were
closed by the mapping of mate pairs using as reference the 5 kbp
from each of the contig ends (read length, 0.9; identity, 0.95).
Then, using homemade script and fastgselect.tcl from the MIRA3
package, the mapped reads for both orientations (R1 and R2) were
retrieved and de novo assembled (read length, 0.5; identity, 0.8).
The remaining gaps were resolved by Sanger sequencing of PCR
amplicons.

The assembled genome of D. solani strain RNS 08.23.3.1A is
composed of one circular chromosome, containing 4,923,734 bp.
The G+C content was 56.11%. Gene prediction using the RAST
(Rapid Annotation using Subsystem Technology) v4.0 automated
pipeline (7) revealed the presence of 4,337 open reading frames.

Nucleotide sequence accession numbers. This whole-genome
shotgun project has been deposited at DDBJ/EMBL/GenBank un-
der the accession number AMYI00000000. The version described
in this paper is version AMYI01000000.
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Abstract

Background: Dickeya solani is an emerging pathogen that causes soft rot and blackleg diseases in several crops
including Solanum tuberosum, but little is known about its genomic diversity and evolution.

Results: We combined lllumina and PacBio technologies to complete the genome sequence of D. solani strain 3337
that was used as a reference to compare with 19 other genomes (including that of the type strain IP02222") which
were generated by lllumina technology. This population genomic analysis highlighted an unexpected variability among
D. solani isolates since it led to the characterization of two distinct sub-groups within the D. solani species. This approach
also revealed different types of variations such as scattered SNP/InDel variations as well as replacing and additive
horizontal gene transfers (HGT). Infra-species (between the two D. solani sub-groups) and inter-species (between
D. solani and D. dianthicola) replacing HGTs were observed. Finally, this work pointed that genetic and functional
variation in the motility trait could contribute to aggressiveness variability in D. solani.

Conclusions: This work revealed that D. solani genomic variability may be caused by SNPs/InDels as well as replacing
and additive HGT events, including plasmid acquisition; hence the D. solani genomes are more dynamic than that were
previously proposed. This work alerts on precautions in molecular diagnosis of this emerging pathogen.

Keywords: Dickeya, Soft rot, Potato, Population genomics, Horizontal gene transfer

Background
Pectinolytic bacteria belonging to the Dickeya and Pecto-
bacterium genera are pathogens that cause soft rot and
blackleg diseases in a wide range of plants and crops in-
cluding Solanum tuberosum [1, 2]. These phytopathogens
produce plant cell-wall degrading enzymes that are able to
macerate the tuber and stem tissues, thus provoking the
disease symptoms [3]. Since 2000s, the emerging D. solani
species has been proposed as a contributor to the increased
incidence of blackleg and soft rot diseases on potato crop
in Europe and the Mediterranean basin [4]. The D. solani
species has been officially described recently [5].

Little is known about the ecological and genetic traits
that may support the relative success of D. solani in
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invading potato fields [6, 7]. D. solani can initiate disease
from a low inoculum level in warm climates and was de-
scribed in some studies to spread more easily through
vascular tissues than other Dickeya species [4, 8]. Be-
sides classical intergenic spacers 16S-23S rDNA [9],
several molecular studies have proposed different marker
genes for the identification of D. solani strains collected
from potato and ornamental plants, such as dnaX [10],
recA [11] and fliC [12]. At whole genome level, genomic
and metabolic comparisons of two D. solani strains
Ds0432-1 (isolated in Finland) and 3337 (isolated in
France) vs. D. dadantii 3937 indicated a conserved synteny
between the two species, but also the presence of distinct-
ive traits [13, 14]. D. solani and D. dadantii diverged in
their battery of non-ribosomal peptide/polyketide synthase
clusters, T5SS/T6SS-related toxin-antitoxin systems and
several metabolic abilities. Some of these traits would con-
tribute to the successful invasion of this pathogen [13, 14].

© 2015 Khayi et al. Open Access This article is distributed under the terms of the Creative Commons Attribution 4.0
International License (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided you give appropriate credit to the original author(s) and the source, provide a link to

the Creative Commons license, and indicate if changes were made. The Creative Commons Public Domain Dedication waiver
(http://creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available in this article, unless otherwise stated.
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More recently, a reverse genetic approach revealed that the
virulence master regulators are quite the same in D. solani
and D. dadantii [7].

The analysis of population genome structure and dynam-
ics, including additive or replacing horizontal gene transfer
(HGT) may bring valuable clues on the mechanisms of
emergence of D. solani. While additive HGT allows the ac-
quisition of novel genes by a population [15-20], replacing
HGT provokes the replacement of an allele by another
from close relatives [21]. HGT events inform about the
genome diversification and adaptation processes, but also
on the companion populations that the pathogens met
during the emergence and dissemination steps. Replacing
HGT is also of a major stake in pathogen diagnostic, as it
may provoke false identification when the alleles ex-
changed by replacing HGT are used as molecular taxo-
nomic markers.

Here, we analyzed the whole genome polymorphism of
20 D. solani isolates, including the type strain IPO2222",
collected from different geographic locations, dates of iso-
lation and plant hosts. We combined Illumina and PacBio
technologies to complete the 3337 D. solani strain genome
that we used as a reference in the comparative genomics.
While most strains belonged to a core-population that ex-
hibited less than one hundred variant positions between
two given genomes, some other genomes revealed massive
replacing HGT from the companion pathogen D. dianthi-
cola and a plasmid acquisition from Burkholderia ambi-
faria. Moreover, we were able to correlate SNPs in
virulence genes with a decrease in aggressiveness,
highlighting the power of genomics as a tool to reveal
functional variability in D. solani population. To our
knowledge this is the first study that reports whole gen-
ome analysis of a D. solani population and describes its
diversity.

