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Systéme de sécrétion de type IV et protéines a domaines ankyrines dans les interactions Wolbachia-arthropodes.

Wolbachia est une bactérie Gram-negative intracellulaire modifiant la reproduction de nombreux arthropodes. Chez 1’isopode
Armadillidium vulgare, la souche wVulC entraine la féminisation des males. Nous avons caractérisé¢ deux opérons vir s’exprimant
dans tous les tissus hotes et codant un systéme de sécrétion de type IV (T4SS) pouvant permettre d’exporter des effecteurs bactériens
vers le cytoplasme de I’hote. La comparaison des séquences et de I’organisation des génes de 37 souches de Wolbachia a révélé la
forte conservation des deux opérons vir suggérant I’'importance du T4SS dans la biologie de la bactérie. Nous avons également
identifié, dans le génome en cours de séquencage de wVulC, 66 génes codant des protéines a domaines ankyrines. Ces motifs
forment des sites d’interactions protéine-protéine chez les eucaryotes et sont supposés étre impliqués chez Wolbachia dans
I’interaction avec des protéines de I’hote. Nous avons montré qu'une des trois copies du gene pk2 de wVulC, n’est exprimée que chez
des souches féminisantes mais chez aucune des 3 souches induisant I’incompatibilité cytoplasmique chez les isopodes terrestres. Ce
produit du gene pk2 pourrait étre impliqué dans la féminisation de ’hote. Toutefois, nous avons réalisé des tests d’interaction par
double-hybride en levures et par la méthode CRAfT (Cre-recombinase Reporter Assay for Translocation) entre les protéines du T4SS
et cinq protéines a domaines ankyrines dont Pk2 afin de savoir si ces derniéres étaient sécrétées par ce systeme. Les résultats
montrent qu’aucun des cinq produits de génes ank testés n’est sécrété par la bactérie mais se révelent encourageants pour identifier

les effecteurs de Wolbachia.

Type IV secretion system and ankyrin domain-containing proteins in Wolbachia-arthropods interactions.

Wolbachia are intracellular Gram-negative bacteria that are reproductive manipulators of many arthropods. In the isopod
Armadillidium vulgare, the Wolbachia wVulC strain induces male feminization. Here, we characterized two vir operons which are
expressed in all host tissues and which encode a type IV secretion system (T4SS) used to translocate bacterial effectors into host
cytoplasm. Gene organization and sequence comparison in 37 Wolbachia strains highlighted the high conservation of both vir
operons and their importance for the biology of the bacteria. We also identified in the on-going assembly of the wVulC genome, 66
ankyrin domain-encoding genes. Ankyrin motifs are known to mediate protein-protein interactions in eukaryotic organisms and thus
are suggested to mediate in Wolbachia the interaction with host molecules. We showed that one of the three copies of the wVulC pk2
gene is only expressed in feminizing strains but not in the three strains inducing cytoplasmic incompatibility in terrestrial isopods.
The associated Pk2 protein could be involved in male feminization. We thus tested the interaction between three T4SS proteins and
five ankyrins (including Pk2) via the yeast two-hybrid and CRAST (Cre-recombinase Reporter Assay for Translocation) methods.
None of the five ankyrin proteins were revealed to be secreted by the wVulC strain. Nevertheless, this promising approach may

enable us to identify Wolbachia effectors.

Discipline : Biologie évolutive

Mots-clés : Interaction hote-parasite, Wolbachia, Systétme de sécrétion, Protéines a domaines ankyrines,

Féminisation, Incompatibilité cytoplasmique, Effecteurs bactériens, Crustacés isopodes.
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Feminization, Cytoplasmic incompatibility, Bacterial effectors, Crustacean isopod.
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Systeme de sécrétion de type IV et protéines 2 domaines ankyrines
dans les interactions Wolbachia-arthropodes.

Wolbachia est une a-protéobactérie intracellulaire obligatoire transmise a la descendance par
voie ovocytaire. Elle a été identifiée chez ~65% des arthropodes et chez certaines especes de
nématodes ce qui en fait I’endosymbiote le plus répandu sur Terre. Wolbachia modifie la
reproduction de son hote et favorise ainsi sa transmission dans les populations. Chez trois especes
d’isopodes terrestres, Wolbachia provoque une incompatibilité cytoplasmique (IC). Chez la plupart
des autres especes d’isopodes, la présence de Wolbachia entraine une féminisation des males
génétiques en femelles fonctionnelles. Les mécanismes moléculaires de la féminisation restent a ce
jour inconnus mais on pense que Wolbachia s’oppose a la différenciation de la glande androgéne,
normalement responsable de la mise en place des caractéres sexuels males.

La localisation exclusivement cytoplasmique de Wolbachia suggére qu’elle puisse sécréter
des facteurs de virulence afin d’induire la féminisation des males. Or, de nombreuses bactéries
Gram-négatives utilisent un systeme de sécrétion de type IV (T4SS) pour délivrer des effecteurs
dans le cytoplasme des cellules hotes. Ce systéme, largement conservé chez de nombreuses
bactéries pathogenes, a été mis en évidence chez plusieurs souches de Wolbachia. Nous avons
identifi¢ huit geénes codant un T4SS dans la souche de Wolbachia (wVulC) présente chez
Armadillidium vulgare. Ces geénes s’organisent en deux opérons localisés sur deux loci distincts du
génome. IIs sont exprimés dans tous les tissus de I’hote. Une étude comparative de 1'évolution de
ces genes nous a permis de déterminer le haut degré de conservation de leur séquence chez 37
souches de Wolbachia induisant différents phénotypes. Ceci suggere fortement que le T4SS pourrait
jouer un role dans la survie, la transmission et/ou I’expression phénotypique de la bactérie.

Un nombre important de geénes codant des protéines a domaines ankyrines a été mis en
¢vidence dans le génome de différentes souches de Wolbachia. Comme les ankyrines possedent des
sites d’interactions protéine-protéine, elles constituent de bons candidats bactériens pouvant
interagir avec des protéines de I’hdte. Nous avons identifiés un minimum de 66 génes ank dans le
génome de wVulC dont I’assemblage est en cours. Cela en fait le génome bactérien le plus riche en
geénes ank a ce jour. Nous avons étudi¢ plus spécifiquement 1’évolution, la distribution et la
transcription des deux geénes ankyrines pk/ et pk2 dont le niveau d’expression est connu pour étre
corrélé au phénotype d'IC chez Culex pipiens. Nous montrons qu’une copie du gene pk2 ne
s’exprime que chez 5 souches féminisantes mais chez aucune des 3 souches induisant I’IC chez les
isopodes terrestres. Le produit du géne pk2 pourrait donc étre impliqué dans 1’effet féminisant.

Wolbachia est une bactérie difficilement manipulable hors de son hote ce qui rend
impossible la production de mutants. Toutefois, nous avons pu réaliser des tests d’interaction par
double-hybride en levures et CRAST (Cre-recombinase Reporter Assay for Translocation) entre les
protéines du T4SS et les protéines a domaines ankyrines Pkl et Pk2 afin de savoir si ces dernieres
étaient sécrétées par ce systeme. Ces tests se sont révélés infructueux ce qui suggere qu’aucun des 2
produits de genes ank n’est sécrété par la bactérie. Le génome de la souche féminisante wVulC en
comparaison avec ceux des souches de Wolbachia induisant I’IC pourrait révéler de nouveaux
candidats susceptibles d’étre impliqués dans la survie, le maintien ou 1I’expression de la bactérie.

Mots clefs : Interaction hote-parasite, Wolbachia, T4SS, ankyrines, féminisation, Crustacés
Isopodes.
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Avant-propos

AVANT-PROPOS : WOLBACHIA ET SES APPLICATIONS.

Wolbachia pipientis est le nom donné a une bactérie découverte a I'intérieur méme des cellules
d’un moustique Culex pipiens par Hertig et Wolbach en 1924. Presque 50 ans plus tard, cette bactérie a
été tenue pour responsable des échecs de croisements entre différentes lignées de moustiques
appartenant a la méme espece (Yen et Barr 1971). Aujourd’hui, Wolbachia est considérée comme
I'endoparasite le plus répandu sur Terre car elle infecte des vers nématodes filaires et de nombreuses
especes d’arthropodes tels que des acariens, des crustacés, des araignées et surtout des insectes. Selon
une estimation récente, environ 60 % des especes d’arthropodes pourraient étre infectées (Bouchon et
al. 2008, Hilgenboecker et al. 2008).

Endosymbiote obligatoire, Wolbachia vit exclusivement dans le cytoplasme des cellules de
I'héte. Elle colonise en particulier les cellules du systéme reproducteur méme si ’ensemble des tissus
de I'hote peut étre infecté (O'Neill ef al. 1992, Rousset et al. 1992, Stouthamer et al. 1993, Werren 1997).
Cette bactérie se transmet essentiellement de fagon verticale, par voie transovarienne (de mere a fille),
les spermatozoides matures des males en sont dépourvus (Werren et al. 1995). Aujourd’hui, l'intérét de
la communauté scientifique pour Wolbachia ne se limite pas a sa large distribution mais aussi aux
nombreux effets physiologiques qu'elle engendre chez ses hotes. Les phénotypes induits conduisent
entre autres a I'incompatibilité de croisements, a la mort ou la féminisation des males. Quel que soit le
type de modification induit par Wolbachia sur la reproduction de ses hotes, celle-ci a toujours la méme
conséquence théorique: sa transmission dans les populations hotes est maximisée.

Wolbachia possede également des caractéristiques qui laissent entrevoir des applications dans
de nombreux domaines. Les chercheurs pensent en effet mettre au point différentes stratégies de lutte
en se basant sur le contrdle de la symbiose (« Symbiose based control strategies ») (Rasgon 2008). Il est
notamment envisagé d’introduire des souches de Wolbachia chez des insectes ravageurs de cultures ou
vecteurs de pathogénes humains dans le but de remplacer ou réduire les populations et donc leur
incidence (Dobson 2003, Bourtzis 2008). Une autre approche a consisté a utiliser une souche de
Wolbachia qui réduit fortement l'espérance de vie des adultes : en introduisant a grande échelle cette
souche dans les populations, il est possible de diminuer la survie des moustiques vecteurs d'agents
pathogenes entralnant leur mort avant que le parasite qu’ils hébergent n’ait eu le temps de se
développer (Brownstein et al. 2003, Turley et al. 2009). Un programme de recherche est d’ailleurs
financé par la fondation Bill & Melinda Gates (http://www.mosquitoage.org) pour lutter contre la
dengue (fievre hémorragique) transmise a 'homme par l'intermédiaire des moustiques Aedes aegypti et

dans de rares cas par A. albopictus.
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Un autre moyen de lutte contre les maladies concerne I'utilisation du potentiel invasif de
Wolbachia et I'introduction, dans le génome de la bactérie, d'un transgéne anti-pathogenes c’est-a-dire
d’un gene de résistance aux parasites de '’homme (Ruang-Areerate et Kittayapong 2006, Huang et al.
2007). Chez les crustacés, 1’étude des interactions Wolbachia-hotes pourrait mener a l'identification des
genes bactériens impliqués dans le processus de féminisation. Cet aspect permettrait d’envisager a
terme une application dans les élevages de crustacés d’intérét économique, ou les femelles sont
sélectionnées pour leur comportement moins agressif et leur croissance plus rapide. D’un autre coté,
certaines parasitoses humaines comme I'éléphantiasis (filariose lymphatique) ou I’onchocercose (cécité
des rivieres), causées par des nématodes filaires, peuvent étre contrées en éliminant, par
antibiothérapie, les Wolbachia nécessaires a la survie des nématodes (Taylor et Hoerauf 1999). Dans ce
cas, supprimer Wolbachia par un traitement antibiotique revient a tuer le ver hote et engendre un effet
curatif sur la maladie.

Pour libérer des substances dans les cellules hotes, les bactéries développent des systemes de
sécrétion permettant le transport de macromolécules impliquées dans les fonctions physiologiques de
I'organisme infecté. Depuis ces dix dernieres années, des systéemes de sécrétion de type IV sont
régulierement mis en évidence chez les différentes souches de Wolbachia et pourraient étre utilisés,
comme cela peut l'étre chez de nombreuses bactéries pathogénes, pour sécréter des produits
bactériens vers le cytoplasme de I'hote. Nous pouvons alors espérer découvrir des molécules capables
de bloquer la formation ou bien la fonction de ces pores et par conséquent I'expression des bactéries
(Baron 2005, Baron et Coombes 2007, Lopez et al. 2007). De telles substances pourraient alors étre
utilisées comme nouvelles cibles thérapeutiques contre les filarioses, palliant ainsi la diminution
d’activité des antibiotiques vis-a-vis desquels les bactéries développent des moyens de résistance

accrus.
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I. Introduction.

La symbiose a été définie originellement comme 1’association étroite de deux organismes
pendant une phase ou la totalité de leur vie (de Bary 1879). Elle peut aussi se définir par la localisation
de I'organisme symbiotique par rapport a son hote. On parlera alors d’ectosymbiose si le symbiote vit
a l'extérieur des cellules de 1'h6te ou d’endosymbiose si le symbiote est localisé a l'intérieur des
cellules hotes. Une attention particuliere peut étre portée aux microorganismes intracytoplasmiques
car leur survie et leur reproduction dépendent directement de la survie et du succes reproductif de
leurs hoétes (Bull et Rice 1991).

Cette « vie commune » entraine en général une co-évolution du parasite et de ’hdte menant
parfois les deux partenaires a se livrer a une course aux armements (Van Valen 1973). L’interaction
durable entre le parasite et I'hote dépend du degré de virulence du premier et de la résistance du
second (Combes 1995). Si le parasite est extrémement virulent, l'interaction aboutit généralement a la
mort de I'hote et la transmission du symbiote est assurée de facon horizontale, d’espece a espece. Un
parasite moins virulent utilise la reproduction de son hote pour se transmettre verticalement, de
parents a descendants. Ce trait induit une pression de sélection au niveau des symbiotes : ceux dont
I'h6te possede le meilleur succes reproducteur vont se transmettre le plus (Ewald 1987, Lipsitch et al.
1995). En conséquence, en optimisant leur propre transmission, les endosymbiotes optimisent
également leur survie et leur valeur adaptative. Les bactéries du genre Wolbachia en sont I'exemple
typique. Leur potentialité a perturber la reproduction des hotes semble étre extrémement large et de
nouveaux effets induits par ces bactéries sont découverts de fagon récurrente. Aussi, ces interactions
toutes particulieres peuvent s’inscrire selon un spectre allant du mutualisme jusqu’au parasitisme
reproductif (Ishikawa 2003). Dans ce cadre, la symbiose a Wolbachia présente plusieurs caractéristiques
exceptionnelles qui en font un modele unique et pertinent dans l’analyse des interactions eucaryotes-

bactéries.
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Figure 1: Phylogénie des a-Protéobactéries.

Arbre phylogénétique des alpha-Protéobactéries (80 bactéries) généré par des méthodes bayésiennes sur 104

protéines dont 16 ont servi a établir un sous-arbre de 8 mitochondries secondairement greffé sur le premier. D’apres Williams

et al. (2007).
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A.Wolbachia, un symbiote manipulateur.

A.l- Biologie de Wolbachia.

Wolbachia pipientis (par la suite nommée Wolbachia) est une bactérie intracellulaire obligatoire
qui se localise dans le cytoplasme des cellules hotes, généralement a l'intérieur d'une vacuole et se
transmet par voie transovarienne de la mere aux descendants. Ces bactéries peuvent également se
transmettre, dans une proportion non négligeable, de fagon horizontale et se propager encore plus
rapidement dans les populations (Rigaud et Juchault 1995, Poinsot et al. 1998, Veneti et al. 2003). Le
spectre d'hotes de Wolbachia est, en conséquence, extrémement étendu ce qui en fait I'endosymbiote le
plus répandu sur Terre. Elle est observée chez des Nématodes (principalement chez des filaires et chez
I'espece non-filaire Angiostrongylus cantonensis) (Bandi et al. 1998, Tsai et al. 2007) et dans de nombreux
arthropodes tels les acariens (Breeuwer et Jacobs 1996, Tsagkarakou et al. 1996), les crustacés (Bouchon
et al. 2008), les insectes (Werren 1997, Bourtzis et Miller 2003), les araignées et les scorpions (Rowley et
al. 2004, Goodacre et al. 2006, Baldo et al. 2007). Ce large spectre reflete sans doute une forte
adaptabilité a des hotes différents (O'Neill et al. 1997, Rigaud 1999, Werren ef al. 2008).

Grace aux analyses réalisées a partir du gene 16S rDNA, il a été montré que Wolbachia est une
bactérie a Gram négatif dont les plus proches parents sont des bactéries intracellulaires des genres
Ehrlichia, Anaplasma, Rickettsia et Neorickettsia (Breeuwer et al. 1992, O'Neill et al. 1992, Rousset et al.
1992). Elle fait partie d'un groupe monophylétique (ordre des Rickettsiales) situé a la base de 1’arbre
des a-protéobactéries (Williams et al. 2007) (Figure 1). D’autres phylogénies réalisées avec des
marqueurs plus variables permettent de regrouper les différentes souches de Wolbachia en 8
supergroupes nommés de A a H plus ou moins bien établis (Lo et al. 2002, Casiraghi et al. 2005, Lo et
al. 2007). La majorité des souches de Wolbachia infectant les arthropodes appartient aux supergroupes
A et B (Werren et al. 1995). Toutes les souches de Wolbachia identifiées jusqu’a maintenant chez les
crustacés isopodes terrestres appartiennent au supergroupe B (Bouchon et al. 1998, Cordaux et al.
2004). Les études de distribution des souches de Wolbachia d’isopodes ont permis d’identifier plusieurs
souches infectant un méme hote et de mettre en évidence, via les phylogénies, des transferts
horizontaux entre espéces comme chez Armadillidium vulgare (Bouchon et al. 1998, Cordaux et al. 2004,

Verne et al. 2007).
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A. Lafitte

S. Pichon

Figure 2: Observation d'ovaires d’Armadillidium vulgare.

(A) Photographies d’ovaires d’A4. vulgare. (B) Observation de la surface d’un ovaire en microscopie confocale. Ov:
ovocytes; n: cellules nourriciéres entourant les ovocytes. (C) Ovocyte observé en microscopie confocale dans lequel on
distingue le noyau (N) et a la périphérie de celui-ci un « croissant » (fleche) constitué par I’accumulation de Wolbachia. La
plupart des cellules nourriciéres sont également infectées par Wolbachia. Les noyaux et les bactéries sont colorés en bleu et
les filaments d'actine en vert. Cette expérimentation, dont le protocole est détaillé en Annexe 4 (p. 164), a été réalisée dans le

cadre d’une formation d’une semaine proposée par I’Ecole Doctorale ICBG de Poitiers.
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A l'instar de nombreux micro-organismes intracellulaires, Wolbachia est internalisée dans une
vacuole que I’on pourrait qualifier de niche de survie et/ou de réplication (Martin et al. 1973, Méresse
et al. 1999). De nombreuses observations en microscopie électronique ont montré que tous les tissus de
I'héte A. vulgare sont infestés (Martin et al. 1973, Rigaud et al. 1991). C'est néanmoins dans les ovaires
que la densité des bactéries est la plus importante. Dans les ovocytes, les Wolbachia s'accumulent a la
périphérie du noyau et forment un croissant observable en microscopie confocale par coloration au
TOPRO-3 (Figure 2). La plupart des cellules nourricieres sont également infectées par Wolbachia. Outre
les ovocytes, Wolbachia colonise les cellules de nombreux tissus (cerveau, chaine nerveuse, tissu
adipeux, cceur, caeca digestifs) mais également les cellules responsables de la défense immunitaire (les
hémocytes) et les organes hématopoiétiques qui les produisent (Braquart-Varnier et al. 2008,
Herbiniere et al. 2008). Chez d'autres especes, la localisation de Wolbachia est restreinte aux ovaires
comme chez les nématodes ou I’embryon de drosophile (Bressac et Rousset 1993, Taylor et al. 2005).

Wolbachia constitue un véritable paradoxe dans le monde des bactéries symbiotiques qui sont
transmises verticalement. En théorie, cette association devrait évoluer vers le mutualisme puisque la
survie et la reproduction de Wolbachia dépendent aussi de celles de I'hdte (Combes 1995). Or, la valeur
sélective des individus hébergeant Wolbachia ne semble pas nécessairement augmentée. Au contraire,
I'endosymbiose induit différentes altérations de la reproduction de I'hdte qui se traduisent
généralement par des baisses de fécondité ou du nombre de descendants (Stouthamer ef al. 1993,
Wade et Chang 1995, Moreau et al. 2001). De plus, une évolution progressive vers le mutualisme
suppose théoriquement que l'interaction entre les deux partenaires ait des répercutions sur I'évolution
du génome des endosymbiotes. Les bactéries intracellulaires obligatoires sont d’ailleurs connues pour
posséder des génomes plus réduits que leurs homologues évoluant dans les environnements
extracellulaires. Cette réduction génomique est le résultat de phénomenes de recombinaison entre
séquences répétées conduisant a des délétions de régions contenant des pseudogenes devenus non
fonctionnels (Moran et Plague 2004). Les génomes de différentes souches de Wolbachia contiennent
une forte prévalence de séquences de phage (virus parasitant les bactéries), de séquences d’insertion
(IS) et d’éléments répétés. Or, ces éléments sont connus pour favoriser les évenements de
recombinaison homologues et représentent autant de facteurs susceptibles d’entrainer et d’affecter la
dynamique des réarrangements génomiques.