Results

Complete genome of the D. solani 3337

The D. solani 3337 genome was previously sequenced
by Illumina technology using two libraries (mate-pair
and paired-end) and de novo assembled in a high quality
draft genome deposited at NCBI [22]. In this work, the
3337 D. solani genome was re-sequenced using PacBio
technology. The PacBio sequencing generated six con-
tigs (2 473 62 pb, 1 512 701 bp, 894 591 bp, 49 337 bp,
10 627 bp, and 4 290 bp) with an average 150 fold
coverage. The published Illumina-scaffolding was con-
firmed and the remaining gaps were filled using the Pac-
Bio contigs. Hence, combining the Illumina and PacBio
sets of sequences, we obtained a complete sequence of
the unique circular chromosome (4 922 460 bp). The
RAST annotation generated 4 536 CDS and 97 RNAs.
The D. solani 3337 complete genome was used as a ref-
erence for comparative genomics.
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Positioning the sequenced D. solani strains within the
Dickeya genus

In addition to D. solani 3337, 19 D. solani strains including
the type strain IP02222" were collected at different years
and geographical locations (Additional file 1: Table S1) and
their genomes sequenced by Illumina technology. All these
draft and complete genomes were used in multi-locus
sequence analysis (MLSA) and average nucleotide identity
(ANI) calculation. For MLSA, the eleven concatenated
rpoD, gyrB, recA, rpoS, dnaX, dnaA, gapA, fusA, rplB,
purA, gyrA housekeeping genes (17 298 bp) were aligned
to construct a relation-tree using Neighbor-Joining
method, the evolutionary distances were computed
using the Maximum Composite Likelihood method
[23]. All the D. solani (Dsl) isolates were grouped in a
same cluster that was separated from the other pectino-
lytic enterobacteria (Fig. 1). Noticeably, the strain Dsl
0512 was the unique strain that was consistently distant
from the other D. solani strains. As previously reported
[5], within the genus Dickeya the most related species
to D. solani were D. dadantii and D. dianthicola. ANI
values which were calculated using the strain Dsl 3337
as a reference were in accordance with the MLSA clus-
tering. All the D. solani strains exhibited an ANI value
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Fig. 1 MLSA and ANlIs of D. solani strains. In MLSA the sequences of the
genes (rpoD, gyrB, recA, rpoS, dnaX, dnaA, gapA, fusA, rplB, purA, gyrA)
were aligned with ClustalW, and a Neighbour-joining tree was created
by Bootstrap method with 1000 bootstrap replications. ANI values were
calculated using Dsl 3337 as a reference
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equal to or above 99.9 %, but that of Dsl 0512 was below
99 %. Among strains of the closest species, D. dadantii
and D. dianthicola ANI values dropped to 94 % and
92 %, respectively.

Overview of the SNP and InDel variations in D. solani
genomes

[lumina reads of the D. solani strains were mapped on
the complete genome sequence of Dsl 3337. The per-
centage of mapped reads was above 99 % for all strains
with the exception of Dsl 9019 (98.08 %) and 0512
(92.34 %) (Additional file 1: Table S2). The mapping vs.
Dsl 3337, which reached a high mean coverage value
(between 400 and 900), allowed us to identify variations
(SNPs and InDels) in each of the genomes (Additional
file 1: Table S3). According to the number of variations,
the D. solani strains could be clustered into three
groups. The first group, which we thereafter term as
the core-population, encompassed most of the strains
(including IPO2222" and the reference Dsl 3337) with a
variation number ranging from 43 to 85. In the second
group were the strains Dsl 07-7, 9019 and 9134 with a
variation number between 1454 and 3433. The third
group consisted in the only strain Dsl 0512 with a very
high variation number that reached 37493. RAST anno-
tation of the strain Dsl 3337 was used to position the
variations in or out coding DNA sequences (CDSs), as
well as to identify non-synonymous variations in CDSs
(Additional file 1: Table S3). Non-synonymous varia-
tions ranged between 14 and 21 % of the total number
of variations, hence only 6 to 18 non-synonymous vari-
ations were identified in strains of the D. solani core-
population (Additional file 1: Table S3).

Heterogeneous distribution of the SNP and InDel variations

in D. solani genes

We refined our analysis by calculating the number of genes
(CDSs) that were affected by SNPs and InDels as well as
non-synonymous variations (Fig. 2a-b). In the core-
population, 9 to 17 genes exhibited variations and about
one half of them (4 to 10) harbored non-synonymous vari-
ations. In Dsl 07-7, 9019 and 9134, 56 to 144 genes were
affected; and among them, 46 to 81 contained non-
synonymous variations. In Dsl 0512, 2760 genes, hence half
of the genome showed variations. To compare variation
abundance in genes, a mean value of the number of all var-
iations (synonymous and non-synonymous) per affected
gene was calculated (Fig. 2c). In the core-population,
this value ranged from 2 to 5. In Dsl 0512 and 07-7, it
was similar (11 and 9, respectively) while the highest
value was observed in Dsl 9134 and 9019 (45 and 42,
respectively). Overall, these analyses revealed that Dsl
0512, 07-7, 9134 and 9019 harbored genes with differ-
ent numbers of variations as compared to those in the
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core-population, suggesting putative HGTs from dis-
tinct sources.