Néanmoins, du point de vue évolutif, deux caractéristiques majeures expliquent le succes de
Wolbachia : les transferts dits horizontaux (d’espéce hote a espece hote) et la manipulation de la

reproduction des hotes (Werren 1997).
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Comme d’autres bactéries symbiotiques d’arthropodes dites « parasites du sexe » tels que
Cardinium spp., Arsenophonus spp., Flavobacteria spp. et Spiroplasma ixodetis, Wolbachia induit divers
effets sur la physiologie reproductive des hotes (Duron et al. 2008). Ceux-ci sont comparables a la
définition des « phénotypes étendus » (Dawkins 1982) car 1'expression des effets de Wolbachia se lit a

travers le phénotype de I'hote.

A.2- Wolbachia et les associations obligatoires.

Chez les nématodes filaires, aucune altération de la reproduction induite par Wolbachia n’a été
observée. Au contraire, sa présence est nécessaire au développement de son hote (Hoerauf ef al. 1999,
Taylor et al. 2005). En effet, les premieres études effectuées sur le nématode Litomosoides sigmodontis
ont montré que l'élimination de Wolbachia par des traitements antibiotiques provoquait l’arrét de
croissance et la stérilité de 1'hdte (Hoerauf et al. 1999). D’autres résultats ont ensuite confirmé les
conséquences néfastes de I'élimination de Wolbachia sur la physiologie de 1'hote incluant Iinhibition
de I'embryogeneése ou encore la mort des adultes (Taylor et al. 2005). Aujourd’hui, la communauté
scientifique s’accorde a considérer les relations entre Wolbachia et nématodes filaires comme

mutualistes.

A3 - Wolbachia et les associations facultatives.

A ce jour, les effets de Wolbachin les mieux documentés sont ceux conduisant a
I'incompatibilité cytoplasmique (IC), a la parthénogenese, a la mort ou la féminisation des males. Les
effets de Wolbachia ne se résument pas a ces cas détaillés ci-apres mais il semble que, selon le type
d’association facultative, différents degrés soient observés dans la gamme allant des effets bénéfiques
aux effets pathogenes. Dans certains cas la présence de Wolbachia peut étre corrélée a I'augmentation
de la survie et/ou de la fécondité de son hote (Vavre ef al. 1999, Dobson et al. 2004, Fry et al. 2004). La
bactérie peut aussi avoir des effets bénéfiques sur des traits qui ne concernent pas la reproduction de
I'hote en participant a sa protection contre des virus ou champignons pathogenes (Panteleev et al.
2007, Hedges et al. 2008, Teixeira et al. 2008). A I'opposé, une souche pathogene de Wolbachia (wMel
popcorn) infectant Drosophila melanogaster entraine en proliférant chez 1'adulte la dégénérescence des

tissus hotes et réduit séverement son espérance de vie (Min et Benzer 1997, McGraw et al. 2002).
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Figure 3: L'incompatibilité cytoplasmique.
[llustration du phénotype d’incompatibilité cytoplasmique unidirectionnelle. Est représentée la proportion d’individus
infectés a la descendance suite a différents croisements. On suppose que les symbiotes sont transmis a tous les descendants.

Les individus infectés par Wolbachia sont en noir, les non infectés en blanc, les males sont représentés par &, les femelles par
Q. D’aprés Rigaud et Rousset 1996.
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a) L'incompatibilité cytoplasmique.

L’IC se manifeste par une mortalité embryonnaire anormalement élevée dans la descendance
issue de croisements entre des males infectés par Wolbachia et des femelles non-infectées (Moret et al.
2001, Bourtzis et Miller 2003) (Figure 3). L'IC peut également s’exprimer lors de croisements entre
males et femelles porteurs de souches ou variants bactériens différents (O'Neill et Karr 1990) (Figure
3). L’intensité de I'IC induite par Wolbachia varie de 50 a 100% et est proportionnelle a la quantité de
symbiotes hébergés et a I’dge des males (Charlat et al. 2001). L’IC constitue a ce jour le phénotype le
plus fréquemment décrit qui a été démontré principalement chez des insectes mais également chez
trois especes d’isopodes terrestres : Porcellio dilatatus petiti (Legrand et al. 1978), P. d. dilatatus (P. Greve,
communication personnelle) et Cylisticus convexus (Moret et al. 2001).

Selon certaines hypotheses, I'IC provoque une asynchronie du cycle cellulaire entre les noyaux
paternel et maternel lors de la premiere division de mitose apres fécondation (Tram et Sullivan 2002,
Tram et al. 2003). Lors de croisements incompatibles, la condensation incomplete des chromosomes
paternels en prophase entraine, en anaphase, un retard de migration des chromatides males vers les
poles de la cellule par rapport a celles de la femelle. Le résultat se traduit par un arrét du
développement des embryons et un avortement (O'Neill et Karr 1990, Callaini et al. 1997, Tram et
Sullivan 2002). Peu d’éléments nous permettent de connaitre de fagon claire les mécanismes
moléculaires de I'IC. Chez les males, il est probable que la présence de Wolbachia modifie 1'expression
de certains genes au cours de la spermatogenese par interaction avec la chromatine de 1'hote. Une
étude récente révele que les effets de la bactérie s’installent bien avant I’entrée en mitose (Landmann et
al. 2009). Les résultats démontrent qu'une réplication incompléte et qu'un retard d’incorporation des
histones lors de la condensation des chromosomes paternels sont a 1'origine de la perturbation du

cycle cellulaire (Landmann et al. 2009).

b) La parthénogenese.

La parthénogénese thélythoque se traduit par le développement exclusivement de femelles
dans la descendance de certaines especes d’hyménopteres, collemboles, thrips et acariens (Stouthamer
et al. 1993, Schilthuizen et Stouthamer 1997, Bourtzis et Miller 2003, Kremer et al. 2009a).
Habituellement, chez ces especes, les ceufs fécondés (diploides) se développent en femelles alors que
les ceufs non-fécondés (haploides) se développent en males (Stouthamer et al. 1993). Wolbachia induit
la diploidisation des ceufs non fécondés entrainant leur développement en femelles. Les femelles
infectées produisent ainsi jusqu’a deux fois plus de filles (thélytoquie) que les femelles non infectées

favorisant ainsi la transmission de Wolbachia (Schilthuizen et Stouthamer 1997).
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Figure 4: Le male-killing.

Illustration du phénotype de « male-killing ». Est représentée la proportion d’individus infectés a la descendance suite
a différents croisements. On suppose que les symbiotes sont transmis a tous les descendants. Les individus infectés par

Wolbachia sont en noir, les non infectés en blanc, les males sont représentés par 7, les femelles par Q.
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Figure 5: La féminisation.
[lustration du phénotype de féminisation. Est représentée la proportion d’individus infectés a la descendance suite a
différents croisements. On suppose que les symbiotes sont transmis a tous les descendants. Les génotypes des individus (WZ

ou ZZ) sont indiqués. Les individus infectés par Wolbachia sont en noir, les non infectés en blanc, les males sont représentés

par &, les femelles par Q. D’apres Rigaud et Rousset 1996.
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c) Le male-killing.

Le male-killing (MK) correspond a la mort des embryons males chez certaines espeéces
d’insectes infectées par Wolbachia (Hurst et Jiggins 2000, Jiggins et al. 2000) (Figure 4). Infecter les
males apparait alors comme une impasse évolutive pour les bactéries. Une transmission inférieure a
100% empéche néanmoins 'extinction des populations naturelles. Compte tenu du faible nombre de
males, la forte consanguinité entre individus au sein d’une population favorise le maintien et la
transmission de la souche native de Wolbachia infectant la population (Werren 1997). Dans certains cas,
les ceufs males non-éclos servent de source d’énergie aux individus femelles apres leur éclosion. Cela
augmente la valeur sélective des femelles et bénéficie du méme coup aux Wolbachia dont elles sont

porteuses (Hurst et Randerson 2002).

d) La féminisation.

Des sex-ratios déséquilibrés en faveur des femelles ont été longtemps observés chez les
crustacés isopodes terrestres (Vandel 1941). La féminisation des males génétiques par Wolbachia a été
historiquement démontrée chez plusieurs especes d’isopodes terrestres (Martin et al. 1973, Bouchon et
al. 2008). Afin d’assurer sa transmission a la descendance, Wolbachia colonise principalement les
ovocytes ou sa présence induit la différenciation des embryons génétiquement males en femelles
fonctionnelles capables de se reproduire et d’engendrer une descendance (Rigaud et al. 1997). Ainsi, le
sex-ratio de la descendance est fortement biaisé vers les femelles (Figure 5). Le taux de transmission
n’est pas de 100% si bien que quelques ovocytes (~10 a 20%) échappent a 'infection et assurent, par ce
biais, la persistence de males dans les populations (Bouchon et al. 2008).

Aujourd’hui, la prévalence de Wolbachia est estimée a 61% des espéces d’isopodes terrestres
(Bouchon et al. 2008). Le phénomene de féminisation n’a été clairement démontré que chez 3 especes
d’isopodes terrestres: A. vulgare et A. nasatum (Rigaud et al. 2001, Cordaux et al. 2004) et Oniscus asellus
(Rigaud et al. 1999). Ce phénotype a également été fortement suspecté chez neuf autres especes
infectées : Porcellionides pruinosus, Porcellio scaber, A. album, Sphaeroma hookeri, S. rugicauda, Asellus
aquaticus, Ligia oceanica, Chaetophiloscia elongata et Philoscia muscorum (Bouchon et al. 2008). Parmi les 39
especes d’isopodes infectées par Wolbachia répertoriées a ce jour, A. vulgare et P. pruinosus présentent
I'originalité d’étre infectés par trois souches bactériennes différentes (Bouchon et al. 1998, Michel-

Salzat et al. 2001, Cordaux et al. 2004, Verne et al. 2007).
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Figure 6: Détermination du sexe chez les isopodes.

Photographies de la face ventrale du pléon de trois phénotypes sexuels d’Armadillidium vulgare. De gauche en droite,
(A) un male (deux stylets copulateurs ou endopodytes), (B) une femelle (pas de stylets copulateurs, mais des ouvertures
génitales non visibles a la base des pattes) et (C) un intersexué¢ femelle (femelle fonctionnelle possédant deux stylets
copulateurs trés courts, asymétriques et non fonctionnels). Il existe également des intersexués stériles dits intersexués males

car ils possedent deux endopodytes incomplets.
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Chez A. vulgare, une premiere souche wVulC est connue comme féminisante (Rigaud et al.
2001) et son génome est en cours de séquencage (projet Européen Euwol). Une seconde souche
(wVulM) a elle aussi un effet féminisant (Cordaux et al. 2004) tandis que la troisieme (wVulP),
découverte récemment, est une souche recombinante des deux premieres (Verne et al. 2007). Ces trois
souches peuvent coexister au sein d’'une méme population de cloportes mais, contrairement a ce qui
est observé chez les insectes, aucun cas d’infection multiple d’'un méme individu n’a été répertorié
dans la nature. Ces trois souches sont susceptibles d’avoir des stratégies évolutives, des prévalences et
impacts différents dans les populations d’A. vulgare (Verne 2007, Lachat 2009).

La féminisation des males génétiques par Wolbachia a également été démontrée chez un
lépidoptere (Hiroki et al. 2002, Hiroki et al. 2004, Narita et al. 2007) et chez une espéce de cicadelle chez
laquelle on observe de nombreux intersexués femelles (Negri et al. 2006). Néanmoins, le modele
isopode se différencie des autres dans la mesure ot la détermination du sexe est presque entierement
contrdlée par la bactérie Wolbachia (Bouchon et al. 2008). En effet, chez A. vulgare, le systéeme de
détermination du sexe est une hétérogamétie femelle : les males sont homogamétiques ZZ alors que
les femelles sont hétérogamétiques WZ (Juchault et Legrand 1972, Legrand et al. 1987) (Figure 6). Les
males possedent néanmoins 1’ensemble du matériel génétique nécessaire pour devenir des femelles
puisqu'en présence de Wolbachia, ils se développent en femelles fonctionnelles de génotype ZZ. Ils
sont capables de transmettre les bactéries a leurs descendants qui se développeront a leur tour en
femelles fonctionnelles. Comme ces femelles ZZ produisent beaucoup plus de filles comparées aux
femelles génétiques WZ, ces dernieres finissent par disparaitre completement de la population
(Caubet et al. 2000, Bouchon et al. 2008). Pour autant, 'action de Wolbachia peut s’avérer parfois
inefficace ou incomplete. Tel peut étre le cas quand, dans les populations naturellement infectées (chez
P. pruinosus ou O. asellus par exemple), sont observés des individus de phénotype intersexué (Figure
6) ou des males infectés a I’age adulte (Marcadé et al. 1999, Rigaud et al. 1999).

Bien que le mécanisme de la féminisation ne soit pas encore totalement identifié, Wolbachia
inhibe la différenciation des glandes androgenes, lieu de synthése de 1'hormone androgene (HA)
(Martin ef al. 1999). Cette hormone, de nature protéique (cas exceptionnel dans le réegne animal), est
responsable du développement des caracteres sexuels males (Martin ef al. 1990). Libérée dans la
circulation chez I’adulte, cette hormone assure la différentiation des caracteres sexuels males a chaque
mue de l'animal. L'injection d’'HA a de tres jeunes femelles entraine leur développement en males
fonctionnels, démontrant ainsi que les femelles possédent 1'ensemble du matériel génétique nécessaire

pour devenir des males. La différenciation male est donc totalement sous le contrdle de cette hormone.
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Dans le cas des intersexués, il est supposé que la charge bactérienne est trop faible durant le
développement embryonnaire pour empécher la différenciation de la glande androgene mais
suffisamment élevée a 1'age adulte, pour que les récepteurs a I’AH soient inactivés menant a une
féminisation partielle ou a la persistance de males infectés (Rigaud et Juchault 1995, Bandi ef al. 2001).

La féminisation d'embryons males infectés par Wolbachia pourrait donc résulter de 1'inhibition
précoce au cours du développement de I'expression et/ou de I'action de I’AH ou de son récepteur, les
gonades s’engageant alors par défaut vers la voie femelle. Autrement dit, il est supposé que des
effecteurs libérés par Wolbachia interagissent avec les mécanismes moléculaires de la différenciation de
la glande androgene, que ce soit au niveau du récepteur de I’AH par compétition, par blocage de son
expression ou au niveau de la transduction du signal généré par la fixation du ligand sur son
récepteur. Pour compléter notre compréhension des processus moléculaires sous-jacents a
I'endosymbiose a Wolbachia et a ses différents phénotypes étendus, il est donc nécessaire de mieux

connaitre les voies de sécrétion possibles de Wolbachia.

e) La transition vers le mutualisme.

Chez les arthropodes, un hyménoptere parasitoide, Asobara tabida, est dépendant de la
présence de wAtab3, l'une des trois lignées de Wolbachia présentes chez cet hote: wAtab3 est
nécessaire a la réalisation de l'ovogenese (Dedeine ef al. 2001, Dedeine et al. 2005). Bien que l'on
retrouve encore, dans la nature, des populations d’A. tabida non infectées, ce cas illustre une transition
d’une symbiose facultative vers une symbiose obligatoire. Des résultats récents chez A. tabida et des
drosophiles révelent que Wolbachia permet également de réduire la concentration de fer circulant
protégeant ainsi les cellules hotes du stress oxidatif et de ’apopotose (Brownlie et al. 2009, Kremer et
al. 2009b). Ces effets étendent alors les possibles conséquences de la présence de Wolbachia sur

I’évolution des hotes.
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Figure 7: La sécrétion chez les bactéries Gram-négatives.

Représentation schématique des deux voies principales de sécrétion d’effecteurs chez les bactéries Gram-négatives,
soit en deux étapes (export puis sécrétion) ou bien en une seule étape (translocation). Crédit pour 1’enveloppe bactérienne

(http://stl_bjb.ac-dijon.fr/microbio/image/grammoins.jpg).
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B.La communication entre Wolbachia et ses

hotes.

Au méme titre que d’autres bactéries exclusivement intracellulaires, Wolbachia doit faire face a
certaines contraintes: supprimer ou éviter les défenses de I'hdte et modifier localement
I'environnement cellulaire pour satisfaire a ses besoins nutritionnels, sa reproduction et sa
transmission. Or 1'héte, qui doit controler toute intrusion via son systeme immunitaire, est en fait
incapable de se débarrasser de Wolbachia. Il est alors supposé que Wolbachia n’est pas reconnue et
échappe aux défenses de 1'hote. La capacité des Wolbachia a échapper au systéme immunitaire, a se
maintenir et a coloniser différents types cellulaires ou différents hotes suppose que les bactéries sont

capables d'interagir avec les molécules impliquées dans différents processus physiologiques de 'hote.

B.1 - Les barrieres membranaires.

Chez les bactéries a Gram négatif, les effecteurs modifiant la biologie de I'hote doivent
franchir au moins deux obstacles que sont les membranes interne et externe de la paroi bactérienne,
toutes deux hydrophobes et donc imperméables aux composés hydrophiles. La sécrétion de
substances est alors réalisée au moyen de différentes stratégies: la translocation en deux étapes
comprenant d’abord l'export a travers la membrane cytoplasmique puis une sécrétion a travers la
membrane externe de la bactérie ou bien la translocation d’effecteurs a travers les deux membranes en
une seule étape (Figure 7). Les systéemes de sécrétion permettent donc aux bactéries de transférer, dans

le cytoplasme de la cellule hote, des protéines ou complexes ADN-protéines.

B.2- Les différentes stratégies de sécrétion

possibles.

Historiquement, la sécrétion de protéines a été étudiée de maniere plus extensive chez des
bactéries a Gram négatif pour la plupart pathogenes. A ce jour, six principaux systémes de sécrétion
de protéines ont été mis en évidence et classés du Systeme de Sécrétion de Type I (T1SS) au Type VI

(T6SS) (Henderson et al. 2000, Economou et al. 2006).
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Figure 8: Les systémes de sécrétion chez les bactéries Gram-négatives.

Représentation schématique des différentes structures de sécrétion d’effecteurs et de leur localisation cellulaires chez
les bactéries Gram-négatives (Desvaux et al. 2009). Les fleches noires indiquent les différentes voies suivies par les protéines
dirigées vers la membrane interne alors que les bleues représentent le devenir des protéines ne possédant pas de peptide
signal dans leur région N-terminale. Les effecteurs sont dans certains cas ancrés au niveau de la membrane externe (i) comme
tel est le cas des protéines du T5SS; (ii) dans d’autres impliqués dans la structure de pili (T3SS, T2SS, pilus T via un T4SS,
pilus de type I via le T7SS (chaperone—usher pathway) ou curli via le T8SS (extracellular nucleation-precipitation pathway
)); (iii) relargués dans le milieu extracellulaire ou (iv) directement injecté dans un autre organisme (bactérien ou eucaryote)
via un T3SS ou un T4SS. Les fleches rouges sont associées aux voies de sécrétion, les violettes lices a I’intégration des
protéines membranaires (IMP). Les vertes enfin se limitent aux voies d’export. Les protéines sécrétées sont représentées en

bleu et celles exportées en vert.
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Un consensus scientifique est attendu pour classer des systéemes auxiliaires dans deux
nouvelles catégories (T7SS et T8SS) (Desvaux et al. 2009, Tseng et al. 2009). Néanmoins, le terme
sécrétion doit étre réservé au transfert d’effecteurs a travers la membrane externe des bactéries Gram-

négatives vers le milieu environnant (Figure 8).

a) L’export a travers la membrane interne.

La sécrétion d’effecteurs peut se décomposer en deux temps, (1) 'export des protéines a
travers la membrane interne vers 1'espace périplasmique par les systemes Sec (Secretion), Tat (Twin-
arginine translocation) ou holin (hole forming) et (2) le transport a travers la membrane externe par
des systemes de sécrétion (Figure 8). Dans un premier temps, les protéines sont exportées du
cytoplasme vers le périplasme de la bactérie par des mécanismes impliquant la reconnaissance, par
I'intermédiaire de chaperones, d'une séquence signal spécifique des préprotéines et le transport actif

de ces molécules vers et a travers la membrane interne, grace a des translocases (Economou 1999).

b) La sécrétion via des systemes adaptés.

Une fois dans 1'espace périplasmique, les protéines exportées peuvent y rester, s’ancrer dans
la membrane externe ou bien, dans un second temps, étre sécrétées par des systemes de sécrétion
adaptés de type II, IV, V, VII et VIII (Hueck 1998). Ces derniers représentent autant de mécanismes
permettant la sécrétion des déterminants bactériens a travers la membrane externe (Kostakioti ef al.
2005) (Figure 8). Le Systeme de Sécrétion de Type II (T2SS) est responsable du transport extracellulaire
d’une variété d’enzymes et de toxines (Sandkvist 2001a, 2001b). L’exemple le mieux étudié reste celui
des 14 genes contigus composant le T2SS de Klebsiella oxytoca (Enterobacteriaceae) responsable de la
sécrétion de la pullulanase PulA (Hueck 1998). Le T5SS comprend lui, le systeme de sécrétion a deux
partenaires (TPS) et les autotransporteurs (AT) qui assurent leur propre transport a travers la
membrane externe des bactéries (Kostakioti ef al. 2005). Il contient trois domaines: une séquence
signal amino-terminale pour son export via le systeme Sec, un domaine interne dit a-domaine
passager, un [3-domaine carboxy-terminal (Kostakioti et al. 2005). Ce dernier s’incorpore dans la
membrane externe et forme un pore pour I'a-domaine qui reste soit a la surface de la bactérie ou est
relachée dans l'environnement externe (Kostakioti et al. 2005). Les exemples sont nombreux mais I'on
peut citer la sécrétion de VacA chez Helicobacter pylori (Schmitt et Haas 1994). Longtemps considéré
comme systeme de type V (Thanassi et al. 2005), le systeme de sécrétion chaperon/guide (CU,
« Chaperon-Usher ») a été récemment proposé comme appartenant a un nouveau Type VII (T7SS)

(Desvaux et al. 2009, Tseng et al. 2009).
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Ce systeme requiere la participation de deux composants, une protéine chaperone dans le
périplasme et un guide ancré dans la membrane externe (Kostakioti et al. 2005). L’exemple le mieux
connu est celui permettant 1’assemblage des pili de type P et ceux de type I chez la souche Escherichia
coli enteropathogene (Thanassi et al. 2005, Remaut et al. 2008). L’appartenance a un T8SS est suggérée
pour la sécrétion « extracellular nucleation-precipitation pathway » (ENP) offrant la possibilité aux
bactéries pathogenes comme E. coli d’'interagir spécifiquement avec son hote et de former un biofilm
(Stathopoulos et al. 2000, Kostakioti et al. 2005, Desvaux et al. 2009).