Finally, all these different variations were positioned
along the Dsl chromosome (Fig. 3). In the core-
population, the rare variations appeared to be scattered
with a mean distribution of 0.015 variations per kbp
(when all SNPs and InDels were counted) and 0.012
variations per gene (when only SNPs and InDels in
CDSs were counted). In Dsl 9134, 9019 and 07-7, most
of the variations affected several tens of genes that are
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clustered in distinct regions, while only a few variations re-
main scattered. In Dsl 0512, variations exhibited a genome
wide distribution. In the next part of the work, the three
types of SNP/InDel distribution (scattered, clustered and
wide genome distribution) have been analyzed in details.

The mosaic genome of D. solani 0512 might define a novel
D. solani sub-group

Dsl 0512 differed from the other D. solani by the high
number and wide distribution of variations (Additional
file 1: Table S3, Figs. 2 and 3), a unique phylogenetic
position in MLSA (Fig. 1), and a high percentage (7.66 %)
of unmapped reads against Dsl 3337 genome (Additional
file 1: Table S2). Unmapped reads were used for a de novo
assembly which generated six contigs with a size ranging
from 13 248 bp to 36 630 bp. All these six contigs were
absent from the other D. solani strains. Using MAUVE
[24], these six sequences were positioned on the draft gen-
ome of Dsl 0512 that was constructed using the strain Dsl
3337 as a reference (Additional file 2: Figure S1). RAST
annotation indicated that most of the genes belonging to
these 6 contigs coded for phage elements and hypothetical

or unknown proteins, with the exception of some genes
coding for two putative ABC transporters, two putative
virulence factors and one methyl-accepting chemotaxis
protein, all being carried by the contigd. The similarity
scores were too weak to assign a more precise function
and phylogenetic origin to these putative genes/proteins.

Another characteristic of Dsl 0512 was a high number
of genes (half of the genome) that exhibited variations.
These genes were distributed along the genome without
any clustering in specific regions. Constructed phylogen-
etic trees revealed that the analyzed genes exhibiting a nu-
cleotide identity below 98 % (compared to Dsl 3337 genes)
did not belong to the core population gene cluster (Fig. 4,
Additional file 3: Figure S2, Additional file 4: Figure S3,
Additional file 5: Figure S4, Additional file 6: Figure S5).
All these features supported the existence of a novel D.
solani sub-group. The strain Dsl 0512 could be proposed
as the eponym of the D. solani 0512 sub-group.

Infra-species replacing HGT in Dsl 07-7
The 144 variant genes of Dsl 07-7 showed a non-uniform
distribution along the chromosome, since most of them
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were clustered in 18 separate regions. One of these re-
gions, which is presented in Fig. 5, contained four
genes: oppB, oppF, an ABC transporter gene and amN.
These genes contained in total 47 variations leading to

a decrease of their nucleotide identity as compared to
the corresponding genes in the Dsl 3337 genome.
Moreover, the phylogenetic analysis of the protein se-
quence coded by the oppB and oppF genes, which were
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the most affected by variations, revealed a replacing
HGT from a strain belonging to the D. solani 0512 sub-
group. The 17 other regions exhibited a similar gene
organization and a phylogenetic clustering with Dsl
0512 genes. Hence, all these 18 regions were called as
RGT (replacing HGT) regions. They were numbered ac-
cording to their successive position along the chromo-
some with the strain name in subscript position:
RGT1gy.7, RGT2¢y;.7, RGT3¢;.7 ... (Fig. 3). This analysis
suggested that Dsl 07-7 acquired a dozen of gene frag-
ments during massive replacing HGT(s) from strain(s)
belonging to the Dsl 0512 sub-group. Hence, Dsl 07-7
exemplified the occurrence of an infra-specific gene
exchange among the D. solani population, and also
supported the possible co-existence of strains of the D.
solani 0512 sub-group with those of the core-
population.

Inter-species replacing HGT in D. solani strains 9134 and
92019

In Dsl 9134, 39 among the 56 genes with variations
were clustered in 6 RGT regions, the other genes with
variations being scattered along the chromosome. In
Dsl 9019, 63 among the 73 genes with variations were
clustered in 12 RGT regions. In both strains, the RGT
regions were named according to the same nomencla-
ture as in Dsl 07-7 (Fig. 3).

The RGT4g;3,4 illustrated the typical organization of
these RGTs in Dsl 9134 (Fig. 6). RGT49;34 (4860 bp)
exhibited 229 positions of variations that were distrib-
uted in three genes: norF, norR, and fumA. These genes
were related to the nitric oxide metabolism. Because of
the high number of variations, the gene identity with D.
solani strain 3337 decreased in RGT4g;34, especially in
the norR gene that was located in the central part of
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the RGT region. Protein phylogeny revealed that the
three proteins encoded by the RGT49;3, genes did not
branch with their D. solani counterparts but were most
closely related to those of D. dianthicola. The variation
positions suggested that replacing HGT occurred in the
middle of the genes norF and fumA, and hence gener-
ated proteins with an intermediate position between the
D. solani and D. dianthicola proteins in the phylogen-
etic trees. A second example of inter-species replacing
HGT is given with the RGT79019 (6248 bp) of Dsl 9019,
which contained five genes dnaJ, dnaK, yaaH, a MFS
transporter gene and mogA (Fig. 7). This example
highlighted that replacing HGT might also affect genes
such as dnaK and dnaJ which are used for MLSA and
taxonomic identification [25]. In RGT7¢9, 269 variants
were detected. Discrepancies within DnaJ, DnaK and
MogA phylogenies suggested the occurrence of a replacing
HGT from D. dianthicola. In all the other RGTs of Dsl
9134 and 9019, a phylogeny approach (Additional file 5:

Figure S4, Additional file 6: Figure S5) also supported the
occurrence of a replacing HGT using D. dianthicola popu-
lation as the unique source.