Les voies de sécrétion permettent également la sécrétion directe (en une étape) d’agents
bactériens du cytoplasme vers l’environnement extérieur. Celles-ci comprennent les Systemes de
Sécrétion de Type I, I1I, IV et VI (T1SS, T3SS, T4SS et T6SS) (Figure 8). Le T1SS comprend des protéines
transporteur ABC (« ATP-binding cassette »), des protéines de fusion membranaire (MFP) et des
protéines s’ancrant dans la membrane externe (OMP). Ce systeme est utilisé par de nombreuses
bactéries Gram-négatives pour la sécrétion de toxines, protéases ou lipidases (Binet et al. 1997) telles
I'hémolysine a (HlyA) chez E. coli (Gentschev et al. 2002). Le type III est certainement le mécanisme de
sécrétion le plus étudié (Cornelis 2006, Economou ef al. 2006). Il met en jeu une vingtaine de protéines,
dont beaucoup sont des homologues des composants de la biosynthese des flagelles (Medini et al.
2006). Apres I'adhérence de la bactérie a la surface cellulaire hote, ce systeme permet la sécrétion de
protéines capables de détourner les défenses immunitaires, d’induire l’apoptose, ou encore de
réorganiser l'actine du cytosquelette chez 1'hote (Coburn et al. 2007). Le T6SS est également une
structure tubulaire nécessitant I’action d'une ATPase hexamérique (ClpV) pour le transport a travers
I'enveloppe bactérienne d’Agrobacterium tumefaciens ou de Vibrio cholerae (Filloux et al. 2008, Wu et al.
2008).

La sécrétion des molécules peut enfin s’effectuer par un Systéeme de Sécrétion de Type IV
(T4SS) en une seule étape ou bien apres l'export préalable par le systeme Sec (Figure 8). De plus, le
T4SS possede l'originalité de pouvoir réaliser le transport de protéines seules ou de complexes ADN-
protéines (Christie 1997). Un grand nombre de molécules peuvent donc transiter via ce systeme vers le
milieu extérieur ou vers la surface de la bactérie (Aly et al. 2008). La superfamille des T4SS a été
subdivisée en deux classes (Christie et Vogel 2000). Le premier groupe (T4aSS) réunit les types dont
les genes sont homologues des genes virB et virD d’A. tumefaciens et des genes Ivh (Legionella Vir
Homolog) de Legionella pneumophila (Segal et al. 1999). Le second groupe (T4bSS) contient les genes
proches des genes dot/icm (pour Defective in Organelle Trafficking / Intra-Cellular Multiplication) de
L. pneumophila et les genes du plasmide ColIB-P9 (Incl) de Shigella flexnerii (Segal et al. 1999, Christie
2001, Sexton et Vogel 2002, Cascales et Christie 2003).
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Les deux catégories partagent néanmoins une origine commune avec la machinerie de
conjugaison bactérienne des bactéries a Gram négatif et positif (Christie 2001, Medini et al. 2006).
Initialement, différents T4SS ont été caractérisés d’abord chez de nombreux pathogenes puis
découverts chez de simples bactéries parasites conférant alors au T4SS un role plus large que celui
d’étre impliqué dans les effets pathogenes. Bien que la plupart de ces T4SS injectent leurs substrats
directement dans le cytosol de la cellule eucaryote comme cela a été démontré pour les T3SS (Blocker
et al. 2008), les fonctions de la famille du T4SS sont regroupées en trois catégories (Backert et Meyer
2006):

e La conjugaison assurant le transfert d’ADN vers une cellule réceptrice cible. Le
systeme [vh de L. pneumophila fonctionne ainsi.

e La « compétence ou libération d’ADN » permettant 1'échange d’ADN avec le milieu
extracellulaire. Il a été montré que le systeme Dot/Icm de L. pneumophila remplit cette
fonction et est nécessaire pour la virulence des bactéries.

e Le transport d’effecteurs qui consiste en la sécrétion de molécules effectrices
bactériennes vers les cellules eucaryotes durant l'infection des plantes ou d’animaux.
Par exemple, le systeme pt! permet le transport de la toxine pertussique de Bordetella

pertussis vers 1'extérieur de la bactérie.

En 2000, Masui et ses collegues furent les premiers a mettre en évidence l'existence de genes
codant un T4aSS homologue a celui d’A. tumefaciens chez les souches de Wolbachia wTai (cricket de
Taiwan) et wKueYo (pyrale de la farine de Méditerranée) (Masui et al. 2000). Par la suite, le
séquengage des génomes de différentes souches de Wolbachia (Figure 9) : wMel infectant le diptere D.
melanogaster (Wu et al. 2004), wBm hébergée par le nématode B. malayi (Foster et al. 2005), wPip-Pel
chez le moustique Culex pipiens (Klasson et al. 2008) et wRi souche de D. simulans (Klasson et al. 2009)
ainsi que le séquencage partiel de trois autres souches de drosophiles (Salzberg et al. 2005), ont permis
d’identifier des genes homologues codant un T4SS. Des 2004, les premiéres comparaisons
bioinformatiques n’ayant pas permis de mettre en évidence de genes codant d’autres systemes de
sécrétion chez Wolbachia, 1’attention s’est tournée naturellement vers ceux codant un T4aSS (Wu et al.
2004, Foster et al. 2005, Salzberg et al. 2005). Aujourd’hui, des études ont montré la présence et
I'expression des genes codant un T4SS chez d’autres souches de Wolbachia (Félix 2004, Rances et al.

2008) renforgant la nécessité d’approfondir la relation entre T4SS et «virulence» de wVulC.
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Type de relation hote/bactérie:

- Incompatibilité Cytoplasmique
- Parthénogenese

[ Male Killing
I Feminisation Souche de Etatdu  Taille du
W lisme Welbachia Espéce hote Taxonomie projet  génome Référence ou leaders de projet
I inconnu
wMel Drosophila melanogaster Diptere Acheve 127 Wuetal 2004
wMelPop  Drosophila melanogaster Diplére En cours 130  O'NeillS.L.
wAu Drosophila simulans Diptére ? ? O™Neill S.L.
wWil Drosophila willistoni Diptére Incomplet ? Institut J. Craig Venter
w Uni Muscidifurax uniraptor Hyménoptére  Incomplet ? Klasson et al. 2009
0 wVitA Nasonia vitripennis Hyménoptére  En cours ?  Werren I, Richards S.
wRi Drosophila simulans Riverside Diptére Achevé 145  Klasson et al. 2009
W Sim Drasophila simulans Diptére Incomplet ? Salzberg et al. 2005
W Ana Drosophila ananassae Diptere Incomplet ? Salzberg et al. 2005
0 wValC Armadillidium vulgare Isopode Encours  -175  Gréve P., Bouchon D., Garrett R.A
wCit Diaphorina citri Hémiptére  En cours 1,06  Hunter W., Ping Duan Y .. Shatters R., Hall D.
o wNo Drosophila simulans Nouméa Diptére ? ? Projet abandonné?
0 wPipPel  Culex quinquefasciatus Pel Diptére Incomplet 148  Klasson et al. 2008
wPip-JHB  Cnlex quinguefasciatus Johannesbourg  Diptére Incomplet 1,54 Salzberg er al. 2009
wBolla Hypolimnas bolina Lepidoptére  Encours  -1.60  Duplouy A, O'Neill S.L.
wDim Dirofilaria immitis Nématode  Encours  -1.00 BandiC., Slatko B.
W Ovo Onchocerca volvulus Nématode  Encours  -1.10  Taylor M., Blaxter M., Slatko B.
wBm Brugia malayi Nématode Achevé 1,08  Foster et al. 2005

Figure 9: Les projets de génomes de Wolbachia.

Liste des génomes de Wolbachia actuellement publiés ou en cours de séquengage. Seuls trois génomes sont a ce jour

complets (WRi, wMel et wBm) alors que d’autres publiés ne sont pas encore totalement assemblés (wPip-Pel, wAna, wSim,

wUni). D’autres génomes sont en cours de séquencage ou d’assemblage. L’arbre phylognénétique a été construit a partir de

I’alignement du géne wsp (~500 bp) et par la méthode de maximum de parcimonie dans Mega4. Les quatre supergroupes de

Wolbachia (A-D) impliqués sont représentés sur 1’arbre. Les couleurs de branches correspondent au type de relation

entretenue entre Wolbachia et son hote.
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Les génomes de plusieurs souches de Wolbachia sont actuellement séquencés dans le cadre
d'un projet européen Euwol coordonné par K. Bourtzis (Université de loannina, Grece) (Figure 9)
(Oehler et Bourtzis 2000). Celui de wVulC, seul génome de souche féminisante, est lui en cours
d’assemblage et d’annotation par des collegues partenaires du projet Euwol (R.A. Garrett, Danish
Archea Centre, Université de Copenhague, Danemark). Nous avons donc a ce jour la possibilité
d’explorer l'information contenue dans 51 contigs. Ceux-ci représentent un total d’environ 1,6 Mb de
séquences ADN alors que la taille du génome avait été estimée a 1,75 Mb apres électrophorese en
champ pulsé (Félix 2004). Les premieres analyses ont permis de confirmer la présence des opérons vir
du T4SS chez cette souche. Parallelement, I"analyse des génomes a aussi conduit a identifier des
effecteurs bactériens potentiels dont les protéines a domaines ankyrines qui pourraient étre sécrétés
par le T4SS et étre impliqués dans le dialogue moléculaire entre Wolbachia et son hote (Fenn et Blaxter

2006).

B.3- Les protéines a domaines ankyrines: des
candidats impliqués dans la communication

entre ’hote et la bactérie.

Dans la bibliographie, une grande variété de déterminants bactériens, transitant notamment
via un T4SS, a été mise en évidence. L’identification de genes ank codant des protéines a motifs
ankyrines (ANK) suscite l'intérét de la communauté a Wolbachia pour différentes raisons. Les motifs
ANK longs de 33 acides aminés respectent d’abord une structure particuliere dite “helix-loop-helix”,
succession de feuillets 3 et de boucles déterminant des angles de 90°. De tels motifs sont reconnus
pour interagir entre eux et étre a la base d’interactions protéine-protéine chez les eucaryotes (Bork
1993, Sedgwick et Smerdon 1999, Mosavi et al. 2004). Derriere cette quasi-uniformité de structure se
cachent une incroyable diversité de fonctions dont la régulation du développement, du cycle
cellulaire, de la transcription ou encore l'interaction avec le cytosquelette et la membrane des cellules
(Bork 1993, Sedgwick et Smerdon 1999, Mosavi et al. 2004).

De maniere générale, virus et bactéries sont dépourvus de genes ank et leur origine est
supposée eucaryote. Or, les génomes de Wolbachia contiennent une quantité exceptionnellement
importante de génes ank. Il est a noter que le nombre de ces génes est plus faible chez wBm, Wolbachia
de filaire, car on ne retrouve chez cette souche ni prophage ni génes ank associés a ces régions (Foster
et al. 2005). Par ailleurs, il est supposé que de telles protéines peuvent étre sécrétées par le T4SS de

Wolbachia et interagir avec les molécules de I'hdte via leurs motifs ANK.
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Les démonstrations récentes du transfert de la protéine AnkA par un T4aSS chez Anaplasma
phagocytophilum, proche parent de Wolbachia, renforcent également l'intérét pour cette famille de genes
(Caturegli et al. 2000, Park et al. 2004, Lin et al. 2007). D’autres cas viennent étayer notre hypothese : les
protéines ANK de L. pneumophila and Coxiella burnetii transitent par un T4bSS pour perturber le
fonctionnement de cellules de protozaires ou d’humains (Seshadri et al. 2003, Al-Khodor et al. 2008,
Habyarimana et al. 2008, Pan et al. 2008, Voth et al. 2009). Enfin, des hypotheses formulées par Sinkins
et collegues (2005) proposent une implication de ces genes ank, notamment le gene pk2, dans le
phénotype d’'IC induit par Wolbachia chez Culex pipiens. Les analyses génomique et transcriptionnelle
chez différentes souches ont montré notamment que ce méme gene, appartenant a un prophage de
Wolbachia, possede un codon stop prématuré chez une souche wAu ne réalisant pas d’IC en
comparaison avec wMel dont le phénotype est I'IC (Iturbe-Ormaetxe et al. 2005). Le gene homologue
chez plusieurs variants wPip capables d’induire différents degrés d’IC chez C. pipiens possede
également des profils d’expression différentielle selon le sexe et les populations d’origine (Sinkins et
al. 2005). Ces premiers résultats montrent que les ankyrines pourraient étre exportées vers le

cytoplasme de I'hote et étre impliqués dans ’expression des phénotypes de Wolbachia.
C.Probléematique et objectifs.

Wolbachia n’est, pour l'instant, ni cultivable ni génétiquement manipulable et l'utilisation de
mutants pour la caractérisation d’effecteurs bactériens n’est donc pas envisageable. L’analyse
comparative des génomes de Wolbachia constitue donc un point de départ a l'identification de
déterminants impliqués dans les dialogues hote/symbiote. Chez Wolbachia, trois classes de genes
présentent un intérét tout particulier car les protéines qu’ils codent pourraient étre impliquées dans
I'expression de certains phénotypes (McGraw et O'Neill 2004, Fenn et Blaxter 2006) :

e les génes du bactériophage intégrés au génome bactérien représentent une source
d’innovation dans leur capacité a introduire ou transférer des genes d’intérét entre
souches différentes.

e certains genes codent un T4SS pouvant sécréter, a travers la paroi bactérienne, des
macromolécules dans le cytoplasme de la cellule hote.

e les genes ank codent des protéines a motifs ankyrines (ANK) pouvant potentiellement
étre sécrétées via un T4SS, interagir avec des protéines de I'hdte et étre impliquées

dans 'altération de la reproduction de 1'hote.
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Au cours de ma thése, jai pu mettre a profit les premiéres données de séquencage de la
souche wVulC et bénéficier des données préliminaires sur le T4SS constituées par la these de Christine
Félix (2004). Ainsi, mes objectifs de these afin d’expliciter les dialogues moléculaires entre Wolbachia et
son hote A. vulgare se sont articulés en trois volets:

e compléter la caractérisation du Systeme de Sécrétion de Type IV chez wVulC et le
comparer au T4SS d’autres modeles.

e identifier et caractériser les protéines a motifs Ankyrine de wVulC.

e étudier les interactions potentielles entre les protéines ankyrines et celles du T4SS

chez wVulC.
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Etude du T4SS chez Wolbachia
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Figure 10: La structure du T4SS chez Agrobacterium tumefaciens.

Représentation schématique de I’assemblage supposé des constituants du T4SS entre eux au niveau de I’enveloppe

d’Agrobacterium tumefaciens. D’apres Backert et Meyer 2006.
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II. Etude du T4SS chez Wolbachia.

A.Obijectifs.

De nombreuses bactéries Gram-négatives utilisent un T4SS pour sécréter a travers 'enveloppe
bactérienne des facteurs de virulence dans le cytoplasme de la cellule hote. Les composants de cette
machinerie de transport forment un complexe multiprotéique codé par 'opéron virB/D comportant
jusqu'a 12 genes (virB1-11 et virD4). Les analyses structurales et biochimiques de ce systeme de
sécrétion ont permis notamment chez 'archétype A. tumefaciens d’identifier trois groupes fonctionnels
de protéines Vir (Beijersbergen et al. 1994, Backert et Meyer 2006, Fronzes et al. 2009) (Figure 10) :

e VirB4, VirBl1 et VirD4: trois ATPases localisées sur la face cytoplasmique de la
membrane interne, assurant I’apport énergétique nécessaire au transport de substrats
a travers le pore, ainsi qu'a I’assemblage du complexe de sécrétion.

e VirB1, VirB3 et VirB6 a B10 ou protéines « core », formant le canal transmembranaire
qui traverse les membranes interne et externe, permettant le transfert des effecteurs
sécrétés vers le milieu extérieur.

e VirB2 et VirB5 constituant un pilus sur la surface bactérienne qui permet le contact

entre la bactérie et la cellule hote.

Dans le groupe des Rickettsiales, les génes du T4SS sont organisés en deux clusters de genes
distincts (au total 8 genes) tous cotranscrits (Brayton et al. 2005, Hotopp et al. 2006, Gillespie et al.
2009). Le premier opéron, virB3-B6 (genes virB3, virB4 et virB6) est distinct du second nommé virB8-D4
(genes virB8, virB9, virB10, virB11 et virD4). Wolbachia pourrait donc utiliser un tel systeme pour
sécréter des macromolécules ciblant les protéines de I'hote et pouvant étre impliquées dans la survie,
la nutrition, la réplication, ou I’expression du phénotype étendu de la bactérie.

La séquence de ces deux opérons, chez wVulC, a été en quasi-totalité obtenue par Christine
Félix au cours de sa these (Félix 2004). Elle a également montré que ces genes s'exprimaient dans les
ovaires d'A. vulgare (Félix 2004). J'ai poursuivi cette caractérisation en deux étapes successives et

complémentaires.
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La premiere a permis d'obtenir la totalité de la séquence des deux opérons, notamment des
extrémités 5' et 3'. Elle a surtout consisté en 1'étude de I'expression de ces genes dans la totalité des
tissus d'A. vulgare. La deuxiéme étape a concerné l'histoire évolutive du T4SS des Wolbachia de
crustacés Isopodes terrestres et d’autres arthropodes. En comparant les séquences et I’organisation de
genes chez différentes souches de Wolbachia, il a été possible de connaitre le degré de conservation de

ce systeme et de juger de son importance dans la biologie des bactéries.

B.Caracterisation et étude transcriptionnelle du

T4SS chez wVulC.

Les résultats obtenus ont fait I’'objet d'une publication portant sur la premiere caractérisation
et étude transcriptionnelle d’un T4SS d’une souche féminisante de Wolbachia [cf. Article 1 : (Félix et al.
2008), p. 33]. Ce travail a été en partie réalisé dans le cadre de la these de Christine Félix qui a mis en
évidence 8 genes orthologues codant un T4SS chez wVulC et chez trois autres souches infectant des
isopodes terrestres (Fig. 1a, Article 1). J'ai ensuite complété les séquences 5' et 3' manquantes de
certains genes ce qui a permis de comparer 1’ensemble des séquences du T4SS de wVulC aux autres
séquences disponibles dans GenBank. L’organisation génétique (Figure 2, Article 1) ainsi que la
séquence des genes ont permis de suggérer une forte conservation du T4SS entre différents génomes
de Wolbachia. De plus, cet ensemble de genes représente plus que le minimum nécessaire au
fonctionnement d’'un T4aSS chez les bactéries Gram-négatives (den Hartigh et al. 2008). II a été
également montré par Southern blot que ces genes vir s'organisent en deux clusters localisés en deux
loci distincts sur le chromosome bactérien (Fig. 1b, Article 1). Ce découpage en deux clusters est aussi
fidele a l'organisation génomique observée chez de nombreuses Rickettsiales (Brayton et al. 2005,
Hotopp et al. 2006, Gillespie et al. 2009). La localisation exacte des deux opérons sur le génome de
wVulC n’est pas encore connue. Néanmoins, chez les autres souches dont le génome complet est
connu, ils sont séparés d’au moins 379 kilobases (Wu et al. 2004, Foster et al. 2005, Klasson et al. 2008,
Klasson et al. 2009). De plus, I'étude de I'expression des genes a permis de montrer que chaque cluster
de genes est co-transcrit en opéron (Fig. 3a, Article 1).

Les analyses par RT-PCR montrent que les genes vir s’expriment dans le tissu d’A. vulgare le
plus riche en Wolbachia, les ovaires en fin de vitellogenése (juste avant la ponte) (Fig. 3, Article 1). Une
particularité du modele isopode est que des Wolbachia sont présentes dans de nombreux tissus que

I'on peut individualiser par dissection.
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Ainsi, j’ai pu montrer l'expression de ces genes dans 1'ensemble des tissus hotes que colonise
la bactérie (Fig. 3b, Article 1). Une PCR emboitée a été nécessaire pour démontrer cette expression
dans le cerveau et les chaines nerveuses (Fig. 3b, Article 1). Ce dernier résultat peut s’expliquer par
une trop faible charge bactérienne dans ces tissus, rendant la détection difficile, ou bien a cause d’une
modulation de I’expression des opérons du T4SS.

Une étude par RT-PCR quantitative ou par hybridation in situ devra étre envisagée pour
déterminer s’il existe un lien direct entre le degré de transcription des genes et la charge bactérienne
par cellule. Un autre enjeu sera d’appréhender les mécanismes qui controlent ou déclenchent
I'expression des genes vir. Chez A. tumefasciens, leur transcription est activée au moyen d’un systeme
régulateur a deux composants VirA/VirG, en réaction a des molécules signal de la plante (Winans et al.
1994). Chez d’autres protéobactéries, la présence de régulateurs spécifiques de la famille LuxR/LuxlI
ajoutée au Quorum Sensing déterminent le contrdle de 1’expression des genes du T4SS (Taminiau ef al.
2002, Delrue et al. 2005, de Jong et al. 2008). Chez les Rickettsiales, la régulation de la transcription du
T4SS a été tres peu étudiée a ce jour. Un facteur de régulation a toutefois été mis en évidence chez
Ehrlichia chaffensis (Cheng ef al. 2006, Wang et al. 2007). Ce facteur EcxR régule I'expression des deux
opérons vir, mais aussi et de maniere synchrone les paralogues des genes vir. Les souches de
Wolbachia dont le génome est connu possedent un homologue de ce gene ce qui offre I'opportunité

d’étudier plus spécifiquement la régulation de I'expression du T4SS chez Wolbachia.