Plasmid acquisition in D. solani strain 9019 from
Burkholderia

In addition to replacing HGT, an additive HGT event
that consisted in a plasmid acquisition occurred in Dsl
9019. The Dsl 9019 unmapped reads, which represented
1.9 % of the total read number (Additional file 1: Table
S2), allowed the generation of a single contig (43
564 bp) by de novo assembly. This plasmid exhibited a
complete identity (100 %) with a plasmid of Bulkholderia
ambifaria AMMD (CP000443.1). The stable replication
of this plasmid in Dsl 9019 was verified in sub-cultures
using plasmid-specific primers (pF1l: cagcgaagagcaagac
aa, pR1: tcatggaagcgatctcgg and pF2: ttaccggacgccga
gctgtggegt, pR2 :caggaagatgtcgttatcgegagt).



Khayi et al. BMC Genomics (2015) 16:788

Page 8 of 13

RGT7 Dsl 9019 vs. Dsl 3337

nhaA dnaJ dnak YaaH protein MFS transporter mogA hypothetical protein
6000 EDJ
{—=i ; —
Gene map
100
Nucleotide 00
identity (%)
80

R 00O [t

Variants position

<€

Replaced DNA

Dsl 3337 Dsl 0432.1 | Dsl 3337
Dsl MIE35 Dsl IPO 2222T Dsl 12-6
Dsl 9134 Dsl MI35 Dsl 3296
Dsl 0432.1 Dsl MK16 Dsl 1068
Dsl 3296 76| Ds! 07-7 g3 DSl F8
57| Dsl IPO 22227 Dsl 9134 7| Dsl 9134
Dsl1068 Dsl| F8 Dsl 07-7
Dda 8987 Dsl 1068 Dsl MK16
78|Dsl 12-6 48 || Dsl 3296 72 | Dsl MIE35
~| Dsl MK 16 Dsl 3337 Dsl 0432.1
51| |DsIF8 Dsl 12-6 Dsl IPO 22227
r [Dsl 07-7 Dda 898T 80 | Dsl 0512
57| | —Dda 3937 asDda 3937 62 | Dda 8987
Dsl 0512 Dsl 0512 76 Dda 3937
Dsl 9019 Ddi RNS 04.9 85 Dsl 9019
100 ?QL{ Ddi RNS 04.9 1Dsl 9019 Ddi RNS 04.9
/ 75' Ddi 4537 91 Ddi 4537 89' Ddi 4537
96, Dch 3533 Dz 2538 Dz 3532
Dch 516 95 ' Dz 3532 9g Dz 2538
57| Dz 2538 {Dch 516 Dch 3533
g2' Dz 3532 99! Dch 3533 g0 Dch 516
— Pcc PC1 | — Pec PC1 Pec PC1
Pa SCRI1043 100" Pa SCRI1043 100 Pa SCRI1043
001 0.005 0.01
DnaJ DnakK MogA

encoded proteins
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identity decreases and the variant number increase at the position of DNA acquisition, hence affecting the phylogenetic relationship of the

In D. solani 3296, variations in flagellar genes correlated
motility and virulence decrease

All the non-synonymous variations of the core-population
were listed in Additional file 1: Table S4. Remarkably, two
unique non-synonymous variations that affected the fliC
and fliN flagellar genes were present in Dsl 3296. The sub-
stitution C to T at the position 952985 lead to conversion
of Ala207 to Thr in FliC, while deletion of the GTC codon
starting at the position 966 038 provoke the loss of the
Val112 in FliN. The nucleotide variations were verified by
Sanger sequencing. These two variations were unique
among the sequenced D. solani strains, as well as the
known Dickeya genomes (Additional file 7: Figure S6).
These genes retained our attention as fIi genes are required
for aggressiveness in Dickeya and in other Enterobaceteria-
ceace [26—29]. We hypothesized that Dsl 3296 could be
impaired in motility, hence also exhibited a reduced ag-
gressiveness on potato host plants. We compared motility

and virulence of all the 20 Dsl analyzed in this study (Fig. 8).
All strains except Dsl 3296 were motile. Moreover, a weak
aggressiveness of the strain 3296 was observed in virulence
assay on potato tuber, hence correlating genomic variants
in fli genes with motility and virulence deficiency. As a
consequence, even if SNP/InDel variations are scarce,
some of them may affect virulence functions in Dsl strains.

Discussion

This work provided new insights into the analysis of the
emerging plant-pathogen D. solani. We combined Illumina
and PacBio technologies to determine a high quality gen-
ome sequence of D. solani 3337 that we used as a reference
to compare 19 other genome sequences generated by Illu-
mina technology. While previous studies reported pairwise
comparison between a single D. solani genome with that of
other Dickeya and Pectobacterium species [13, 14], this
work was also based on a population genomic approach.
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This approach revealed the unexpected diversity of the D.
solani genomes that resulted from a combination of scat-
tered SNP/InDel variations as well as replacing and
additive HGT events.