C.Localisation génomique et conservation du

T4SS chez Wolbachia.

La détermination complete de la séquence du T4SS de wVulC nous a permis dans une seconde
publication de prospecter de maniére extensive 1’histoire évolutive du T4SS chez Wolbachia [cf. Article
2 : (Pichon et al. 2009), p. 35]. L’alignement de chaque gene composant le T4SS a été réalisé en intégrant
les séquences disponibles dans GenBank. Nous avons ainsi déterminé des couples d’amorces
consensuelles pour amplifier par PCR l'intégralité des opérons et déterminer 1'organisation des genes
du T4SS chez 27 souches de Wolbachia. Cette étude a été réalisée chez 18 especes d’isopodes terrestres
appartenant a sept des huit familles connues pour héberger Wolbachia (Tableau S1, p. 36). L’analyse a
été également étendue a 9 autres souches de Wolbachia infectant des insectes et des araignées (Tableau

S1, p. 36).
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Figure 11: Phylogénie des Rickettsiales.
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Arbre phylogénétique des Rickettsiales (39 souches) généré par Neighbor-Joining (distance) avec Mega4 a partir de

I’alignement des séquences protéiques concaténées de cinq constituants du T4SS (VirB3,-B4,-B8,-B9,-B11). Les valeurs de

bootstrap obtenues (1000 replicats) sont indiquées au niveau des nceuds au dessus de chaque branche. Les supergroupes ou

clades de Wolbachia sont également indiqués.
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Les résultats ont montré que les genes du T4SS sont présents dans 1’ensemble des souches de
Wolbachia étudiées dans ce projet, quelque soit le phénotype induit (Fig. 1, Article 2). L’analyse des
séquences indique que virB3 et virBll, comme tous les autres genes du T4SS sont des genes
extrémement conservés au sein des Wolbachia et soumis a une sélection conservatrice (Table 1, Article
2). Ainsi, les pressions de sélection s’exercant sur ce systeme de sécrétion restreignent la variabilité de
séquences a 1’échelle nucléique et donc limitent les changements de conformation des protéines. Ce
résultat suggere le role majeur du T4SS dans la physiologie de Wolbachia. Cette notion prend d’autant
plus de poids lorsque l'on sait que le génome de ces bactéries symbiotiques est soumis a des
recombinaisons. Les opérons du T4SS représentent donc des portions de génomes d’au minimum 10
kb dont la structure et les séquences ont été fortement conservées depuis la divergence des
Rickettsiales. A ce propos, la phylogénie réalisée avec les protéines les mieux conservées du T4SS
(VirB3,-B4,-B8,-9 et —B11) révele une topologie similaire a celle obtenue avec d’autres marqueurs
(Figure 11).

Si le nombre, 'ordre et la taille des genes composant les opérons du T4SS sont conservés chez
Wolbachia, les régions flanquantes en 5 et 3’ de I'opéron virB8-D4 sont variables (Fig. 1 et 2, Article 2).
En effet, I'analyse des régions situées en aval de l'opéron virB8-D4 comprend la premiere
caractérisation de séquences d’insertion (IS) dans le génome de wVulC (Fig. 1 et 2, Article 2). Bien que
réduits, les génomes de Wolbachia sont connus pour étre exceptionnellement riches en éléments
transposables qui sont tenus pour responsables de réarrangements occasionnés tout au long du
génome notamment dans la région en 3’ de virD4 (Sanogo et al. 2007). Ce travail m’a aussi permis de
mettre a profit le large spectre de souches de Wolbachia pour aider a caractériser une famille d’IS,
ISWpil, spécifique et tres répandue dans les génomes de Wolbachia [cf. Article 3 : (Cordaux et al. 2008),
p- 38]. Cette étude a montré que ces génomes sont soumis a des épisodes récurrents de prolifération et
de pertes de séquences d’insertion (Fig. 1, Article 3).

De fagon intéressante, certains génes du T4SS sont dupliqués dans le génome de Wolbachia.
Les génomes publiés de Wolbachia ont révélé I'existence des paralogues des genes virB4, virB6, virB8 et
virB9 (Wu et al. 2004, Foster et al. 2005, Klasson et al. 2008, Klasson et al. 2009) (Figure 12). Bien que
détectés dans les contigs issus du séquencage de wVulC (Figure 12), les analyses par Southern Blot
(Félix 2004) n’avaient pas permis d’identifier ces paralogues certainement a cause de leur faible
pourcentage d’identité (34 a 57%). De plus, trois genes virB6 suivent directement en 3’ le premier gene
virB6 de I'opéron virB3-B6 (Fig. 2, Article 2). Nous ne savons pas encore si ces trois paralogues de
virB6 sont cotranscrits chez wVulC avec les autres genes de I'opéron virB3-B6 comme cela a été montré

dans d’autres modeles (Ohashi et al. 2002, Wu et al. 2004, Rances et al. 2008).
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Figure 12: Cartographie génomique des genes vir de Wolbachia.

A T’aide du logiciel pPDRAW 3.2 (www.acaclone.com), sont représentées les localisations génomiques des opérons
vir (virB3-B6 en bleu et virB8-D4 en rouge) ainsi que celles des paralogues des genes virB4-2 (vert), virB8-2 (orange) et
virB9-2 (violet). Les régions vir identifiées chez wVulC sont représentées sous forme de contigs linéaires et sont déssinés a
I’échelle. La localisation génomique de cinq génes marqueurs (fbpA, hcpA, coxA, gatB et fisZ) pour les quatre génomes
publiés (wMel, wBm, wPip-Pel et wRi) est également indiquée. La base 1 des génomes circulaires est arbitrairement la

premiére base du gene fhpA.
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Cependant, les alignements que j'ai réalisés indiquent que les 4 paralogues de virB6 sont ni
alignables entre eux au sein d’une méme souche de Wolbachia ni avec aucun virB6 d’autres
Rickettsiales. Néanmoins ces genes ont été identifiés comme des paralogues de virB6 car ils codaient
des protéines possedant toutes un domaine TrbL caractéristique et étaient capables de s’enchasser
dans la membrane interne d’apres les analyses de prédiction de localisation cellulaire. Une analyse
plus poussée permettrait de déterminer si ces paralogues jouent un role dans la formation du T4SS des
a-protéobactéries en augmentant la variabilité des constituants du pore ou bien s’ils ne sont que le
produit de recombinaisons ou transpositions.

Différents mécanismes peuvent néanmoins étre avancés quant a la présence de paralogues de
genes du T4SS :

e La sélection sur ces genes est neutre et leur maintien dans le génome n’engendre
aucune conséquence pour la bactérie.

e Les genes sont maintenus par conversion génique comme cela a été supposé chez
Anaplasma spp. (Palmer et Brayton 2007, Noh et al. 2008). Les produits de genes sont
alors interchangeables entre eux et ce grace a la conservation de leur structure et de
leur fonction (Seubert ef al. 2003, de Paz et al. 2005).

e Ladivergence des genes a permis de créer de nouveaux roles utiles par exemple pour
I'adaptabilité a de nouveaux hdtes ou conjointement a la nature des effecteurs
sécrétés. Des études récentes montrent également dans le genre Ehrlichia I'implication
des quatre paralogues de VirB6 dans la formation d'un complexe avec VirB9 et des
protéines de la vacuole contenant la bactérie (Niu ef al. 2006, Bao et al. 2009).

Notre approche de mesure des pressions de sélection sur les genes du T4SS n’a pas permis de
mettre en évidence une diversification des séquences au sein de différentes souches de Wolbachia. Au
contraire, les paralogues sont soumis a des pressions de conservation tout comme les autres génes du
T4SS. Aucune marque de sélection positive n’a pu étre mise en évidence sur les régions flanquantes
des opérons. Tout cela suggere que les réarrangements génomiques autour des opérons sont
certainement anciens et indépendants de la nature des régions flanquantes des opérons du T4SS chez

Wolbachia.
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D.Conclusions et perspectives.

Dans tous les tissus d’A. vulgare ou Wolbachia est présente, les génes du T4SS sont exprimés,
cotranscrits et codent des protéines conservées. Chez différentes souches hébergées par des
arthropodes, ces genes ont la méme organisation en opérons que ceux décrits chez d’autres Wolbachia
(Masui et al. 2000, Wu et al. 2004, Foster et al. 2005, Klasson et al. 2008, Rances ef al. 2008, Klasson et al.
2009). Pour montrer le caractere fonctionnel du T4SS de wVulC, d’autres approches sont nécessaires. 11
faudra par exemple localiser au niveau membranaire ou périplasmique les produits Vir bactériens
(Christie 1997, Judd ef al. 2005). Cela permettra de démontrer que les protéines sont bien traduites et
effectivement conduites aux membranes ol se réalise leur assemblage. Or, un anticorps polyclonal
spécifique de VirB6 a été utilisé par nos collegues de Lyon (Drs P. Mavingui et E. Rances) (Rances ef al.
2008). Nous pourrons donc envisager d’« immunolocaliser » les protéines VirB6 au niveau des
membranes de la bactérie wVulC. Puisqu’a ce jour il n’est pas possible d’obtenir de mutants chez
Wolbachia, une des clés permettant de comprendre le role de ce systeme de sécrétion est 'identification
des molécules effectrices passant a travers le canal. Nous avons donc mis a profit les résultats du
séquengage de wVulC, ainsi que les données génomiques disponibles, pour tenter d’identifier des

toxines potentielles.
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Abstract

Wolbachia are maternally inherited o-proteobacteria that induce feminization of genetic males in most terrestrial crustacean isopods. Two
clusters of vir genes for a type IV secretion machinery have been identified at two separate loci and characterized for the first time in a feminizing
Wolbachia. Furthermore, we demonstrated that these operons are transcriptionally active in ovaries and in all other tissues tested, suggesting that
T4SS has a significant role in Wolbachia biology. These observations and the identification of homologous vir genes in Wolbachia strains
infecting insects or nematodes show that vir genes are conserved among Wolbachia strains whatever the phenotype induced by the bacteria.

© 2008 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
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1. Introduction

Bacteria belonging to the Wolbachia genus have been rec-
ognized to infect a wide range of arthropods and some nema-
todes [16]. Wolbachia are maternally inherited intracellular
bacteria that remain difficult to culture. These Gram-negative
bacteria belong to the group of a-proteobacteria and its closest
known relative groups are Rickettsia-like bacteria.

Wolbachia are able to invade and maintain themselves in
numerous arthropod host species by inducing a variety of
reproductive alterations including male feminization in isopod
crustacean species [17], parthenogenetic development in
wasps or mites, male-killing in insect species and cytoplasmic
incompatibility (CI) in isopod or insect species [5]. To date,
nothing is known about bacterial and host genes involved in
induction of these reproductive alterations, and molecular
mechanisms have not yet been elucidated.

* Corresponding author. Tel.: 433 5 49 45 39 81; fax: +33 5 49 45 40 15.
E-mail address: pierre.greve@univ-poitiers.fr (P. Greve).

0923-2508/$ - see front matter © 2008 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
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Feminization is a phenomenon whereby infected genetic
males are converted into functional females by inhibition of
androgenic gland development [17]. Since Wolbachia are ex-
clusively localized in the host cell cytoplasm, it is believed
that the bacterium secretes macromolecules in order to reverse
sexual differentiation. Many Gram-negative bacteria such as
Agrobacterium tumefaciens, Helicobacter pylori, Bordetella
pertussis, Legionella pneumophila, Brucella spp. or Bartonella
spp. use a type IV secretion system (T4SS) to deliver virulence
factors within the cytoplasm of host cells [8]. Amongst obli-
gate intracellular bacteria, T4SS has been found previously
in Rickettsia prowazekii [1] and characterized in Rickettsia-
like bacteria such as Anaplasma phagocytophila and Ehrlichia
chaffeensis, where eight virB and virD genes were clustered at
two separate loci and polycistronically transcribed [15]. Fur-
thermore, five genes coding for the T4SS (virB8, virB9,
virB10, virB11 and virD4) were identified in wTai and in
wKueYO, which are Wolbachia symbionts of the Taiwan
cricket and the Mediterranean flour moth, respectively [13].
More recently, the complete genome sequence of different
Wolbachia strains infecting Drosophila melanogaster (wMel)



482 C. Félix et al. | Research in Microbiology 159 (2008) 481—485

and Drosophila ananassae (wAna), or the nematode Brugia
malayi (wBm) [10], also revealed complete T4SS as two
operons as in Anaplasma and Ehrlichia [15].

Amongst Wolbachia, T4SS has only been identified in the
CI Wolbachia of insects and in the mutualistic Wolbachia of
nematodes. Therefore, in this study, we checked for the pres-
ence of the T4SS in isopod Wolbachia strains that induce
another phenotype, the feminizing wVul, wAse and wPru har-
bored by Armadillidium vulgare, Oniscus asellus and Porcel-
lionides pruinosus, respectively [17]. The presence of T4SS
in a CI Wolbachia of isopod, wPet harbored by Porcellio dila-
tatus petiti, has also been tested.

2. Materials and methods
2.1. Wolbachia strains

Uninfected and Wolbachia-infected terrestrial isopods
A. vulgare, O. asellus, P. dilatatus petiti, P. pruinosus were
reared in the laboratory at 20 °C, on moistened soil with
dead leaves and carrots as food. Wolbachia infection was
checked by PCR using specific wsp primers (Supplementary
data 1).

2.2. Amplification and sequencing of vir genes

DNA extractions were performed from ovaries or testes as
described elsewhere [4]. Several degenerated primer pairs
were designed based on the conserved sequences of vir genes
among A. phagocytophila, E. chaffeensis, wTai, wKueYO,
wMel, wAna or wBm (Supplementary data 1). The DNA frag-
ments amplified by PCR (40 cycles at 95 °C for 1 min, 50 °C
for 1 min, 72 °C for 1 min per kb) using these primers were
sequenced by a dideoxy termination method using the kit
“ABI PRISM™” (Applied Biosystems), according to the man-
ufacturer’s instruction, and using the Walking chromosome
method for long PCR fragments (ESGS or QIAGEN Com-
panies). The sequence data from this study has been sub-
mitted to GenBank under accession numbers AY967767
(phophatase-virD4) and AY967766 (virB3—virB6). The miss-
ing 3’-ends of virB6 and virD4 genes were obtained from
shotgun library clones (whole-genome shotgun-sequencing
project: European Wolbachia project EUWOL). A database
search was carried out with the BLAST program (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

2.3. RNA isolation and transcriptional analysis

Total RNA was isolated from different tissues (ovaries,
hematopoietic organs, hemocytes, nerve chains, brains, gut and
adipose tissue) using the RNeasy Mini-kit according to the man-
ufacturer’s instructions (Qiagen) and reverse-transcribed using
a Thermotranscript kit (Invitrogen-Life Technologies) with ran-
dom hexamer primers at 25 °C for 10 min and at 50 °C for 1 h.
PCR was performed under conditions described above using
primers as indicated (Fig. 3, Supplementary data 1). Nested

PCRs were also realized using internal primers to reveal vir
gene expression in nerve tissues.

2.4. Genomic Southern blot analysis

Genomic DNA extracted from infected ovaries (20 pg) was
digested with restriction endonucleases, electrophoresed and
subjected to Southern blotting. The 4.67 kb virBS—virD4
(virB8-1F/virD4R) and the 2.83 kb virB3—virB6 (virB3-F/
5'virB6-R) PCR fragments were labelled with [a->*P]dCTP by
the random primer method and hybridized to nylon membranes.
Hybridized blots were imaged and analyzed using a phosphorim-
ager (Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA, U.S.A.).

3. Results and discussion

Initially, we successfully amplified the virD4 gene only in
infected ovaries or testes of different isopod species (Supple-
mentary data 2). Hence, based on the conserved sequences
of several vir genes of different Wolbachia strains, several
primer pairs were designed and used to amplify DNA frag-
ments corresponding to two vir gene clusters (Fig. 1a). The
first one, named virB8—virD4 operon, was composed of five

a virB8-D4 operon virB3-B6 operon
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Fig. 1. Detection of virB and virD genes by PCR and Southern blotting. De-
tection of virB3—virB6 and virB8—virD4 operons by PCR (a) using virB3F/
virB6R and phosph-1F/virD4R primer pairs or by Southern blots (b) using
A and B probe, respectively, in different Wolbachia strains harbored by A. vul-
gare (wVul), O. asellus (wAse), P. pruinosus (wPru), P. dilatatus petiti (wPet).
M: DNA size markers. Arrows and arrowheads indicate hybridized fragments.
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tandem genes (virBS8, virB9, virB10, virBl1 and virD4), and
the second one, named the virB3—virB6 operon, was com-
posed of three tandem genes (virB3, virB4 and virB6)
(Fig. 2). Southern blot analysis indicated that these two loci
were not contiguous on the wVul genome (Fig. 1b). Identical
PCR and Southern blot results were found with two other fem-
inizing Wolbachia strains, wAse and wPru, and with the CI
Wolbachia, wPet (Fig. 1a and b). In wPru, the virB8—virD4
operon should have an additional Ncol or a BstXI restriction
site, since two bands of about 2.15 and 2.5 kb have been ob-
served instead of a single 4.67 kb band as determined for other
strains (Fig. 2b). The gene organization of the virB and virD
regions in two separate loci was similar to the corresponding
region of the T4SS in wMel, wAna and wBm [10]. Further-
more, this gene organization in several loci seems to be con-
served among obligate intracellular bacteria: two loci have
also been observed in Amnaplasma sp. and Ehrlichia sp.
[6,9,15], and three loci in Rickettsia sp. [3]. The localization
of the virB and virD genes in two separate loci suggested
that two conditions may be fulfilled to trigger the complete
T4SS assembly [15].

VirB and VirD orthologous proteins of wVul had highest
amino acid identities with those of Wolbachia sp. (69.8—
96.9%), and to a lesser extent with those of E. chaffeensis,
A. phagocytophila and R. prowazekii (17.9—77.4%), all these

a virB3 virB4 virB6
il
» - > < <
<+ <+
[ ]
VirB3F/5'virB6R (A probe) )
Sph | Hae Il
0 1 2 3 4 5 6 7 8
L 1 1 1 1 1 1 1 J
(Kb)
b phosphatase ribA |vir B8 virB9 virB10 virB11 virD4
<>
Nco | BstX |
0 1 2 3 4 5 6 7 8

(Kb)
<+—»: RT-PCR

Fig. 2. Schematic representation of the gene organization of the virB and virD
regions in wVul. ORFs are represented as open boxes, with arrowheads indi-
cating their orientation. Lines with (non-facing) arrows at both ends indicate
the RT-PCR regions in the transcriptional analysis. Bent arrows located up-
stream of virB3 or virB8 gene represent putative transcriptional promoter re-
gions. Open boxes indicate DNA probes used for genomic Southern blot
analysis. The dotted line represents an unsequenced region.

bacteria being obligate intracellular a-proteobacteria (Supple-
mentary data 4). Among Wolbachia sp., Vir proteins of wVul
were closer to those of wTai than to those of wKueYO, wMel,
wAna or wMel, except for VirB10. Of all these Gram-negative
intracellular bacteria, the more conserved proteins were
VirD4, VirB4 and VirB11, which shared, respectively, from
28.3, 30.9 and 28.5% identities with A. tumefaciens to 94.3,
94.4 and 93% identities with wMel or wTai, whereas the
more variable protein was VirB8, with identities ranging
from 21.2% with R. prowazekii to 93.8% with wTai (Supple-
mentary data 4). These proteins are essential components of
the T4SS involved in pore structures or in channel assembly
[8]. All these rickettsiale strains, including Wolbachia, seem
to lack genes orthologous to virBl, virB2 and virB5, and
most of them lack orthologs of the virB7 genes of A. tumefa-
ciens. VirB1 of A. tumefaciens has a motif common to lytic
transglycosylases and it may be involved in the local lysis of
peptidoglycan during transporter assembly [11]. In B. pertus-
sis, it has been shown that this process may be facilitated by
VirB8 [18], but in wVul, VirB8 does not carry any motifs’
characteristic of lytic transglycosylases. Whereas VirB7 is
found in only a subset of T4SS, VirB5 and especially VirB2
are components of the pilus. Their absence therefore indicates
that the wVul T4SS is not involved in attachment to the host
cell, as observed for many free-living or facultative intracellu-
lar bacteria. These observations are consistent with the strict
intracellular lifestyle of Wolbachia and we can thus hypothe-
size that the T4SS of wVul is more likely implicated in intra-
cellular survival or in the localization of the bacteria in an
intracellular niche.

The Southern blot result also revealed the absence of con-
served vir paralogs in all four Wolbachia strains tested. The
number of virB4 paralogs seems to be highly variable, since
isopod Wolbachia strains and E. chaffeensis have a single
virB4 gene, whereas wMel, wBm, Rickettsia sp., Anaplasma
sp. and E. ruminantium have an additional virB4 paralog
[1,3,6,9,10,15]. The gene virB6 seems to have been duplicated
several times in wAna, wBm and the R. prowazekii genomes,
where a cluster of four or five virB6 paralogs is observed
downstream from the virB3—virB6 operon. A second virB§
gene has also been identified in each of these genomes. In
any case, all these paralogs are quite divergent; while, in
wMel the virB8 gene in not transcribed, the three virB6 paral-
ogs are expressed as part of the virB3—virB6 operon. It has
been hypothesized that these three membrane-spanning pro-
teins may constitute putative additional components of the
Wolbachia T4SS (Ref. in [10]).

Two genes upstream from the virB8—virD4 cluster were
also identified: one, in the opposite orientation, encodes
a Ser/Thr protein phosphatase and the other, ribA, encodes a bi-
functional enzyme with the activities of both 3,4-dihydroxy-2-
butanone-4-phosphate synthase and GTP cyclohydrolase II,
which catalyze two essential steps in riboflavin biosynthesis
(Fig. 2). A ribA gene is also localized upstream of the
virB8—virD4 operon of Ehrlichia sp., Anaplasma sp., wMel,
wAna and wBm [10,15]. The intergenic space between ribA
and virB8 (72 bp) genes in wVul was shorter than that in



484 C. Félix et al. | Research in Microbiology 159 (2008) 481—485

E. chaffeensis (134 bp), where putative sequences of promoter
regions for virB8 were found upstream of the transcriptional
initiation sites. One of them was likely to be located within
the 3’ coding sequence of the ribA gene, suggesting that the
expression of ribA may influence the transcription of clustered
virB8—virD4 genes [14]. However, the transcriptional regula-
tion mechanisms of the wVul vir genes remain to be eluci-
dated. A transcriptional regulator named EcxR has recently
been identified in E. chaffeensis [7]. This transcription factor
was shown to activate the expression of all vir operons during
intracellular development. EcxR homologs are present in the

genomes of wBm (58% identity) and wMel (50% identity).
Further works will be needed to identify EcxR homologs in
wVul and to investigate its role in the regulation of vir gene
expression in Wolbachia.

We examined the expression of vir genes in A. vulgare ova-
ries by RT-PCR using overlapping primers (Fig. 3a and Sup-
plementary data 2). A PCR fragment corresponding to each
vir gene pair was detected and showed that virB8, virB9,
virB10, virB11 and virD4 genes were co-transcribed as an op-
eron as well as the virB3, virB4 and virB6 genes. By the same
approach, we showed that the phosphatase and ribA genes
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Fig. 3. Transcriptional analysis of clustered virB and virD genes in ovaries (a) and seven different host tissues (b). RT-PCR was used for transcriptional analysis of
the genes in the virB and virD regions. Primers used and their positions are shown in Supplementary data 1 and Fig. 2. The DNA template control shows the
intensity and specificity of the band detected with each pair of primers. RT+ and RT— indicate, respectively, the presence and absence of reverse transcriptase
in the reaction. Ov: ovaries; Hae: hemocytes; HO: hematopoietic organ; Br: brain; N ch: nerve chain; gut; Ad: adipose tissue; and M: DNA size markers.
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were independently transcribed from the virBS—virD4 operon
(Supplementary data 3). Similar results were obtained for vir
genes of wTai, wKueYO or wMel, suggesting that T4SS may
be functional in Wolbachia [10,13], as well as in those of
A. phagocytophila and E. chaffeensis [15]. We further exam-
ined vir gene expression in other female tissues known to be
infected by Wolbachia at a very low density. In all tissues
tested, vir gene expression was revealed either by RT-PCR
or by nested PCR using internal primers (Fig. 3b). This is
the first study in Wolbachia showing the expression of vir
genes in all infected tissues. Further experiments, including
immunolocalization of Vir proteins, will be needed to check
the functionality of T4SS. Taken together, these results, along
with vir gene expression in hemocytes and hematopoietic
organs, suggest that T4SS may play an important role in the
biology of Wolbachia.

In conclusion, wVul possesses the minimum components
of typical T4SS, consisting of virB4, virB7 (or virBS8),
virB9, virB10, virBI1 and virD4 homologs [19] which are
co-transcribed in oocytes. It shows that feminizing and CI
Wolbachia of isopods, like CI Wolbachia of insects, or the
mutualistic Wolbachia of nematodes, do carry the necessary
genetic components for a functional T4SS machinery. It is
conceivable that T4SS may be involved in maintenance of
Wolbachia infection and Wolbachia-induced reproductive
alterations such as feminization, cytoplasmic incompatibil-
ity, male-killing or parthenogenesis, by secreting virulence
factors, as has been demonstrated for several other
Gram-negative bacteria [2]. New approaches such as protein
interaction maps that have been applied to the genome of
Rickettsia sibirica [12] or yeast two hybrid experiments sim-
ilar to those realized in L. pneumophila [14] are needed to
identify these factors used by Wolbachia to manipulate eu-
karyotic cellular processes in order to traffic and replicate
in host cells.
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Target genes Amplicon 5' primers 3' primers
sizes (bP) |Nucleotide sequences code Nucleotide sequences code
) ) 4658 5-GACCTMCVATGCTBTTTGGTG-3’ virB3-F* 5-AAASGCAAAAAGKATWACMGGRTA-3 |virB6-R*
VB3-S 2827 5-GACCTMCVATGCTBTTTGGTG-3’ virB3-F* 5-CAATCAGGATTAGAGGCACGAC-3' 5'virB6-R
. . 530 5-GATATAGTATTAGTGTTAGAGC-3' virB3-43F*  |5'-CCTCRTCATCKGCAGTTTCAAA-3' 5'virB4-R*
VB3 440 5-GACCTMCVATGCTBTTTGGTG-3’ VvirB3-F* 5-CCTCRTCATCKGCAGTTTCAAA-3’ 5'virB4-R*
virB4-virB6 269 5-CTGGACGTGCAGAAAGTGTTCT-3' 3'virB4-F 5-CAATCAGGATTAGAGGCACGAC-3' 5'virB6-R
693 5-AAAATTTCATCGGTCCAGCATCTAAG-3’ phosph-F 5-CTAGTTTTCATTTCGTCCATGCAC-3’ phosph-R
Phosphatase 108 5-CAATAGGACACATGTCATTGTC-3’ phosph-1F 5-CTAGTTTTCATTTCGTCCATGCAC-3’ phosph-R
ribA 337 5-GTTATTGCACTGGACACGTCATTC-3' ribA-1F 5'CAATGCCTCTTCCATCTTGCATC-3’ ribA-1R
virD4 382 5'-CAGAGAAAGACATACGAAAAGCAGG-3' virD4-F 5-CTTGTTCAGGCATGATTAGGTTAGC-3' |virD4-R
ribA- virD4 6357 5-CAATAGGACACATGTCATTGTC-3’ phosph-1F 5-CTTGTTCAGGCATGATTAGGTTAGC-3' |virD4-R
virB8-virD4 4675 5'-CGCTACAGCACAGTTATTGCTC-3’ virB8-1F 5-CTTGTTCAGGCATGATTAGGTTAGC-3 |virD4-R
phosphatase-ribA (431 5-TTTGTGCATGGACGAAATGAAAAC-3' 3'phosph-F  |5-GGCCACTTCTAATTTCGCTGATAGC-3' |5'ribA-R
ribA-virB8 190 5'-CTAGGCCATGGATTAAGGGTTTTTTAG-3' |3'ribA-F 5'-GAGCAATAACTGTGCTGTAGCG-3' 5'virB8-R
VvirB8-virB9 219 5'-GCATCGCTTGAAATGAATGATCAG-3' 3'irB8-F 5'-CCGTAAATACCTCATTAGGGCT-3' 5'virB9-R
virB9-virB10 1089 5-GAAGTCAGTAGTCGCACTAACATG-3’ virB9-1F 5-GCCTTGTTCTCTCCACTACTACC-3' virB10-1R
virB10-virB11 230 5-GATATAGTATTTCCTCCACAGGC-3' 3'virB10-F 5-CTTGAGCAATCAGCCTGCC-3' 5'virB11-R
virB11-virD4 224 5-GAACTTGTAGGGGCAGAAGAATC-3' 3'virB11-F 5-CACACTATCTGGACCGTCAAC-3' 5'virD4-R

Table S1: Oligonucleotide primers used in PCR and RT-PCR.

wsp specific primers (Braig et al. 1998) were used to check Wolbachia infection status of samples.*: Sequences of

degenerated primers according to IUB codes [International Union of Biochemistry].

uninfected
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Figure S1: Other PCR results.

Specific PCR detection of the virD4 gene using virD4F and virD4R primers in different Wolbachia strains harbored
by A. vulgare (wVulC), O. asellus (wAse), P. pruinosus (wPru), P. dilatatus petiti (wPet). The sequence data for the virD4
genes of wAse, wPru and wPet has been submitted to GenBank under accession numbers AY967768, AY967770 and
AY967769, respectively. M: DNA size marker. Transcriptional analysis of the the 7ibA and phosphatase genes in ovaries. RT-
PCR was used for transcriptional analysis of the genes in the virB and virD regions. Primers used and their positions are
shown in Table S1 and Fig. 2. The DNA template control shows the intensity and specificity of the band detected with each
pair of primers. RT+ and RT-indicate respectively the presence and absence of reverse transcriptase in the reaction. M: DNA

size marker.
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The Type IV Secretion System (T4SS) is an efficient pathway with which bacteria can mediate the transfer
of DNA and/or proteins to eukaryotic cells. In Wolbachia pipientis, a maternally inherited obligate endo-
symbiont of arthropods and nematodes, two operons of vir genes, virB3-B6 and virB8-D4, encoding a
T4SS were previously identified and characterized at two separate genomic loci. Using the largest data
set of Wolbachia strains studied so far, we show that vir gene sequence and organization are strictly con-
served among 37 Wolbachia strains inducing various phenotypes such as cytoplasmic incompatibility,
feminization, or oogenesis in their arthropod hosts. In sharp contrast, extensive variation of genomic
sequences flanking the virB8-D4 operon suggested its distinct location among Wolbachia genomes. Long
Endosymbiosis term conservation of the T4SS may imply maintenance of a functional effector translocation system in
Genomic plasticity Wolbachia, thereby suggesting the importance for the T4SS in Wolbachia biology and survival inside host
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Introduction

Wolbachia pipientis is an unculturable obligate endosymbiont
belonging to the o-Proteobacteria (Rickettsiales). They are esti-
mated to be present in ~60% of arthropod species [1,2] and in filar-
ial nematodes [3]. The interactions between Wolbachia and their
hosts range from pathogenesis to parasitism and mutualism. In
many arthropod species Wolbachia parasite host reproduction by
inducing cytoplasmic incompatibility, feminization, male killing
and parthenogenesis to enhance their transmission and spread in
hosts [1,4]. Thus, intracellular lifestyle implies communication be-
tween Wolbachia and their host cells.

Many symbiotic and pathogenic bacteria are able to export DNA
and/or proteins into eukaryotic host cells. Such bacteria use a wide
range of mechanisms for the transport of proteins and/or DNA
across cell membranes, including Type IV Secretion Systems
(T4SSs) [5]. T4SSs were considered as effector translocators in sev-
eral a-Proteobacteria, including Agrobacterium tumefaciens, Barton-
ella spp. and Brucella suis (Ref. [6]).

In the Rickettsiales order, which mainly comprise obligatory
endosymbiotic bacteria of Rickettsia, Ehrlichia, Anaplasma and Wol-
bachia genera, orthologs of T4SS genes are related to those of the A.
tumefaciens virB cluster [6]. In contrast to A. tumefaciens, Rickettsi-
ales genomes have lost non-essential genes such as those encoding

* Corresponding author. Fax: +33 (0) 5 49 45 40 15.
E-mail addresses: pierre.greve@univ-poitiers.fr, samuel_pichon@hotmail.com (P.
Greéve).

0006-291X/$ - see front matter © 2009 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.bbrc.2009.05.118

pilus-associated proteins (VirB1, -B2, -B5 and VirB7) involved in
host cell attachment, presumably due to intracellular lifestyle [7-
11]. However, essential T4SS genes for bacteria biology and sur-
vival in host cellular environment are expected to be conserved.
Hence, the minimum components of typical and functional T4SS
are present in Rickettsiales and consist of virB4, -B8, -B9, -B10, -
B11 and virD4 homologs [12]. Unlike A. tumefaciens, these genes
are clustered in two separate loci in Rickettsiales genomes
[8,13,14], including Wolbachia (Refs. [7,9,10]). One cluster is com-
posed of five tandem genes (virB8, -B9, -B10, -B11 and virD4)
and the other one contains three tandem genes (virB3, -B4 and
virB6). Both operons were found to be transcriptionally active in
ovaries of different arthropod hosts [11,15-17] but also in all Wol-
bachia-infected tissues from the isopod Armadillidium vulgare [15].

The Wolbachia T4SS has been suggested to be a potential path-
way to export effectors into host cytoplasm and therefore it may be
involved in Wolbachia-induced host phenotypes [7]. If so, it is ex-
pected that the Wolbachia T4SS should be conserved at an evolu-
tionary timescale. In this context, we assessed the genomic
structure, location and evolution of T4SS loci in a large data set
of 37 Wolbachia strains belonging to 5 supergroups [18] and
encompassing a wide range of known phenotypes.

Materials and methods

Wolbachia strains. Thirty-seven Wolbachia strains were used
(Table S1). Sequence data available in databases were used for 10
Wolbachia strains (Table S1). In addition, total DNA from 27 arthro-
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pod hosts was extracted as previously described [19] (Table S1).
Infection status of each individual was checked or tested using a
PCR assay based on the Wolbachia-specific wsp gene, as previously
described [20].

DNA amplification and sequencing. T4SS loci structure (i.e. gene
content and order) was analyzed in the 27 Wolbachia strains shown
in bold in Table S1 by a PCR strategy amplifying overlapping frag-
ments. Based on available T4SS sequence data from 7 Wolbachia
strains [7,9,11,15,16], gene orthologs were aligned and specific oli-
gonucleotide primers were designed in conserved regions of the
two operons (Table S2). Primers were also designed to amplify
virB8-D4 operon flanking regions including the dnaA, ribA and phos
genes at the 5’ end of virB8 and wspB at the 3’ end of virD4 (Table
S2). Strain-specific primers surrounding the virB8-D4 operon of
the wVulC Wolbachia strain infecting the isopod A. vulgare were de-
signed using sequences from shotgun library clones of the ongoing
EuWol sequencing project (contract #QLK3-CT2000-01079) (Table
S2). PCR amplification and DNA sequencing were performed as
previously described [20].

Sequence analyses. Full-length virB3, virB11 and partial wsp se-
quences from the 37 Wolbachia strains were used to construct phy-
logenetic trees as previously described [20] (Table S1). To assess
the quality of phylogenetic signals, we compared tree topologies
based on virB3, virB11 and wsp taken individually or concatenated
in different combinations.

To test for selected sites, analyses of the vir sequences from the
studied strains were performed using a local codon model of the
web-server http://www.datamonkey.org [21]. Pairwise estimates
of the number of non-synonymous (dN) and synonymous (dS) sub-
stitutions per site were compared to the observed mean w ratio
(dN/dS) using the codeml program in the PAML package v3.14
[22]. The random effects likelihood (REL) analysis [21] was used
to identify individual sites of codon alignments under selective
pressure based on a Bayes factor of 95.

Results and discussion

Structural organization of T4SS operons is conserved among
Wolbachia strains

To gain insight into the role of T4SS in the biology of the uncul-
turable Wolbachia, we assessed diversity, genomic location and
evolution of T4SS loci in 37 Wolbachia strains. Both vir gene oper-
ons were successfully amplified in our 27 Wolbachia strains. Oper-
on size and virB gene order (Fig. 1) were conserved in all Wolbachia
strains examined [7,9-11,15-17]. Wolbachia T4SS loci do not en-
code all the proteins involved in bacterial conjugation systems
from which they may have evolved [6]. Genes homologous to
virB1, -B2, -B5 and virB7 of A. tumefaciens are not found in Wolba-
chia genomes and the present virB loci may encode the minimum
T4SS components of a functional translocator system [12]. The
same organization is recorded in Rickettsia, Ehrlichia and Anaplasma
relatives of Wolbachia (Fig. 2). This observation suggests that T4SS
operons structure may have been shared by the common ancestor
of all the Rickettsiales [7-11,13,14]. This may be a consequence of
genome reduction induced by an intracellular lifestyle of these
obligatory endosymbiotic bacteria, as observed in the streamlined
genomes of many symbionts such as Wolbachia [8].

We also found that all Wolbachia T4SS components are highly
conserved at the nucleotide level. Nucleotide sequences of virB3
(297 bp) and virB11 (993 bp) were obtained from 27 Wolbachia
strains and manually aligned with available sequences from 10
additional Wolbachia strains (Table S1). virB3 and -B11 gene
lengths were conserved apart from three Wolbachia strains infect-
ing the nematodes Brugia malayi (wBm), Dirofilaria immitis (wDm)

and the spider Segestria florentina, in which virB11 stop codon was
observed 9-12 bp downstream relative to other strains. Average
nucleotide divergence over all sequence pairs was 0.052 + 0.008
for virB3 and 0.092 + 0.006 for virB11. By contrast, wsp sequences
exhibited two- to fourfold higher average nucleotide divergence
(0.192 £0.013 hypervariable regions excluded) than virB3 and
virB11 among the same Wolbachia strains. Phylogenetic recon-
structions based on virB3 or virB11 sequences revealed overall con-
gruent information with those based on wsp sequences whatever
the reconstruction method chosen (data not shown). Wolbachia
strains were clustered in different supergroups as previously de-
scribed [18]. No correlation between tree topology and Wolbachia
extended phenotype could be inferred from our results.

When comparing sequence evolutionary rates independently
among Wolbachia strains, vir genes seem to evolve under strong
negative selection. Mean w = dN/dS ranged from 0.11 to 0.65 (Table
1). No gene with dN > dS was inferred from this dataset, suggesting
that any site essential for the function of these proteins would
evolve under drastic evolutionary pressures. The highest « ratio
corresponds to virB6 which is also the most divergent T4SS gene
exhibiting size heterogeneity and ~28% divergence between Wol-
bachia strains. On the contrary, the lowest  ratio was obtained
for virB4. Additionally, virB4, -B11 and virD4 genes exhibited sig-
nificant negative selection acting on ~20-50% of their sites (Table
1). These three proteins are known to possess ATPase activity and
are involved in effector recruitment in other bacteria [5]. Although
secretory systems are mostly conserved among bacteria, substrates
of the individual systems may differ from each other depending on
the specificity of delivered effector(s) [5]. To date, no functional
evidence has shown involvement of T4SS in effector transfer in
Wolbachia. Nevertheless, T4SS has been shown to be responsible
for the secretion of an ankyrin repeat-containing protein (AnkA)
in Anaplasma phagocytophilum, which is closely related to Wolba-
chia [23]. Together with transcriptional analyses demonstrating
coexpression of vir genes within each cluster [11,15-17], these re-
sults suggest a major role for the T4SS in Wolbachia biology.

Flanking genomic regions of the virB8-D4 operon are highly variable

Analyses of flanking regions surrounding the virB8-D4 operon
revealed different patterns (Figs. 1 and 2). The first gene identified
upstream of the virB8-D4 operon, ribA, encoded a bifunctional en-
zyme (3,4-dihydroxy-2-butanone-4-phosphate synthase and GTP
cyclohydrolase II), which catalyzes two essential steps in riboflavin
biosynthesis [24]. This gene was found upstream of the virB8-D4
operon in all the Wolbachia strains, as well as in 5 Ehrlichia gen-
omes, 2 Anaplasma genomes, and in the Neorickettsia sennetsu gen-
ome (Ref. [14]). This feature suggests that a ribA-virD4 locus may
have been present in their common ancestor. In Anaplasma and
Ehrlichia, transcriptional analyses revealed that promoters of the
virB8-D4 operon are located within the intergenic spacer between
ribA and virB8 as well as in the 3’ end of ribA [24]. Therefore, con-
servation of at least ribA upstream of virB8 may be important for
the integrity and transcriptional activity of the virB8-D4 operon
in Anaplasma, Ehrlichia and Wolbachia. Additionally, a Ser/Thr pro-
tein phosphatase encoding gene, phos, belonging to the calcineu-
rin-phosphoesterase superfamily [25], is also located upstream of
ribA in all the Wolbachia studied, constituting a phos-virD4 locus
which may have been present since the Wolbachia ancestor.

Diverse genes were localized upstream of these two genes
(Fig. 1). dnaA, which is essential in Escherichia coli for initiation of
bidirectional replication at the chromosomal origin of replication
[26], was detected in 15 Wolbachia strains, including all A- and
G-supergroup Wolbachia strains tested, as well as the B-super-
group wSn and the D-supergroup wBm strains. This result is con-
gruent with previous observations [7,9,11,17,26]. Interestingly,
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Fig. 1. T4SS operons and flanking region structure among 37 Wolbachia strains. Strains are identified by their host species. Bolded frame squares correspond to orthologous
genes for which sequences are available in databases or that we have sequenced (see Table S1). No frame indicates that orthologous genes have been amplified by our PCR
strategy. Absence of a square at orthologous sites indicates that PCR detection failed or that the gene organization is not available in databases. Colour motifs also identify the
nature of genes upstream and downstream of the virB8-D4 operon that differ amongst strains (black: dnaA; pink: wf-2; light-grey: recG; dark-grey: wspB; light-brown:
insertion sequences). Proven or putative Wolbachia extended phenotype is indicated: CI, cytoplasmic incompatibility; F, feminization; F?, putative feminization; Oo,
necessary for oogenesis. Supergroups identified in the present phylogenetic framework are identified by the designations A, B, C, D and G. (For interpretation of the references
to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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open boxes drawn to scale, with arrowheads indicating the direction of their transcription. Gene names are given at the top (vir genes are identified as B3 to D4). Grey
orientated triangles refer to relative primer positions (Table S2). Dotted lines represent intergenic spacers. (A) virB3-B6 operon structure. B6b-e are paralogues of virB6a.
Flanking genes are indicated by shadings: sodB, iron superoxide dismutase gene; lysS, lysyl-tRNA synthetase gene; HP, Hypothetical Protein encoding gene. (B) virB8-D4
operon structure. Bacterial strains are indicated at the right; name of host species is available in Table S1. Flanking genes are indicated by shadings: gppA, guanosine
pentaphosphate phosphohydrolase gene; p44, polymorphic major outer membrane protein encoding gene; phos, serine/threonine phosphatase protein encoding gene; ribA,
riboflavin synthase; wspB, Wolbachia surface protein encoding gene. Bottom part: magnification of the putative degraded 1S110 region downstream of the virD4 gene in
Wolbachia wVulC strain infecting the isopod A. vulgare. Nucleotide insertions causing frameshifts are designated by an asterisk. aa, Amino acids; bp, base pair.

the virB8-D4 flanking regions obtained from shotgun library clones
of wVulC, one the three strains infecting the isopod A. vulgare [27],
revealed the presence of a helicase homologous to recG upstream
of phos. recG-phos PCR products were then obtained in 9 Wolbachia
strains infecting isopods. Analysis of the Wolbachia genome infect-
ing Culex pipiens revealed the presence of a wf-2 homolog upstream
of phos (Figs. 1 and 2B) which encodes a membrane protein. A

BLASTP search revealed that wf-2 of wPip (WP1252) shared 66%
identity with that of wBm (WbmO0291) but localized elsewhere in
the genome whereas no wf-2 homolog was found in genomes of
Wolbachia strains infecting Drosophila. wf-2 was also found up-
stream of the virB8-D4 operon in wVulP, a recently described Wol-
bachia strain infecting A. vulgare [27] (Fig. 1). These results may
reflect genetic drift around the T4SS operon. However, we cannot
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Table 1

Non-synonymous (dN) and synonymous (dS) substitution rates for individual vir genes among various Wolbachia strains. Significance (p-value) was determined by a likelihood
ratio test (LRT) using the codeml program in the PAML package v3.14 [22]. Proportion of negatively selected sites (NSS) indicates the percentage of sites detected under negative

selection (REL analysis, Posterior Probability >0,995).

vir genes Number of codons Number of strains Mean dN/dS LRT p-value Proportion of NSS (%)
virB3 98 34 0.128 0.6604 0

virB4 801 8 0.114 0.0272 41.1

virB6 919 8 0.648 <0.0001 0

virB8 227 11 0.238 <0.0001 0

virB9 266 11 0.247 <0.0001 0

virB10 509 11 0.432 <0.0001 0.6

virB11 330 35 0.179 <0.0001 20.6

virD4 708 12 0.265 <0.0001 514

exclude the hypothesis that operon flanking regions could alterna-
tively influence genomic plasticity in Wolbachia that infect isopod
species.