The majority of analyzed D. solani strains (16 among 20)
that we called the core-population contained only 43 to 85
variants (SNPs and InDels). This result is in accordance
with the high ANI values (>99.9 %) that were calculated
between each strain against the reference 3337. Other
studies have pointed the high homogeneity within genetic
equipment of D. solani population [9, 12, 14, 30]. All these
molecular analyses support the clonal hypothesis of the D.
solani population. In spite of this high homogeneity, Dsl
strains may exhibit some variability in aggressiveness on
potato tubers [7]. A previous pairwise comparative study of
two Dsl strains did not succeed in the identification of
the genes and functions that could explain the different
aggressiveness trait [7]. However, using a population
comparative approach, we pointed out that genetic and
functional variations in the motility trait could contrib-
ute to an aggressiveness decrease. This observation
exemplifies the powerfulness of genomic diversity ana-
lyses on field isolates for the identification of genes that
modulate aggressiveness.

Another important result was the characterization of a
sub-group within the D. solani species, highlighting that

D. solani population structure was more complex than
described previously. The prototypic strain of this sub-
group was Dsl 0512 (RNS 05.1.2A) that has been isolated
from potato plant showing blackleg and soft rot symptoms
in France (in 2005). The existence of the 0512 sub-group
was supported by ANI value, MLSA, genomic architecture
(presence of specific regions) and SNP/InDel abundance
and distribution. The Dsl 0512 genome appeared as a mo-
saic of genes with a phylogenetic position inferred to
either the D. solani core population or the Dsl 0512 sub-
group. Remarkably, genes that belong to the Dsl 0512
phylogenetic sub-cluster have also been discovered in the
18 RGTs (143 genes) of the strain Dsl 07-7 that was also
isolated in France. The involvement of the 0512 sub-
group as a gene resource in replacing HGT reinforced its
importance in the generation of variability in D. solani
isolates. The strains Dsl 0512 and 07-7 showed aggressive-
ness level similar to that of most of the studied D. solani
strains, suggesting that the 0512 sub-group is not associ-
ated to any particular aggressiveness behavior, at least on
potato tubers.

This study also highlighted that additive and replacing
HGT occurred in inter-species exchanges. Additive HGT
was observed in the strain 9019 which acquired a plasmid
from B. ambifaria AMMD. B. ambifaria AMMD was
isolated from the rhizosphere of healthy pea plants in
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Wisconsin (USA) in 1985 [31] and it has been reported as
very effective in controlling phytopathogenic Pythium spe-
cies [32]. Moreover we discovered replacing HGT events
that recruited D. dianthicola genes in the two strains Dsl
9019 (63 genes distributed in 12 RGT regions) and 9134
(39 genes in 6 RGT regions) isolated from ornamental
plants (respectively Muscari and Hyacynth). These
exchange events between D. solani and D. dianthicola sug-
gested that these two pathogens could coexist in the same
ecological niche. In the case of Pectobacterium spp., mul-
tiple species isolations from the same infected plants have
been reported [33, 34]. Importantly, the replacing HGT
events did not correlate with an aggressiveness increase in
Dsl 9019 and 9134 at least in potato tubers. However,
replacing HGT generates major impact on phylogenetic in-
ference by generating incongruities that could impair
pathogen molecular diagnostics which are based on house-
keeping genes. Importantly, it has been reported that
succeeded HGT events between distantly related bacteria
mostly implicate housekeeping genes that are also the most
conserved between different species [35, 36]. Our work
revealed that in the Dsl 9019 strain, the dna/ and dnaK
genes, which are usually used in phylogenetic classifica-
tions [25, 37], have been recruited from D. dianthicola.
Since the Dickeya pathogens are genetically very close
(ANI>93 %), replacing HGT could be predicted to
interfere recurrently with taxonomical diagnostics,
hence provoking assignation errors. The impact of HGT
on taxonomy has been discussed in different Enterobac-
teriaceae [38, 39]. An immediate applied recommenda-
tion from our work is that even though D. solani is
mainly described as a homogeneous population, the
existence of HGT events should encourage the use of
multiple taxonomical markers.

Conclusions

As a conclusion, this work revealed that D. solani gen-
omic variability may be caused by SNPs/InDels as well
as replacing and additive HGT events, including plas-
mid acquisition. From this work, the question arises
about the dynamics of the D. solani diversity in the
course of its emergence and spreading in crop cultures.
This might be further investigated by a larger scale sam-
pling and genomic analysis.

Methods

Bacterial strains and growth conditions

D. solani strains were collected from different geo-
graphical locations and dates of isolation and also from
different hosts or environments (Additional file 1:
Table S1). All the strains were routinely cultured in TY
medium (tryptone 5 g/L, yeast extract 3 g/L and agar
1.5 %) at 28 °C.
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DNA extraction and sequencing

Genomic DNA from each strain was extracted from over-
night culture using a phenol-chloroform purification
method followed by an ethanol precipitation as described
by [40] Wilson. Quantity and quality control of the DNA
was completed using a NanoDrop (ND 1000) device and
agarose gel electrophoresis at 1.0 %.

Paired-end libraries with an insert size of 270 to
390 bp were constructed for each strain, and DNA se-
quencing was performed by Illumina HiSeq 2000 v3
technology. Sequencing of the library was carried out
using 2x100 or 2x150 bp paired-end read module. Illu-
mina sequencing was performed at the CNRS IMAGIF
platform (Gif-sur-Yvette).