Downstream of the virB8-D4 operon, 19 Wolbachia strains
exhibited a wspB homolog, as previously reported [7,9,11,16,17]
(Fig. 1). wspB is a paralog of the wsp gene encoding an outer surface
protein and was found in most of the Wolbachia strains. An analo-
gous structure has been reported in A. phagocytophilum in which an
antigenic outer membrane protein is located downstream of virD4
[24]. wspB has previously been hypothesized to be a component of
the T4SS operon in Wolbachia as wspB is cotranscribed as part of
the virB8-D4 operon in 3 Wolbachia strains belonging to A- and
B-supergroups [11,17]. Strain wPrulll [28] was the only Wolbachia
infecting an isopod in which we could amplify a virD4-wspB frag-
ment with our primer set suggesting that the virB8-D4 operon
may end at virD4 in Wolbachia of other isopod strains. In good
agreement with this hypothesis, mfold analysis [29] predicted a
rod-shaped secondary structure for the virB8-D4 mRNA poten-
tially producing a transcription termination signal of the transcript
80 bp downstream of virD4 in wVulC. Although wspB was found
downstream of virD4 in wPrulll, wSn and wTai (B-supergroup) as
in A-, C- and D-supergroup strains, flanking regions seem to be
more variable in B- than in other Wolbachia supergroups, suggest-
ing massive genomic rearrangements. This is in agreement with re-
sults based on different phylogenetic markers that B- is more
diverse than A-supergroup [4]. It is also possible that genomic rear-
rangements downstream of virD4 in Wolbachia genomes could be
the result of horizontal transfers as it has been shown to drive
T4SS evolution [6]. This conclusion is further substantiated by
the fact that we identified downstream of the virB8-D4 operon
of wVulC three insertion sequence (IS) copies belonging to the
IS4, 1S110 and 1S256 families (Fig. 2B). These data represent the
first identification of IS elements in the feminizing wVulC Wolba-
chia strain and they are consistent with the notion that Wolbachia
genomes possess an unusually high proportion of repetitive and
mobile DNA, including IS [11,30,31]. The 1S4 copy was only repre-
sented by its terminal inverted repeat (TIR) (Fig. 2B) [32]. Next,
three ORFs were identified as parts of an IS110 transposase gene
which is disrupted by two nucleotide insertions causing frame-
shifts. As members of the IS110 family do not possess TIRs [32],
element boundaries could not be determined precisely. Finally,
the 1S256 identified in wVulC was homologous to that disrupting
wspB in wPip [33]. No TIR could be identified in this IS256 element
and its 5’ region was apparently disrupted by the IS110 copy. Inter-
estingly, IS were also found downstream of virD4 in Wolbachia
strains infecting 3 other isopod species and spiders S. florentina
and D. erythrina (Fig. 1). IS may play a considerable role in shaping
the evolution of their Wolbachia host genomes, for example by pro-
moting gene inactivation and genome plasticity [33,34]. For exam-
ple, wspB is disrupted by an IS256 copy in wPip infecting C. p.
quinquefasciatus mosquitoes [33]. Therefore, it is plausible that

the observed genomic plasticity around the virB8-D4 operon
may be linked to IS presence and/or mobility.

In conclusion, we showed that genetic loci of the virB and virD
genes are conserved but their flanking regions are highly variable
among Wolbachia strains. These data, together with previous tran-
scriptional analyses [11,15-17], strongly suggest that T4SS is
essential in Wolbachia biology and survival inside host cells. Gen-
ome plasticity in the virB8-D4 operon flanking sequences may fa-
vour a potential link between Wolbachia genome innovations and
Wolbachia diversity.
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Wolbachia Accession numbers
Supergroup Strain Host Taxon vir B3 virBl1 wip
A Aleochara bilineata Insecta Coleoplera FJ223232 FJ223258 EL2ER004
A whtabl  Asobararabida Insecta Hymenoptera DQRETE30 DOQBRTAZE AF124859
A Deelia radiciem Insecta Diplera FJ223233 FJ223259 EUZER005
A w A nia Drosophila ananassae Insecta Diplera AAGBOIO00O0% AAGBO1000038 DQ235410
A wMel Drosophila melanogaster Insecta Diptera AED1719%6 AEDIT 196 AED1T196
wAu Dirosophila simulans Insecta Diplera 11223234 FJ223260 AF290890
A whRi Drosophila simulans Insecta Diptera EF423641 EF423636 AFD20070
A wWil Drosophila willistoni Insecta Diplera ZP 01315126 NA AYe20218
A Drosephila yakuba Insecta Diplera FJ223235 Fl223261 Ala20679
A wKueYO Ephesiia kuehniella Insecta Lepidoptera NA ARD45235 DOBR42473
A Pachycrepoidens dubins Insecta Hymenoplera Fl223236 NA AF124852
B Armadillidium album Crustacea [sopoda F1223237 FJ223262 DOTT8099
B Armadillidium nasatum Crustacea [sopoda FJ223238 FJ223263 DQTTa098
B wWulC  Armadiltidivm voigare Crustacea Isopoda AAXETO0 FJ2232584 DQTTR095
B wWulM  Arsvadillidiven valgare Crustacea Isopoda FJ]223239 FI223264 DOTTR09T7
B wWulP  Armadillidiven valgare Crustacea Ixopoda FJ2213240 FI223165 DOTTRDGE
B Chaetophiloscia elongata Crustacea Tsopoda Fi223241 FJ223266 Al2T7e611
B w Pip Culex pipiens Insecta Diplera AMOOOEET AM9GUEET AMOLYERT
B Cwlisticus convexus Crustacea Isopoda FJ223242 FJ223267 Al2T6612
B wSn Drosoplila sechellia Crustacea Isopoda Fl223243 FJ223268 AF468(006
B Heileria brevicornis Crustacea [sopoda FJ223244 FJ223269 AlXT6a00
B Ligia oceanica Crustacea Ixopoda FJ223245 FJ223270 AlZ76610
B Oniscus asellus Crustacea Isopoda FJ223246 FJ223271 AlZT6a01
B Philoscie muscorum Crustacea Isopoda F1223247 FJ213272 EUZ8R009
B Porcellio dilmatus petii Crustacea Isopoda FJ223248 FJ223273 AlZT6606
B Pareellio dispar Crustacea Isopoda FJ223249 FJ223274 FJ223282
B Porcellio scaber Crustacea [sopoda FJ223250 FJ223275 AlZTeall7
B Porcellio variabilis Crustacea Isopoda FJ223151 Fl223276 FJ223283
B wPrnlll  Porcellionides pruinosus Crustacea [sopoda FJ223252 FJ223277 AJ3N0581
B Sphaeroma hookerii Crustacea [sopoda F1223253 FI223278% Al2Te6l2
B Sphaeroma rugicauda Crustacea Isopoda FJ223254 FJ22327% Al276603
B wTai Teleogrvilus taiwanemma Insecta Onhoplera NA AB045234 ABD35514
C w Dim Dirofilaria immitis Nematoda Spirurida NA AM117567 AJI52062
D wHm Brugia malayi Nematoda Spirurida AED17321 AEDIT321 AEDIT321
G Dysdera eryihnna Arachnida Araneae FJ223155 FJI223280 Al276613
G Musca domestica Insecta Diplera F1223256 FJ223282 ELU2ER01S
G Segestria florenting Arachnida Arancas FJ223257 FJ223281 EU2ER008

Table S1: List of the 37 Wolbachia strains.

List of the 37 Wolbachia strains used in this study and accession numbers of virB3, -B11 and wsp deposited in

GenBank/EMBL databases. Wolbachia strains for which new sequence data (bold accession numbers) were obtained in this

study are shown in bold. Entries in normal font correspond to data collected from sequence databases. NA indicates that

sequences are not available.

These Samuel PICHON - Laboratoire Ecologie, Evolution, Symbiose - UMR CNRS 6556
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Forward primer Reverse pnmer PCR product
ORF Name Sequence (5-37) Name Sequence (5-3) size (bp)
(hverlapping fragment amplification and Sequencing
wip 21F IGETCCAATAAGTCATGRAGARAT 691R TCEAGIAGCEITTAATITIT 584
virB3 B3-*43F GATATAGTATIAGTSITRAGAGC B4-48TRd TITGARACAGCOCOATGATEARG 530
vir B3-virB4  B3-*43F GATATAGTATTAGTET TAGACS B4-2297Rd GATANTCCAGTITTITGCACCTAR 2340
vir B4-vir B B4-1205F AARTECAGATACAGCARAATOS B&-5367Rd SIGTCAACAGAGCAGARGTES 4163
rib A-virB11 RibA-982Fd STTACAAAGIGICTACCACTIATT B11-3512R GCTACTTTGCETGUIATTCS 3686
VirBlo-wWrD4  BIGLI9OIF GOATTCARNSTATTICTTAMCS D4-38720Rd AAGATECARTATACEATEAD 2920
virB11 B10-2901F GCATTGAARSTATTIGTTARIC BI1-3512R ECTRCITTCOSTECTATTOD 612
B1I-3438Fd GARRAATATTATAATTAS Dea-4030Rd CECAATATTCTCATARS 593
virB8-DMd flanking region amplification
phos -vir BS Phos-154F CARTAGEACACATEICATTETC BE-ATR GATARGEATATARATICGAATICAA 1670
rec G-phos RecG-1980Fd  COTIGATATATICEAATATACGAS Phos-[208Rd  CCACRATACATITOCITATIATCT G656
dna A-phos DnaA-1331F CCRACTCANAATTTECTEATG Phos-1208Rd  GCAGRATACATITCCTITATIAICT 162 *
wi- 2-phos WELF AGTECATETTITTICTCATCTIC Phos- | 708Rd  SCAGARATACATITCOTTATTATCT B4R
vir Dd-wsp B D4-3548Fd CARGARATTATTATS wsp-S0R CTITTTECARGIGARACAGAAGS 3EE *
virD4-IS5 110 D4-3548Fd CARCGAAATTATTATE ISTIOR ICTGCATCAR TOATICT 1321
vir D4-15256  D4-5348Fd CARCAARTTATTATS IS256R CAGETATATTATGCTATARARAARG 2261

Table S2: List of primers used.

List of primers used in this study for sequencing or for T4SS PCR amplifications. ORF, open reading frame.
Expected PCR product size in base pair (bp) were calculated relative to the wVulC, wMel (*, AE017196) or wPip-Pel (*
AM999887) reference sequences.

H
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Intense Transpositional Activity of Insertion Sequences in an Ancient Obligate

Endosymbiont

Richard Cordaux,* Samuel Pichon,* Alison Ling,* Philippe Pérez,* Carine Delaunay,*
Fabrice Vavre,T Didier Bouchon,* and Pierre Greve*

*CNRS UMR 6556 Ecologie, Evolution, Symbiose, Université de Poitiers, Poitiers, France; and tLaboratoire de Biométrie et
Biologie Evolutive (UMR 5558), CNRS, Université de Lyon, Lyon; Université Lyon 1, Villeurbanne, France

The streamlined genomes of ancient obligate endosymbionts generally lack transposable elements, such as insertion
sequences (IS). Yet, the genome of Wolbachia, one of the most abundant bacterial endosymbionts on Earth, is littered
with IS. Such a paradox raises the question as to why there are so many ISs in the genome of this ancient endosymbiont.
To address this question, we investigated IS transpositional activity in the unculturable Wolbachia by tracking the
evolutionary dynamics and history of ISWpil elements. We show that 1) ISWpil is widespread in Wolbachia, being
present in at least 55% of the 40 sampled strains, 2) ISWpil copies exhibit virtually identical nucleotide sequences both
within and among Wolbachia genomes and possess an intact transposase gene, 3) individual ISWpil copies are
differentially inserted among Wolbachia genomes, and 4) ISWpil occurs at variable copy numbers among Wolbachia
genomes. Collectively, our results provide compelling evidence for intense ISWpil transpositional activity and frequent
ISWpil horizontal transmission among strains during recent Wolbachia evolution. Thus, the genomes of ancient obligate
endosymbionts can carry high loads of functional and transpositionally active transposable elements. Our results also
indicate that Wolbachia genomes have experienced multiple and temporally distinct ISWpil invasions during their
evolutionary history. Such recurrent exposition to new IS invasions may explain, at least partly, the unusually high

density of transposable elements found in the genomes of Wolbachia endosymbionts.

Introduction

Insertion sequences (ISs) are prokaryotic autonomous
transposable elements that encode a transposase gene me-
diating their transposition (i.e., their ability to move to an-
other locus in a genome) (Chandler and Mahillon 2002). ISs
are widespread among prokaryotic genomes (e.g., present in
>75% of 262 representative genomes surveyed; Touchon
and Rocha 2007), in which they can represent substantial
proportions (Chandler and Mahillon 2002; Siguier et al.
2006; Filee et al. 2007). However, when host lifestyle
is considered, it is notable that ISs are largely missing
from the genomes of obligate endosymbionts, that is, in-
tracellular bacteria that replicate exclusively in the cells of
other organisms and typically have no extracellular state
(Moran and Plague 2004; Bordenstein and Reznikoff
2005; Touchon and Rocha 2007). This is generally as-
cribed to the confined and isolated intracellular environ-
ment in which these bacteria reside, which reduces
opportunities for acquisition of genetic material. This view
is supported by the strikingly stable genomes of various
obligate endosymbionts of insects such as Buchnera,
which lack IS and have experienced no genomic rear-
rangement and gene acquisition for the past 50-70 Myr
(Tamas et al. 2002). Yet, comparative genomic analyses
of various Rickettsiales, a diverse group of intracellular
alpha-Proteobacteria, have demonstrated striking excep-
tions to this pattern in that these genomes exhibit exten-
sive variability in their mobile element content, including
IS (Darby et al. 2007). However, the within-species IS dy-
namics has not been studied for this group of bacteria,
making difficult the analysis of the microevolutionary
events responsible for this variability.

Key words: transposable element, insertion sequence, transpositional
activity, horizontal transmission, obligate endosymbiont, Wolbachia.
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Within Rickettsiales, Wolbachia bacteria are ancient
obligate endosymbionts that have been associated with ar-
thropod and nematode hosts for >100 Myr (Rousset et al.
1992; O’Neill et al. 1997; Bandi et al. 1998; Bourtzis and
Miller 2003) and possibly represent one of the most abun-
dant bacterial endosymbionts on Earth (Werren, Windsor,
and Guo 1995). These maternally inherited bacteria are of-
ten referred to as reproductive parasites because they are
able to manipulate the reproduction of their arthropod hosts
to increase their own transmission (O’Neill et al. 1997;
Bourtzis and Miller 2003; Cordaux et al. 2004). In addition
to vertical transmission, Wolbachia from arthropods are oc-
casionally transmitted horizontally (Werren, Zhang, and
Guo 1995; Vavre et al. 1999; Cordaux et al. 2001). Con-
trary to expectations, genome sequencing of the Wolbachia
strain harbored by the fruit fly Drosophila melanogaster
(wMel) revealed an unusually high proportion of repetitive
and mobile DNA, including IS (Moran and Plague 2004;
Wau et al. 2004; Bordenstein and Reznikoff 2005). This re-
sult is particularly significant given that wMel otherwise ex-
hibits many typical features of a long-term symbiotic
lifestyle, such as reduced genome size and A + T nucleo-
tide composition richness (Wernegreen 2002; Wu et al.
2004). Such a paradox raises the question as to why there
are so many ISs in the genome of this endosymbiont.

To address this question, we investigated IS transpo-
sitional activity in the unculturable Wolbachia by tracking
the evolutionary dynamics and history of ISWpil, a group
of IS related to the IS5 family, the distribution of which is so
far exclusively restricted to Wolbachia bacteria (Cordaux
2008). Previous results suggest that ISWpil transposase
may potentially be functional because 1) the 2 overlapping
open reading frames constituting ISWpil transposase are in-
tact in many copies (Cordaux 2008) and 2) several ISWpil
copies are differentially inserted in various Wolbachia strains
(Duron et al. 2005; Tturbe-Ormaetxe et al. 2005; Riegler et al.
2005). Here, we show that Wolbachia endosymbionts
have recently experienced, and probably continue to ex-
perience, high levels of ISWpil transpositional activity

This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution Non-Commercial License (http://creativecommons.org/licenses/by-nc/2.0/
uk/) which permits unrestricted non-commercial use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is properly cited.
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Table 1

Distribution of ISWpil in 40 Wolbachia Strains

Host Species (Strain)

Taxonomic Group

Geographic Origin

Wolbachia Supergroup

ISWpil Presence

Aleochara bilineata

Delia radicum

Drosophila ananassae
Drosophila auraria
Drosophila melanogaster (wMel)*
Drosophila simulans (wAu)
D. simulans (WRi)
Drosophila suzukii
Drosophila triauraria
Drosophila yakuba
Zaprionus sepsoides
Asobara tabida (wAtab3)
Asobara japonica
Leptopilina heterotoma (wLhetl)
Pachycrepoideus dubius
Amaurobius ferox
Segestria florentina
Talitrus saltator

Lepas anatifera
Armadillidium vulgare (wVulC)
A. vulgare (wWVulM)
Cylisticus convexus
Helleria brevicornis
Oniscus asellus

Philoscia muscorum
Platyarthrus hoffmannseggi
Porcellio dilatatus petiti
Porcellionides pruinosus (wPrulll)
Sphaeroma hookerii
Sphaeroma rugicauda
Drosophila sechellia (wSn)
Reticulitermes santonensis
Charanyca trigrammica
Lomaspilis marginata
Maniola jurtina
Peribatodes rhomboidaria
Spilosoma lubricipeda
Dysdera crocata

Dysdera erythrina

Musca domestica

Water control

Insecta, Coleoptera
Insecta, Diptera
Insecta, Diptera
Insecta, Diptera
Insecta, Diptera
Insecta, Diptera
Insecta, Diptera
Insecta, Diptera
Insecta, Diptera
Insecta, Diptera
Insecta, Diptera
Insecta, Hymenoptera
Insecta, Hymenoptera
Insecta, Hymenoptera
Insecta, Hymenoptera
Arachnida, Araneae
Arachnida, Araneae

Crustacea, Amphipoda

Crustacea, Cirripedia
Crustacea, Isopoda
Crustacea, Isopoda
Crustacea, Isopoda
Crustacea, Isopoda
Crustacea, Isopoda
Crustacea, Isopoda
Crustacea, Isopoda
Crustacea, Isopoda
Crustacea, Isopoda
Crustacea, Isopoda
Crustacea, Isopoda
Insecta, Diptera
Insecta, Isoptera
Insecta, Lepidoptera
Insecta, Lepidoptera
Insecta, Lepidoptera
Insecta, Lepidoptera
Insecta, Lepidoptera
Arachnida, Araneae
Arachnida, Araneae
Insecta, Diptera

Canada A Yes
Brittany, France A Yes
Rio de Janeiro, Brazil A Yes
Tokyo, Japan A Yes
Antibes, France A Yes
Yaounde, Cameroon A Yes
Antibes, France A Yes
Tokyo, Japan A Yes
Tokyo, Japan A Yes
Ogoue River, Gabon A Yes
Sao Tomé A Yes
Antibes, France A Yes
Sapporo, Japan A Yes
Antibes, France A Yes
France A Yes
Poitiers, France B Yes
Chizé, France B No
La Rochelle, France B Yes
La Rochelle, France B No
Saint Cyr, France B Relic only
Méry sur Cher, France B Relic only
Avanton, France B Relic only
Bastia, France B No
Golbey, France B Relic only
Poitiers, France B No
Liniers, France B Yes
Saint Honorat, France B No
Nevers, France B Relic only
Graye sur Mer, France B No
Alresford Creek, United Kingdom B No
Seychelles Archipelago B Yes
Charente, France B Yes
Pinail, France B No
Poitiers, France B Yes
Poitiers, France B No
Poitiers, France B Yes
Poitiers, France B No
Chizé, France G No
Saint Benoit, France G No
Poitiers, France G No

— No

# Used as a positive control because ISWpil presence is confirmed by in silico analyses (Wu et al. 2004; Cordaux 2008).

within genomes and horizontal transfers among genomes.
Our results thus provide compelling evidence that ancient
obligate endosymbionts can carry high loads of functional
and transpositionally active transposable elements. This
may explain, at least partly, why the genomes of Wolbachia
endosymbionts are littered with IS.

Materials and Methods
Wolbachia Strains

Forty Wolbachia strains identified from 23 insect (5
different orders), 13 crustacean (3 different orders), and
4 arachnid individual hosts were used (table 1). Some ani-
mals originated from laboratory strains, whereas others
were caught in the wild. Total DNA was extracted as pre-
viously described (Bouchon et al. 1998). To confirm the
presence of Wolbachia DNA of suitable quality in the sam-
ples, 2-3 loci from Wolbachia chromosomal DNA
(wsp, 16S rRNA, and GroE) were amplified by polymerase
chain reaction (PCR), as previously described (Bouchon et
al. 1998; Cordaux et al. 2001; Verne et al. 2007). Purified

wsp PCR products were directly sequenced as previously
described (Cordaux et al. 2001). Each of the 40 samples
was infected by a single Wolbachia strain, as indicated
by the lack of ambiguity in the electrophoregrams. Sequen-
ces generated in this study were deposited in GenBank un-
der accession numbers EU288004-EU288015.

ISWpil Detection Assay

To investigate the distribution of ISWpil among the
40 Wolbachia strains, we designed an intra-ISWpil PCR
assay, using primers internal to the ISWpil consensus se-
quence. A 681-bp long region internal to ISWpil was am-
plified using specific oligonucleotide primers ISWpil-F
(5'-GATCTAAGCGAAAGGGAATGG) and ISWpil-R
(5'-CAACCCATCTTCTTGGCTGT). PCR amplification
was performed using a standard protocol, with an annealing
temperature of 60 °C (Cordaux et al. 2006). Resulting PCR
products were separated on 1.5% agarose gels, stained with
ethidium bromide, and visualized using UV fluorescence.
To confirm the results, PCR amplifications were performed



at least twice for each sample, and purified PCR products
were directly sequenced as above. ISWpil sequences were
deposited in GenBank wunder accession numbers
EU288016-EU288038 and EU684314-EU684317. To fur-
ther confirm the results, Wolbachia strains inferred to lack
ISWpil based on the above PCR assay were subjected to
a second PCR assay amplifying 197 bp of ISWpil internal
sequence, using specific oligonucleotide primers ISWpil-F1
(5'-CGAAAGGGAATGGTCAAGAA) and ISWpil-R1
(5'-GCTTCTTCCATTGCCTGAAC) and an annealing
temperature of 54 °C.

ISWpil Locus Genotyping

To evaluate the timing of ISWpil transpositional ac-
tivity during Wolbachia evolution, we assessed the “pres-
ence” or “absence” of 24 ISWpil copies at orthologous
genomic sites in 16 A-supergroup Wolbachia strains. Nu-
cleotide sequences of 24 different ISWpil copies identified
from the wMel, wAna, wSim, and wWil Wolbachia ge-
nomes (Wu et al. 2004; Salzberg, Dunning Hotopp, et al.
2005; Salzberg, Hotopp, et al. 2005; Cordaux 2008) were
downloaded from GenBank along with 500 bp of genomic
sequence flanking each element on both sides (when avail-
able). Specific oligonucleotide primers were designed in
the flanking sequences of each ISWpil copy, using the pro-
gram Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/
primer3_www.cgi). The presence or absence of the 24 ISW-
pil copies was investigated in 12 A-supergroup Wolbachia
strains from table 1 (strains from Delia radicum, Drosophila
suzukii,and Pachycrepoideus dubius were excluded because
of insufficient amounts of DNA) using locus-specific PCR
assays and confirmed by sequencing of the resulting PCR
products, as described above. PCR conditions for each
locus, including primer sequences and expected PCR prod-
uct sizes, are shown in supplementary table S1 (Supplemen-
tary Material online). Two loci (wMel#4 and wMel#9 in
supplementary table S1, Supplementary Material online)
had to be discarded for further analyses because PCR
amplification was successful only in the wMel sample. No
case of double amplification of expected PCR products
for both presence and absence alleles was observed, suggest-
ing homogeneity of the Wolbachia population within
individual hosts. Sequences were deposited in GenBank
under accession numbers EU714507-EU714683. In addi-
tion, we performed in silico PCR for 4 A-supergroup
Wolbachia strains for which genome sequence is available:
wMel, wAna, wSim, and wWil (Wu et al. 2004; Salzberg,
Dunning Hotopp, et al. 2005; Salzberg, Hotopp, et al.
2005; Cordaux 2008).

Southern Blotting

To assess ISWpil copy number variation among Wol-
bachia strains, approximately 5 pg of total DNA from var-
ious samples were digested with HindIII at 37 °C overnight.
HindIII was chosen because in silico digestion of the wMel
genome predicted the 13 wMel ISWpil copies to be located
on different digested genomic fragments of relevant sizes.
Digested DNA was size fractionated on 1% agarose gels
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and Southern blotted to nylon membranes. Probes were pre-
pared as internal portions of ISWpil amplified by PCR us-
ing the aforementioned primers ISWpil-F and ISWpil-R.
PCR products were labeled using [o- P]-deoxycytidine tri-
phosphate by the random primer method and hybridized
overnight to membranes. The final wash was at 52 °C in
0.1 x standard saline citrate. Hybridized blots were imaged
and analyzed using a Phospholmager (Molecular Dynam-
ics, Sunnyvale, CA).

Sequence Analyses

Sequences were aligned using ClustalW as imple-
mented in the software Bioedit version 7.0 (Hall 1999), fol-
lowed by manual adjustments. MEGA version 4 (Tamura
et al. 2007) was used to calculate nucleotide sequence
divergence and build A- and B-supergroup Wolbachia
phylogenetic trees using distance-based (Neighbor-Joining
[NJ] and unweighted pair group method with arithmetic
mean) and character-based (maximum parsimony [MP])
methods. The different methods yielded largely congruent
phylogenies, and we show in the paper the trees that dis-
played the highest confidence levels in branching patterns,
as detailed below.

Due to low genetic differentiation among strains
(Werren, Zhang, and Guo 1995), distance-based methods
yielded A-supergroup Wolbachia trees with mostly short
branches and low confidence in the branching patterns
(i.e., low bootstrap scores). By contrast, MP yielded only
5 equally most parsimonious trees (tree length: 875 steps)
that differed only in the branching patterns of the 4 highly
closely related Wolbachia strains from Drosophila simu-
lans (WRi and wSim variants) and Drosophila ananassae
(2 wAna variants). Overall, this suggested high support
for the branching patterns of the MP inference. Based on
prior knowledge on strain origins, the most parsimonious
tree linking the 2 D. simulans Wolbachia variants, on
the one hand, and the 2 D. ananassae Wolbachia variants,
on the other hand, was considered as the most biologically
relevant tree. The high consistency index (0.875) provided
further support for the MP tree shown in figure 1.

Regarding B-supergroup Wolbachia strains, distance-
based and MP trees essentially differed on the position of
the Reticulitermes santonensis Wolbachia strain. However,
the MP analysis yielded as many as 190 equally parsimo-
nious trees (tree length: 440 steps), with a consistency index
of only 0.745. By contrast, the 2 distance-based methods
(which agreed on the branching pattern of the R. santonen-
sis Wolbachia strain) were characterized by high bootstrap
scores. Hence, 10 out of 14 nodes displayed bootstrap val-
ues >95% in the NJ tree, thus providing strong support for
the NJ topology.

Results and Discussion
Widespread Distribution of ISWpil among Wolbachia
Strains

The taxonomic distribution of ISWpil is apparently
restricted to Wolbachia bacteria, as found earlier by Blast
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Drosophila melanogaster (wMel)
wMel reference genome

Zaprionus sepsoides

Drosophila yakuba

Drosophila simulans (wAu)

wWil reference genome

Aleochara bilineata

EERIETY

Asobara japonica

Drosophila auraria

Drosophila triauraria

Leptopilina heterotoma (wLhet1)
Drosophila simulans (WRi)

wSim reference genome
Drosophila ananassae

wAna reference genome

Asobara tabida

Culex pipiens (wPip)

Fic. 1.—Distribution of 22 ISWpil copies isolated from the wMel (red), wWil (green), wSim (brown), and wAna (blue) reference genome
sequences. Colored circles highlight the numbers of inferred absence/presence transitions of ISWpil copies in different branches of the phylogenetic
tree of 16 A-supergroup Wolbachia strains. The tree was reconstructed by MP (based on 9,782 bp of sequence flanking the 22 ISWpil loci and the wsp
gene) and rooted using the B-supergroup Wolbachia strain from Culex pipiens (Sanger Institute, http://www.sanger.ac.uk/Projects/W_pipientis/).
Branch length is arbitrary. Wolbachia strains are identified by the host species from which they were isolated.

searches against the entire GenBank database and all pro-
karyote genomes listed in the “microbial genomes” section
of GenBank (Cordaux 2008). In this study, we confirm
ISWpil restricted distribution even though new sequence
data have been added to GenBank since previous searches.
Using a PCR-based ISWpil detection assay, we screened
a panel of 40 diverse Wolbachia strains belonging to the
A, B, and G Wolbachia supergroups (table 1). A PCR frag-
ment of the expected size (681 bp) was obtained in 22 out
of the 40 tested Wolbachia strains. Absence of the ex-
pected 681-bp long PCR fragment in some strains is un-
likely to be caused by systematic PCR failure due to
primer mismatches because average ISWpil sequence di-
vergence across 22 Wolbachia strains is only 0.22% (see
below), indicating that 2 full-length ISWpil sequences
are expected to differ by only 2 substitutions on average.
Moreover, Wolbachia strains inferred to lack ISWpil
based on the first PCR assay were subjected to a sec-
ond ISWpil detection assay, which confirmed the initial
results.

ISWpil was not uniformly distributed among Wolba-
chia supergroups (P < 107>, Fisher’s exact test). It was
present in all 15 A-supergroup Wolbachia strains screened
(table 1), in agreement with its presence in all A-supergroup
Wolbachia strains for which genomic information is avail-
able (Cordaux 2008). By contrast, ISWpil was found in
only 32% (7/22) of B-supergroup and none (0/3) of the
G-supergroup Wolbachia strains tested (table 1). Overall,
these results indicate that ISWpil is widespread among

Wolbachia endosymbionts because it is present in the ge-
nomes of 55% of all Wolbachia strains tested.

Extreme ISWpil Sequence Homogeneity within and
among Wolbachia Strains

To investigate ISWpil nucleotide variation, we com-
pared the ISWpil sequences obtained from the 22 Wolba-
chia strains identified above as possessing ISWpil. PCR
products were directly sequenced to simultaneously se-
quence homologous regions from multiple ISWpil copies
possibly occurring within a single Wolbachia genome.
Lack of ambiguous sites in the sequence trace files sug-
gested extremely low to no nucleotide divergence among
the different ISWpil copies occurring within each Wolba-
chia genome. This result is consistent with the virtual lack
of nucleotide variation previously recorded among the
ISWpil copies present within various sequenced Wolba-
chia genomes (Cordaux 2008). However, some private sub-
stitutions might have remained undetected with this
sequencing strategy. Thus, the 22 ISWpil sequences can
actually be viewed as consensus sequences of all individual
ISWpil copies inserted within each of the analyzed Wolba-
chia genomes, making them useful for comparisons among
strains. Overall, nucleotide divergence of the 22 ISWpil
sequences from the various A- and B-supergroup Wolba-
chia strains was only 0.22%. This virtual lack of ISWpil
sequence variation among Wolbachia genomes is in sharp



contrast with the ~3.7% average nucleotide divergence
among Wolbachia supergroups A and B recorded for 8
highly conserved housekeeping genes (range: 2.2-4.9%)
and even much lower than the divergence (~0.7%) ob-
served for the extremely conserved 16S rRNA gene
(Paraskevopoulos et al. 2006).

Purifying selection acting on ISWpil transposase
genes is unlikely to account for this extreme ISWpil se-
quence homogeneity because it would imply that selection
for transposition is stronger than selection constraining
housekeeping genes essential for Wolbachia metabolism.
Maintaining such intense levels of purifying selection on
ISWpil sequences seems further implausible given the el-
evated evolutionary rates and relative inefficiency of natural
selection in endosymbiotic bacteria with reduced effective
population sizes, such as Wolbachia (Wu et al. 2004). Gene
conversion (i.e., the nonindependent evolution of repetitive
DNA sequences) could explain the homogeneity of ISWpil
copies within Wolbachia genomes, but it cannot account for
the homogeneity of ISWpil among Wolbachia genomes.
Therefore, the most likely explanation for the presence
of highly homogeneous ISWpil sequences in Wolbachia
strains as divergent as those belonging to different super-
groups is that ISWpil has been transpositionally active
and laterally acquired by diverse Wolbachia strains during
very recent evolutionary times (Wagner 2000).

Recent and Intense ISWpil Transpositional Activity

To evaluate the timing of ISWpil transpositional ac-
tivity during Wolbachia evolution, we analyzed the phylo-
genetic distribution of 22 individual ISWpil copies in 16
A-supergroup Wolbachia strains. This approach allowed
us to pinpoint transitions between absence and presence
of individual ISWpil copies, which are signatures of
transpositional activity, during A-supergroup Wolbachia
evolutionary history. Some transitions might have been
overlooked because ISWpil status could not be determined
for some loci in some taxa. We emphasize, however, that it
would not affect our conclusions based on a conservative
set of unambiguously determined transitions.

We were able to map presence/absence transitions to
the Wolbachia phylogeny for 11 wMel ISWpil copies. Our
results indicated that none of the ISWpil copies is shared by
all A-supergroup Wolbachia strains (fig. 1 and supplemen-
tary table S2 [Supplementary Material online]). Instead, all
copies showed very narrow strain distributions. Hence, 7
ISWpil copies identified from the wMel genome sequence
were apparently specific to wMel. The other copies were
shared with just a few closely related Wolbachia strains that
exhibit >99% nucleotide sequence identity with wMel
based on the hypervariable Wolbachia-specific wsp gene
(Charlat et al. 2003, 2004). In fact, 2 copies have presum-
ably been transpositionally active so recently in wMel that
they are polymorphic for insertion presence or absence
among different geographic wMel variants. Specifically,
ISWpil copies at loci wMel#6 and wMel#12 isolated from
the sequenced wMel genome (Wu et al. 2004; Cordaux
2008) were absent from our wMel sample originating from
France. Although wMel#6 (WDO0516-0517 in the original
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wMel genome annotation) has previously been shown to
be polymorphic (Riegler et al. 2005), we identified here
wMel#12 as a novel polymorphic marker that may prove
useful for studies of Wolbachia diversity and evolution
in D. melanogaster.

To test if the very recent ISWpil transpositional activ-
ity suggested by the transition patterns of ISWpil copies
isolated from wMel can be generalized to other ISWpil
copies, we extended our analysis to 11 additional ISWpil
copies isolated from the partial genome sequences of wAna
(6 loci), wSim (2 loci), and wWil (3 loci). Again, all ISWpil
copies exhibited very narrow strain distributions (fig. 1 and
supplementary table S2 [Supplementary Material online]).
Even the 2 most widely distributed ISWpil copies isolated
from wAna were found in closely related Wolbachia strains
that are identical based on the hypervariable Wolbachia-
specific wsp gene (Miller and Riegler 2006).

Next, we assessed ISWpil copy number variation
among A-supergroup Wolbachia strains by Southern blot-
ting. Results indicated that the number of distinct bands
(i.e., putative distinct copies) for A-supergroup Wolbachia
strains varies from 7 to 13 copies (fig. 2). These figures are
in line with the copy numbers estimated from genome se-
quence data for other A-supergroup Wolbachia strains
(Cordaux 2008). Interestingly, there are approximately
twice as many ISWpil copies in wMel compared with
the closely related wAu, whereas there are similar copy
numbers between wMel and the distantly related wAna
(fig. 2 and Cordaux 2008).

Overall, extensive heterogeneity in ISWpil copy num-
bers among Wolbachia strains, along with very narrow dis-
tribution of 22 individual ISWpil copies identified from 4
different host genomes and extreme ISWpil sequence
homogeneity, provides compelling evidence for intense
ISWpil transpositional activity during recent Wolbachia
evolution. We emphasize that the extensive polymorphism
observed, both in terms of overall copy numbers and pat-
terns of presence or absence of individual copies among
Wolbachia strains, may result from a combination of inser-
tion events and secondary excisions. In any event, this tes-
tifies to the intense transpositional activity that Wolbachia
endosymbionts have recently experienced and may con-
tinue to currently experience. ISWpil recent transposition
in various Wolbachia strains is further supported by the fact
that the 2 overlapping open reading frames constituting
ISWpil transposase are intact in all sequenced portions,
suggesting that there are sources of functional transposases
in all A- and B-supergroup Wolbachia genomes containing
ISWpil we analyzed. If so, our results provide strong ev-
idence that the genomes of ancient obligate endosymbionts
can carry high loads of functional and active transposable
elements.

Frequent ISWpil Horizontal Transfers during Recent
Wolbachia Evolution

The ubiquitous presence of ISWpil in the Wolbachia
A supergroup, coupled with reduced levels of sharing of
individual copies among Wolbachia strains, suggests that
some Wolbachia strains may have independently acquired
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Fic. 2.—Southern blotting of HindIll-digested DNA. Lanes:
Wolbachia strains from Drosophila simulans wAu (1), Drosophila
melanogaster (2), Asobara japonica (3), Drosophila ananassae (4), and
Armadillidium vulgare wVulC (5). Figures on the left indicate fragment
sizes (kb). White triangles highlight the positions of the fragments. A
single band was detected in wVulC, which presumably corresponds to the
ISWpil relic identified by PCR and sequencing (see main text). Other
Wolbachia strains exhibit from 7 to 13 distinct bands.

ISWpil via lateral transfers. To estimate the number of in-
dependent ISWpil acquisitions in the Wolbachia B super-
group, we analyzed ISWpil distribution according to
bacterial strain phylogenetic relationships (fig. 3). At this
level of resolution, the presence of ISWpil in B-supergroup
Wolbachia strains putatively results from at least 4 indepen-
dent acquisitions (fig. 3). This may be an underestimate be-
cause 1) a higher phylogenetic resolution in the Lomaspilis
marginata/Talitrus saltator/Amaurobius ferox group of
closely related Wolbachia strains might result in the infer-
ence of additional independent ISWpil acquisitions, 2)
a larger screening of Wolbachia strains for ISWpil pres-
ence might uncover additional acquisition events, and 3)
one cannot formally exclude that ISWpil has been trans-
ferred several times to individual Wolbachia strains. In
any event, these results suggest that horizontal transmission
may be a major determinant of the current ISWpil distri-

bution among Wolbachia strains. Only limited cases of hor-
izontal transfers of mobile DNA in obligate endosymbiotic
bacteria have been reported previously, including a plasmid
in Buchnera (Van Ham et al. 2000), a bacteriophage in
Wolbachia (Bordenstein and Wernegreen 2004; Gavotte
et al. 2007), and a putative conjugative element in Rickettsia
(Blanc et al. 2007). ISWpil from Wolbachia is the first
transposable element unambiguously shown to horizon-
tally transfer in obligate endosymbiotic bacteria.

Frequent ISWpil transfers among different Wolbachia
strains could be facilitated by the occasional co-occurrence
of divergent Wolbachia strains within the same host cells
(Vavre et al. 1999; Bordenstein and Wernegreen 2004),
as well as the presence of bacteriophage WO in many
Wolbachia genomes (Bordenstein and Wernegreen 2004;
Wu et al. 2004; Braquart-Varnier et al. 2005; Gavotte
et al. 2007) that could serve as a shuttle for efficiently trans-
ferring genetic material among strains. Consistently, the
wBm Wolbachia genome from the nematode Brugia malayi
that lacks bacteriophage WO (Foster et al. 2005) also lacks
recent ISWpil copies (Cordaux 2008). On the other
hand, bacteriophage WO distribution seems restricted to
Wolbachia, and it has never been found in other bacteria
to date (Bordenstein and Wernegreen 2004; Gavotte et al.
2007), which could also contribute to explain why ISWpil
taxonomic distribution also appears restricted to Wolbachia
(Cordaux 2008). If so, Wolbachia bacteria may constitute a
highly dynamic system for genetic exchanges among strains
(Bordenstein and Wernegreen 2004), whereas at the same
time being less prone to exchanges with other bacterial
species, perhaps as a result of the specialization of vectors
involved in IS horizontal transfer.

Why So Many ISs in Wolbachia Genomes?

While investigating ISWpil distribution by PCR in 40
Wolbachia strains, we amplified ISWpil “relics” from the
genomes of 5 B-supergroup Wolbachia strains: a 312-bp
fragment in 4 Wolbachia strains (including wVulC) and
a 550-bp fragment in 1 Wolbachia strain (table 1). DNA
sequencing revealed that the shorter and longer fragments
exhibited 12.3% and 10.4% nucleotide divergence with
ISWpil, respectively, and 20.1% with each other. In addi-
tion, both fragments were severely truncated compared with
ISWpil due to multiple internal deletions and both were
lacking any significant coding capacity. Southern blotting
of wVulC Wolbachia strain DNA against an ISWpil probe
identified a single band (fig. 2), suggesting that the ISWpil
relic identified above is the only ISWpil copy currently in-
serted in the wVulC genome. Other highly divergent copies
have also been reported from the B-supergroup wPip and D-
supergroup wBm Wolbachia strains (Duron et al. 2005;
Cordaux 2008), suggesting an ancient presence of ISWpil
in Wolbachia genomes. Because our PCR-based strategy
was designed to preferentially detect ISWpil copies closely
related to the ISWpil consensus sequence (i.e., presumably
recent copies), it is possible that some ISWpil relics have
remained undetected in our screening. Thus, the distribu-
tion of ISWpil relics among Wolbachia genomes may
be underestimated.
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Fic. 3.—N1J tree of 22 B-supergroup Wolbachia strains for which ISWpil presence or absence is known, based on wsp sequences and the Kimura
2-parameter substitution model. Bootstrap values (based on 1,000 replicates) are shown on branches (%). The tree was rooted using the A-supergroup
Wolbachia strain from Drosophila melanogaster. The broken line indicates that the branch is not drawn to scale. Wolbachia strains are identified by the
host species from which they were isolated. Strains possessing (red) or lacking (black) ISWpil copies are shown. Stars indicate strains possessing
ISWpil relics. Green circles indicate the putative independent ISWpil acquisitions.