The genomic DNA of Dsl 3337 was subjected to PacBio
RSII sequencing technology (Pacific Biosciences, CA, USA)
using library targeted at 10kbp in insert size. Prior to as-
sembly, short reads that are less than 500 bp were filtered
off and minimum polymerase read quality used for map-
ping of subreads from a single zero-mode waveguides
(ZMW) was set at 0.75. The 112 228 filtered reads (N50
value was 13 159 bp and total bp number was 814 445
948) were assembled using RS_HGAP_Assembly (version
3.0), which is an analysis pipeline module from Pacific Bio-
sciences SMRT portal incorporating Celera Assembler,
BLASR mapper and Quiver consensus caller algorithm.
The cut-off length of seeding reads was set at 3 606 bp in
order to serve as a reference for the recruitment of shorter
reads for preassembly. The resulted consensus accuracy
based on multiple sequence alignment of the subreads was
at 99.99 %.

Assembly, variants calling and genome sequence analysis
Assembly of the sequences was performed using the
CLC Genomics Workbench v7.0.0 software (CLC Inc,
Aarhus, Denmark). After quality (quality score threshold
0.05) and length (above 40 nucleotides) trimming of the
sequences, contigs were generated by de novo assembly
(CLC parameters: automatic determination of the word
and bubble sizes with no scaffolding) for each strain.

Paired end reads for each strain were mapped against
the reference sequence of the strain D. solani 3337 at mild
stringency threshold (0.8 of identity on 0.5 of read length)
using CLC Genomics Workbench version 7.0.0 software.
The unmapped reads for each strain were collected. The
mappings were used for detection of variations (SNPs and
InDels) using basic variant calling tool from CLC genomic
workbench version 7.0.0. Draft genome sequences com-
posed of the contigs of each strain were used to search
and analyze the variations detected. Variations with an oc-
currence below 99 % in the mapping step were discarded
from the study.

The nucleotide identity (ANI) values were calculated
as previously proposed [41] using the ANI calculator
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from the Kostas lab with default settings (http://enve-
omics.ce.gatech.edu/ani/). Phylogenetic and molecular
evolutionary analyses were conducted using MEGA, ver-
sion 6 [23]. An MLSA (Multi-locus sequence analysis)
was performed using eleven housekeeping genes (rpoD,
gyrB, recA, rpoS, dnaX, dnaA, gapA, fusA, rplB, purA,
gyrA) retrieved from the twenty D. solani strains in
order to confirm their phylogenetic position within
known pectinolytic Dickeya and Pectobacterium strains.

Nucleotide sequence accession number

Draft genome sequences of Dickeya solani strains 9109,
0512, 9134, 07-7 have been deposited at DDBJ/EMBL/
GenBank under the following accession numbers:
(JWLS00000000) D. solani 9019, (JWMJ00000000) D.
solani 0512, (JWLT00000000) D. solani 9134, (JWLR
00000000) D. solani 07-7. The versions described in
this paper are versions (JWLS01000000) D. solani 9019,
(JWMJ01000000) D. solani 0512, (JWLT01000000) D.
solani 9134, (JWLR01000000) D. solani 07-7. Genomes
of other Dickeya and Pectobacterium species were col-
lected from public database (Table S4).

Aggressiveness and motility assays

Motility assays were conducted on semi-solid SM medium
(beef extract at 3 g/L, peptone at 5 g/L, and 25 ml/L of
20 % glucose) with 0.5 % of agar. Two pL of an over-
night bacterial suspension of each strain were used to
inoculate agar plates which were incubated 16 h at
28 °C. The experiment was performed twice with 2
replicates each time.

Assessment of the aggressiveness of the strains was
performed on potato tubers (cv. Binjte). To this end,
10° CFU were used to infect 10 potato tubers for each
strain. After 24 h of incubation at 25 °C, five aggressive-
ness categories were considered and attributed to tuber
samples to assess the virulence of the strains. The ex-
periments were performed three times, hence 600
tubers were infected and analyzed. The results were
represented as normalized values.

Virulence assays were statistically analyzed to infer the
aggressiveness variability within strains on potato tubers.
Heterogeneity of strains was assessed using a Kruskal-
Walis test with p <0.05. Statistical significance of the
pairwise comparisons between strains was calculated
using a post hoc Tukey test with p < 0.05.

Availability of supporting data

The alignments and phylogenetical tree for MLSA are
available through the Dryad data repository doi:
10.5061/dryad.h26hs.
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Additional files

Additional file 1: Tables S1-S5. Table S1. Dickeya solani strains in this
study. Table S2. Sequencing data and mappings on the Dsl 3337
genome. Table S3 Variants distribution on the strains vs. Dsl 3337. Table
S4. Non-synonymous variants: this table shows the unique and the shared
variants within homoge:nous D. solani strains (MK16, MIE35, 0432.1, 12-6, F8,
1068, 3296, 07E, 10062A, 102728, 105428, 2187, 2276, 3239, IPOZZZZT). Table
S5. Other genomes used in this study (DOC 130 kb)

Additional file 2: Figure S1. Synteny between the strain D. solani 3337
and the draft genome D. solani 0512. The alignment was performed using
MAUVE software, underlining a high conservation of the synteny. The
numbers indicate the positions of the strain-specific genomic regions
generated by de novo assembly of the unmapped reads. (TIFF 956 kb)

Additional file 3: Figure S2. Protein-based phylogenetic trees revealing
Dsl 0512 as a member of in distinct sub-cluster within the D. solani species.
(TIFF 2843 kb)

Additional file 4: Figure S3. Protein-based phylogenetic trees of different
RGTs in Dsl 07-7. The genes were retrieved from RGT1, RGT2, RGT3, RGT6,
RGT10 and RGT12 of Dsl 07-7. The phylogenetic positions indicate replacing
HGT events from the D. solani 0512 sub-group. (TIFF 2881 kb)

Additional file 5: Figure S4. Protein-based phylogenetic trees of different
RGTs in Dsl 9134. The genes were retrieved from RGT1, RGT3, RGT5 and RGT6
of Dsl 9134. The phylogenetic positions highlight replacing HGT events from
the D. dadantii species. (TIFF 2117 kb)

Additional file 6: Figure S5. Protein-based phylogenetic trees of different
RGTs in Dsl 9019. The genes were retrieved from RGT1, RGT2, RGT3, RGT4,
RGT5 and RGT10 of DsI9019. The phylogenetic positions highlight replacing
HGT events from the D. dadantii species. (TIFF 2989 kb)

Additional file 7: Figure S6. Local alignment of FliC and FIiN proteins.
The variations at the positions 207 in FliC and 112 in FIiN are indicated in red
color, other variations are in blue color. Amino acid position is numbered
according to the D. solani 3337 sequence of FIiC and FliN. We used the draft
and complete genomes of the 19 D. solani sequenced in this study, those of
D. solani strains GBCC2040 and MK10, 15 D. dianthicola including the strains
MIE32, MIE33, MIE34, CFBP1888, CFBP2015, CFBP2982, RNS04.9, RNS10.20.2A,
RNS11.47.1A, DW04.9 K, DS05.3.3, GBBC2039, IPO980, NBPPB3534 and
NCPPB453, D. dadantii strains 3937, NCPPB898 and NCPPB3537, D.
chrysanthemi strains NCPPB3533 and NCPPB516, and D. zeae strains Ech1591
and NCPPB2538. (TIFF 1283 kb)
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Pectobacterium spp. are bacterial pathogens causing soft rot diseases on a wide range of plants and crops. We present in this pa-
per the draft genome sequences of three bacterial strains, Pseudomonas brassicacearum PP1-210F and PA1G7 and Bacillus sim-
plex BA2H3, which exhibit antagonistic activities against the Pectobacterium plant pathogens.
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ectobacterium atrosepticum, Pectobacterium wasabiae, and Pec-

tobacterium carotovorum, including P. carotovorum subsp.
brasiliensis and carotovorum, are worldwide pathogens responsi-
ble for blackleg and soft rot diseases on potato plants and tubers
(1-3). Two biocontrol strategies against Pectobacterium phyto-
pathogens have been developed, those of antibiosis and antiviru-
lence (4). The biocontrol strain Rhodococcus erythropolis R138 tar-
gets the expression of the virulence functions in Pectobacterium
spp. because of its capacity to disrupt the quorum-sensing signals
N-acylhomoserine lactones (5). The genome sequence of the
R. erythropolis antivirulence agent R138 was published recently
(6). This antivirulence agent does not inhibit the growth of Pecto-
bacterium spp. In contrast, we isolated three Pectobacterium-
antagonistic bacteria, Pseudomonas brassicacearum PP1-210F and
PA1G7 and Bacillus simplex BA2H3, which exhibit an ability to
inhibit the growth of Pectobacterium strains in vitro. An assess-
ment of their antagonistic abilities in the greenhouse and field
settings is under way. Some other strains belonging to the Pseu-
domonas fluorescens, P. brassicacearum, and B. simplex species
were previously described for their biocontrol activities against
different microbial pathogens (7-10).

The genomic DNA of each bacterium was subjected to the
next-generation Illumina HiSeq 2000 version 3 technology. A
shotgun long jumping distance mate-pair library was constructed,

TABLE 1 Statistics for the 3 draft genome sequences

with an insert size of 8,000 bp. The sequencing of the library was
carried out using a 2 by 100-bp paired-end read module by Euro-
fins Genomics (France). Assembly was performed by CLC
Genomics 5.5 (CLC bio). The sequence reads were trimmed on
quality (threshold 0.05), and minimal size (>60 nucleotides).
Contigs were generated by de novo assembly (CLC parameters,
automatic determination of the word and bubble sizes with no
scaffolding). Scaffolding of the contigs was performed using
SSPACE basic version 2.0 (11). For the finishing, automatic gap
closure was processed using GapFiller version 1.11 (12). The re-
maining gaps were resolved by the mapping of mate pairs, using as
areference the 8 kb from each of the contig ends (read length, 0.9;
identity, 0.95). Next, using homemade script and fastq select.tcl
from the MIRA3 package, the mapped reads for both orientations
(R1 and R2) were retrieved and de novo assembled (using the CLC
parameters). The sequences were annotated using the Rapid An-
notations using Subsystems Technology (RAST) pipeline (13).
The detailed statistics for the three draft genome sequences are
summarized in Table 1.

Nucleotide sequence accession numbers. The whole-genome
shotgun projects for these bacteria have been deposited at DDBJ/
EMBL/GenBank under the accession numbers AYJR00000000 (P.
brassicacearum PP1-210F), AXBR00000000 (B. simplex BA2H3),
and JBONO00000000 (P. brassicacearum PA1G7). The versions de-

Genome size No. of No. of G+C No.of  No.of No. of
Organism Accession no. (bp) N, (bp) contigs scaffolds content (%) CDSs” tRNAs rRNAs
B. simplex BA2H3 AXBR00000000 5,542,531 339,104 34 11 40.2 5,856 75 31
P. brassicacearum PP1-210F AYJR00000000 6,772,045 210,148 51 5 60.4 6,045 67 15
P. brassicacearum PA1G7 JBONO00000000 6,789,417 301,959 53 8 60.5 6,052 57 13

@ CDSs, coding DNA sequences.
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scribed in this paper are versions AYJR01000000 (P. brassi-
cacearum PP1-210F), AXBR01000000 (B. simplex BA2H3), and
JBONO01000000 (P. brassicacearum PA1G7).
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Résumé : Des bactéries pectinolytiques appartenant aux
genres Pectobacterium et Dickeya sont des agents pathogénes
chez Solanum tuberosum. Ces bactéries sont responsables de
la maladie de la jambe noire et de la pourriture molle lors de
la culture et du stockage des tubercules. Ce travail de thése est
divisé en deux axes : 1) Etude de la diversité d'une population
du pathogéne D. solani par approche de génomique comparée
afin de mieux comprendre la structure génomique de cette
espéce émergente, 2) L'assemblage du génome et la
caractérisation génomique des facteurs de virulence chez
Pectobacterium wasabiae RNS 08421A.

L'analyse des génomes de 20 isolats de D. solani issus
d’environnements différents, par une approche de génomique
comparative associée a des analyses fonctionnelles, a révélé
une forte homogénéité génétique au sein de la majorité des
souches (16/20). De plus, cette analyse a permis de
caractériser un nouveau sous-groupe au sein de l'espéce D.
solani, représenté par la souche 0512 (1/20). En revanche,
d’autres isolats (3/20) montrent des variations de quelques
centaines a quelques milliers de SNPs/InDels qui sont
regroupés dans des 1lots génomiques. Leur analyse

phylogénétique révele qu’ils proviennent d’autres pathogenes
par transferts horizontaux. Par ailleurs, I’analyse des fonctions
affectées par les SNPs/InDels a permis de prédire, puis de
vérifier sur pomme de terre, qu’un des isolats était faiblement
virulent.

La deuxiéme partic de mon travail porte sur 1'assemblage, la
caractérisation et l'analyse du génome de la souche RNS
08.42.1A de P. wasabiae, qui a été isolée en France. La
génomique comparative avec 3 autres souches de P. wasabiae
d'origines géographiques différentes, a révélé a la fois une
forte similitude au niveau de la séquence génomique (ANI>
99%) et une synténie conservée des genes de virulence. En
outre, notre analyse a mis en évidence une nette distinction
entre ces quatre souches de P. wasabiae (isolées de S.
tuberosum) et la souche type japonaise P. wasabiae CFBP
33047 (isolée du raifort). Dans P. wasabiae RNS 08.42.1A, les
génes de synthése et de perception du quorum sensing,
expl/expR, présentent une plus forte homologie avec leurs
orthologues chez P. atrosepticum et P. carotovurm (90%)
qu'avec leurs homologues chez P. wasabiae (70%). Ceci
suggére une acquisition de ces génes par transfert horizontal
au sein d'une population de pathogénes infectant la méme
plante hote.

Title : Comparative genomics of the bacteria Dickeya solani and Pectobacterium wasabiae, emerging pathogens of

Solanum tuberosum

Keywords : Soft rot, Dickeya, Pectobacterium, Genomics, Horizontal transfer, Phylogeny

Abstract: Some pectolytic bacteria Pectobacterium and
Dickeya species cause important diseases on Solanum
tuberosum and other arable and horticultural crops. These
bacteria are responsible for blackleg in the field and tuber soft
rots in storage and in transit as well as in the field worldwide.
The main objectives of this thesis are: 1) To study the
diversity of a D. solani population using comparative
genomics approaches with the aim of understanding the
genomic structure and evolution of this emerging species, 2)
Characterization and genomic analysis of virulence factors in
Pectobacterium wasabiae RNS 08421A.

Using comparative genomics approaches combined with
functional assays, the analysis of the genomes of 20 isolates
of D. solani from different environments, revealed a strong
genetic homogeneity within the majority of the strains
(16/20). Moreover, this analysis allowed to characterize a
new sub-group within D. solani species, represented by the
strain 0512 (1/20). In contrast, some strains (3/20) showed
variations from hundreds to a few thousand of SNPs/Indels
which are grouped in what we called "Genomic islands".
Phylogenetic analysis of these regions showed that they

were acquired from other pathogens by HGT. Furthermore,
the analysis of the functions affected by SNPs/Indels allowed
predicting, then checking on potatoes, that one of these strain
was less virulent.

The second part of my work involves assembly,
characterization and analysis of the genome of the strain P.
wasabiae RNS 08.42.1A, which was isolated in France.
Comparative genomics with three other P. wasabiae strains
from different geographical origins, revealed a strong
similarity in the genome sequence (ANI> 99%) and
conserved synteny of virulence genes. In addition, our
analysis showed a clear distinction between the strains of P.
wasabiae isolated from S. tuberosum and the type strain P.
wasabiae CFBP 33047 (isolated from horseradish). In P.
wasabiae RNS 08.42.1A, the complex system for synthesis
and perception of quorum sensing signal expl/expR, exhibit
higher homology with their orthologs in P. atrosepticum and
P. carotovorum (90%) than their homologs in P. wasabiae
(70%). This suggests acquisition of these genes by HGT
within a population of pathogens infecting the same host
plant.
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