Overall, our results are consistent with a scenario in
which ISs recurrently invade and then go extinct in bacterial
genomes (Wagner 2006) so that ancient relics and recent
ISWpil copies represent temporally distinct ISWpil inva-
sions of Wolbachia genomes. It has been proposed that
IS could be maintained in Wolbachia genomes because
they confer a selective advantage to their bacterial hosts
(Brownlie and O’Neill 2005; Foster et al. 2005). Alterna-
tively, it is possible that ISs are maintained in Wolbachia
simply as a consequence of the inefficiency of host ge-
nomes to eliminate them (Wu et al. 2004). The rationale
underlying this hypothesis is that symbiotic bacteria tend
to have small effective population sizes, thus rendering
selection against deleterious mutations and transposable el-
ement insertions less efficient (Wu et al. 2004). The evolu-
tionary history and dynamics of ISWpil suggest yet another
explanation: Wolbachia genomes are recurrently exposed
to new IS invasions (Bordenstein and Wernegreen 2004).

Conclusion

It is generally considered that IS proliferation charac-
terizes lineages that have recently evolved toward an obli-
gate endosymbiotic lifestyle (Moran and Plague 2004;
Plague et al. 2008). By contrast, ancient obligate endosym-
bionts typically lack IS because of degradation of old inser-
tions and absence of exposure to new transposition events
(Moran and Plague 2004). Unexpectedly, our results show
that at least a subset of all IS copies of the obligate endosym-
biont Wolbachia are not remnants of ancient IS proliferation
following the shift to endosymbiotic lifestyle at an earlier
stage of Wolbachia evolution. Instead, Wolbachia experi-

ence recurrent invasions by new IS, which may explain,
at least partly, the unusually high density of transposable el-
ements found in the genomes of these endosymbionts.

Supplementary Material

Supplementary tables S1 and S2 are available at
Molecular Biology and Evolution online (http://www.mbe.
oxfordjournals.org/).
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Etude du T4SS chez Wolbachia

Locus name  PCR primers (5° > 3’) PCR product size (bp)
Forward Reverse Present IS Absent IS
wMel#1 GCATAAAAACGCGCAAAAGT AAAGACTGCCCACTTCCAGA 1,397 478
wMel#2 GTGACGGTGGATTTTCTTGG AAAGCACGAGCGCAATCTAT 1,325 406
wMel#3 GAAGACAATCTTCCGCTTGC TCCAGCATTTTGTGAGCTTG 1,428 509
wMel#4 GAATCGTGAGAGGGAACTGC CAAAAGTCGCCTCAGACCTC 1,112 193
wMel#5 TAATCTATCCGGTGGGCAAA TATCACGGCGGTATGACGTA 1,400 481
wMel#6 ACGTAGGACGGCTAGCTTCA CTTGAAACCAGCGATTTGGT 1,415 496
wMel#7 TTTTTGGCCAGCTCAGTCTT ACGCTTGCTTCCAAGAAAAA 1,202 283
wMel#8 AAGCTACGCAGTGCTGTCAA AGCACCACTTAGGCCTTGAA 1,030 111
wMel#9 CAAAATCGTCGCAAAACCTT AAGCGTAAACCTGCCAAAAA 1,231 312
wMel#10 TTCATGCCATCTTCACCGTA TAGCGCTTCCATTGCTTTTT 1,445 526
wMel#11 AGGCGTTTTATTGCAAATGG TGCAATGTTTGTGGCGTAGT 1,266 347
wMel#12 GTTGCATCGCTCAAGTGAAA TGCAATTTTCTCGTTTGCTC 1,431 512
wMel#13 TTGCTGCACTTCTCTGCAAT CTGAAATGATGCCGGTTCTT 1,482 563
wAna#l TGCCCTGCATCTGACAATAG ACCCTTTGCCGTTATTGTTG 1,484 565
wAna#4 TCCATGGGAATAGAAAGTGGA ACTGCTGCACAGTGACCAAG 1,274 355
wAna#7 GCTCTTGGTTGGTGTGGATT CTTGTGTAGCGGGAATTGGT 1,260 341
wAna#10 CGAAGTCGCAAAAGCAATG TGGTTAATCTTGTAGAACTTTGC 1,333 414
wAna#12 ACAAAGGGAAGCTCATGGTG CGCAACCAATGATCAACATC 1,397 478
wAna#14 GACAAGCCAAAAAGCGAAAG ATGGTTGCAGCCTTAAGTGG 1,471 555
wSim#2 GCAAGCAGATGGCAGTAAGG TGGCATAACCAGAGCCAAAG 1,516 597
wSim#10 TTCTCCACGTTTTTCTGAAGG CTTCCAGGAGCTGGTTCTTTAC 1,512 593
wWil#3 CCAGGTAACTCCAAGCAAATAAG AAGTGGCCTAACTGCTGATG 1,379 460
wWil#5 TACAACGGCCCAATGTAAAG GCCACTACTCAAGACATACGAAC 1,510 591
wWil#6 CAGGATGCAATTGAGAATGC GCCCTTCAGTTCTGTTCAGC 1,561 642

Table S1: PCR primers and expected product sizes for 24 ISWpil loci present in the wMel,

wAna, wSim and wWil Wolbachia genomes.

Source Locus wRi Dana Lhet Atab Ajap wAu Dyak Dmel Abil Daur Dtri Zsep [wMel wAna wSim wWil wPip

-
~D
B
~D
~D

2 2 1
2 2 2 9
_?"

Codes
0

Table S2: Presence or absence of ISWpil elements at 22 orthologous loci in 17 Wolbachia
strains.
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IS absent 1 IS present ?  not determined

confirmed by sequencing not confirmed by sequencing in silico PCR
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Les ankyrines, des effecteurs bactériens potentiels

III. Les protéines a domaines ankyrines, des
effecteurs impliqués dans les interactions entre

Wolbachia et ses hotes ?

A.Objectifs.

Wolbachia est une bactérie difficilement cultivable et I'élaboration de transformants s’est
révélée a ce jour infructueuse (Tanaka et al. 2009). Il est donc impossible d'envisager 1'étude de
mutants pour identifier les facteurs impliqués dans les interactions entre la bactérie et son hote. Une
approche alternative, basée sur l'analyse comparative des génomes, permet cependant d'identifier des
facteurs de virulence potentiels comme cela a été le cas chez L. pneumophila ou Rickettsia rickettsii
(Cazalet et al. 2008, Ellison et al. 2008, Burstein et al. 2009). Une telle approche est envisageable pour
Wolbachia puisque 4 génomes ont été séquencés entierement, et que de nombreux génomes partiels
sont également disponibles pour plusieurs autres souches, y compris la souche wVulC (Wu et al. 2004,
Foster et al. 2005, Salzberg et al. 2005, Klasson et al. 2008, Klasson et al. 2009). Les premiéres analyses
des génomes de Wolbachia ont révélé la présence d’'un nombre étonnamment important de genes
codant des protéines a motif ankyrine (ANK) (Wu et al. 2004, Klasson et al. 2008). Etant donnée la
nature de ces domaines, connus pour étre impliqués dans des interactions protéine-protéine chez les
eucaryotes, la présence d'un grand nombre de ces protéines ANK chez Wolbachia fait de celles-ci des
candidats naturels impliqués dans la communication avec 'hote (McGraw et O'Neill 2004, Fenn et
Blaxter 2006).

Cette hypothese est de plus confortée par les démonstrations récentes chez L. pneumophila et A.
phagocytophilum de l'implication de protéines ankyrines bactériennes dans la perturbation de la
physiologie de leur héte (Lin et al. 2007, Pan et al. 2008). Chez L. pneumophila, 1'analyse in silico des
génomes de plusieurs souches a permis d'identifier 142 effecteurs dont 11 genes codant des protéines
ANK qui sont effectivement sécrétées par la bactérie (Al-Khodor et al. 2008, Altman et Segal 2008, de
Felipe et al. 2008, Habyarimana et al. 2008, Pan et al. 2008, Burstein et al. 2009). Parmi ces protéines,
AnkX empéche, apres interaction avec les microtubules, le transport de la vacuole contenant les

bactéries et sa fusion avec les endosomes de macrophages humains (Pan et al. 2008).
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Figure 13: Nombre de génes ankyrines dans les génomes de Rickettsiales.

Diagramme réprésentant le nombre de geénes codant des protéines a domaines ankyrines dans les génomes de
différentes Rickettsiales (5 souches de Wolbachia, puis 2 d’Anaplasma, 3 d’Ehrlichia, 1 de Neorickettsia et 12 de Rickettsia).
Les chiffres sur chaque barre représentent le nombre de genes contenus dans les prophages (en rouge) ou dispersés sur le

reste du chromosome bactérien (en bleu).
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Chez A. phagocytophilum, proche parent de Wolbachia, AnkA est une protéine sécrétée dans le
cytoplasme de la cellule hote puis dirigée dans le noyau ou elle interagit avec de nombreuses
protéines dont une ATPase, une tyrosine phosphatase et une protéine de type NADH deshydrogénase
(Caturegli et al. 2000, Park et al. 2004, Lin et al. 2007). Il a donc été montré que des protéines
bactériennes a domaines ankyrines peuvent interagir avec celles de I'hdte pour assurer l'infection
et/ou le maintien du symbiote. Enfin, chez Wolbachia, I’équipe de Sinkins a proposé l'implication de
deux protéines ANK de wPip (pkI et pk2) dans le phénomene d’IC induit par la bactérie chez C. pipiens
(Sinkins et al. 2005). Ils ont montré que ces génes étaient polymorphes et permettaient de distinguer
des souches génétiquement tres proches induisant des effets d'IC différents (Sinkins et al. 2005).
Ensuite, des variations de 1'expression de pk2, selon le sexe et les populations d’origine, ont pu étre
corrélées avec le phénotype d’IC induit par ces mémes souches (Sinkins ef al. 2005).

Ainsi, de par leur nature, toutes les protéines ANK peuvent étre considérées comme des
effecteurs candidats impliqués dans le dialogue entre la bactérie et son hote, y compris dans les
phénomenes d’altération de la reproduction. Nous avons entrepris d’identifier et de caractériser
I'ensemble des genes codant des protéines a motifs ankyrines chez wVulC et de les comparer aux
autres genes ank connus chez Wolbachia. Ce travail a ensuite été en partie associé a une étude plus
large comprenant 1'étude approfondie des motifs ANK de protéines d’autres souches bactériennes, de
virus, ainsi que d'organismes eucaryotes. Enfin, nous avons étudié plus précisément la distribution et
I'expression des genes homologues de pkl et de pk2 chez les souches infectant les isopodes terrestres

afin de tester la corrélation entre I'expression de ces genes et les phénotypes induits par Wolbachia.

B.Etude comparative des genes ankyrines de

wVulC.

Nous avons mis a profit les avancées du séquengage du génome de wVulC afin d'identifier sur
les différents contigs assemblés, les génes codant des protéines a motifs ankyrines. Deux approches
complémentaires ont été utilisées, la premiere par utilisation du serveur BLASTP (Altschul et al. 1990)
sur les séquences protéiques de wVulC en utilisant comme requéte I'ensemble des protéines ankyrines
de Wolbachia disponibles dans GenBank. Chaque séquence de wVulC identifiée a secondairement fait

I'objet d’une recherche de motifs ANK avec le serveur SMART (e-value < 1) (Letunic et al. 2009).
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wWulC wPip-Pel wRi wMel wBm
Taille du génome (bp) ~1 750000 1482455 1445873 1267782 1 080 084
Nombre de génes ank 66 60 36 23 12
Nombre de pseudogénes 0 3 8 0 7
Proportion de pseudogenes 0% 5,0% 22,2% 0% 58,3%
Nombre de génes associés au phage 14 12 12 10 0
Proportion de génes de phage* 21,2% 20,0% 33,3% 43,5% 0%
Nombre de génes uniques 63 54 29 23 12
Nombre de génes spécifique a chaque souche* 18 24 6 1 2
Taille totale de séquences ank (bp) 73 539 106 994 55 110 30 651 10 918
min 303 450 120 459 246
max 3510 8 247 7 425 2 901 3327
Proportion dans le génome  4,2% 7,2% 3,8% 2,4% 1,0%
Contenu en G+C (%) dans le génome ? 34.2% 35,0% 35,2% 34,2%
Contenu en G+C (%) dans les génes ank 34,6% 34,2% 34,4% 35,2% 33,8%

Contenu en G+C (%) dans les génes ank de phage 35,1% 35,4% 34, 7% 35,2% 0,0%

Nombre de motifs ANK 317 276 183 114 23
min 1 1 1 1 1
max 14 18 34 11 9

moyen (par protéine) 4.8 4.8 6,3 5,0 46

Nombre de domaines TM 34 42 15 11 4
Nombre de protéines ANK contenant des TM 19 25 9 6 2

Proportion dans le génome* 28,8% 43,9% 32,1% 26,1% 40,0%
Nombre de domaines autres que TM et ANK 3 3 5 0 0

Nombre de protéines contenant un peptide signal 4 3 2 2 1

* pseudogénes exclus

Figure 14: Comparaison des caractéristiques des génes ank de wVulC avec celles des génes
ank des 4 souches de Wolbachia.
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Des analyses par BLASTP ont été réitérées en utilisant les séquences présentant effectivement
des domaines ANK, et ainsi de suite jusqu'a épuisement de résultats positifs. Cette approche a permis
de révéler 82 fragments d’ADN codant des motifs ANK dont certains étaient des homologues de
genes codant des protéines a motifs ankyrines connues. La seconde approche était basée sur la
recherche avec le serveur SMART de motifs ANK directement sur les contigs de wVulC traduits dans
les 6 cadres de lecture. Ceci nous a permis de confirmer les résultats issus de la premiere analyse et
d'identifier au total 122 séquences. Les 40 séquences codant des motifs ANK identifiées uniquement
par cette seconde approche ont ensuite été analysées par BLASTP comme décrit précédemment ce qui
a permis de mettre en évidence de nouveaux homologues d’ankyrines de Wolbachia.

A la date de I'écriture de ce manuscrit, I'état d'avancement de I'assemblage et de I’annotation
du génome de wVulC nous a permis d’affiner ces résultats en éliminant les séquences chevauchantes
et appartenant a une seule et méme ORF. Nous avons ainsi mis en évidence la présence de 66 genes
codant des protéines contenant au moins un motif ANK chez wVulC. Ceci représente un nombre
minimum dans la mesure ou d'autres genes ank peuvent étre localisés dans les régions non encore
séquencées ou non annotées du génome. Puisque trois de ces genes posseédent chacun un paralogue de
séquence identique, wVulC totalise en fait 63 séquences ank uniques. Ce nombre de genes est déja
supérieur a celui répertorié dans les autres génomes séquencés de Wolbachia, le maximum de genes
ank ayant été observé dans le génome de wPip-Pel (60 genes dont 56 uniques) (Figure 13). Enfin, cela
représente le nombre de genes ank le plus important décrit a ce jour chez un procaryote. Ce résultat
renforce 1'idée selon laquelle un nombre élevé de genes ank est une caractéristique des bactéries du
genre Wolbachia. On retrouve cette caractéristique ponctuellement dans d’autres génomes du genre
Rickettsia (R. bellii RML (28), R. felis (24)) (Figure 13). En nombre de paires de bases, les séquences
ankyrines représentent entre 1 et 7,2% des génomes de Wolbachia, et environ 4,2% du génome de
wVulC (Figure 14).

La comparaison des genes ank de wVulC avec ceux des quatre souches de Wolbachia dont les
génomes ont été publiés (Wu et al. 2004, Foster et al. 2005, Klasson et al. 2008, Klasson et al. 2009), a
révélé que seuls deux genes présentent des orthologues dans les cinq souches (Figure 15). Si 'on
exclut de l'analyse la souche wBm qui ne posséde pas de prophage (dont la séquence est riche en
genes ank), douze genes de wVulC présentent des orthologues dans les trois souches de Wolbachia
induisant une IC (wPip-Pel, wRi et wMel) (Figure 15). C'est avec wPip-Pel, la souche la plus proche
phylogénétiquement de wVulC et appartenant elle aussi au supergroupe B, que wVulC partage le plus
grand nombre de geéne ank orthologues (27 genes) (Figure 15). Parmi ces genes, quinze sont présents
uniquement chez ces deux souches du supergroupe B alors qu’ils sont absents chez celles du

supergroupe A (Figure 15).
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w Mel w Ri w Pip Pel w VulC w Bm
Geénes communs a toutes les WD0438 WRi 003070 WPa 0680 wVulC ANKS4  Wbm0447
souches WD0441 WRi1 003040 WPa 0677 wWVulC ANKS87 Whbm0582
WD0766 WRI 006090 WPa 0506 wWVulC ANK79 Whbm0296
Génes communs a toutes les WD0035 WRi 000290 WPa_1105  wVulC_ANKS8
souches sauf w Bm WDO0147 WR1 001060 WPa_ 0088

WDO0191 WRi_ 001790 WPa 0767  wWVulC_ANK71
WD0385 WRi1_p04040 WPa 1220 wVulC_ANK22-56
WD0498 WRi 002480 WPa 0688 wWwulC _ANKS1
WD0754 WRi1 007240 WPa 0149  wWVulC ANKS86

WD0292 WPa_ 0296

WDO0566  WRi_006900 WPa_0354 wvulC_ANKS9
WPa_0452
WPa_1337

pkl WD0596 WRi 005620 WPa 0256 wWVulC ANK25
WRi 010280 WPa 0315 wWVulC ANK32
WRIi_p07220 WPa_1308 wWVulC_ANK46a
WRi p07650 wWVulC_ANK46b
wVulC_ANK60a
wVulC_ANK60b

WD0633  WRi 005390 WPa 1203
\X'Rlﬁ(ﬂ]ﬁ(ﬂ)()
WRi_010050

pk2| WDO0636  WRi 005440 WPa 0299 wWulC ANKA40

WRi_010100 WPa_0413 wVulC_ANK48

WPa_0340

pk2*| WD0637  WRi 005450 WPa 0300

WRi 010110 WPa_0414

WPa 0339
Geénes de w Mel ou wRin'ayant WD0285
pas d'homologues chez w VulC WD0286
ou w Pip-Pel WD0291
WD0294
WD1213
WD0073 WRi_000620
WD0434 WRi1 003100
WD0032-34  WRi_000280
WDO0550 WRi p03640
Genes communs a w VulC/w Ri WRi_002880 wVulC_ANK66
WRi_ 006850 wVulC ANKSS
Geénes communs a w VulC/w Pip WPa_0383  wWwlC_ANK43

WPa_ 0390  wWwulC_ANK34
WPa 0410 wVulC ANKI16
WPa 0648  wVulC_ANKS53
WPa_0652 wVulC_ANK44-59
WPa 0680  wWulC_ANKS54
WPa_ 0689  wVulC_ANK36
WPa_ 0730 wwulC_ANK?28-73
WPa_ 0731 wwulC_ANK74-75
WPa 0733  wVWulC_ANK76
WD1199 WPa 0763 wWVulC_ANK4-72  Wbm0742
WPa_0768 wWVulC_ANKOI
WPa 0787 wVulC ANKA49-50
WPa_1275 wWulC_ANK33
WPa_1279  wVulC_ANKS0
Genes a priori specifiques a WDO0514 WRi_006740 WPa_0112 wVulC_ANKO8  Wbm0287
chaque souche WRi_ 006750 WPa_0179 wWulC_ANK17 Wbm0394
WRi1 006810 WPa 0195 wWVulC ANK20
WRi1 006860 WPa 0217 wVulC ANK27
WRi_006870 WPa_0218 wWVulC_ANK29
WRi 012460 WPa 0292 wWulC ANK31
WRi_p06670 WPa 0293  wVulC_ANK37
WRi_p06840 WPa_0346 wVulC_ANK42
WPa 0347 wWulC ANKG2
WPa 0388 wWulC _ANKG63
WPa_0407 wWVulC_ANK64
WPa 0462 wWulC _ANKG67
WPa 0606 wVulC ANKG6S
WPa_ 0638 wVvulC _ANK78
WPa_0688 wWVulC_ANKSI
WPa 0729 wWulC ANKS82
WPa 0774 wVulC ANKS3
WPa_0776 wWVulC_ANKS89
WPa_0862
WPa_ 1014
WPa_1147
‘WPa_1351
WPa_ 1378
WPa 1379

Figure 15: Liste des génes ankyrines homologues entre les 5 souches de Wolbachia étudiées.

Les geénes sont identifiés chez wVulC par rapport a un numéro de séquences donné arbitrairement mais sans rapport
avec leur localisation sur les contigs. En rouge sont indiqués les génes de prophages, en vert les génes sans domaine ankyrine

mais homologues d’ankyrines chez une autre souche.
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Enfin, 18 genes de wVulC n’ont aucun homologue chez d’autres souches de Wolbachia, ce qui
en fait a ce jour des genes spécifiques (Figures 14 et 15). Des points restent a approfondir notamment
concernant l'absence chez wVulC de certains génes conservés dans l'ensemble des autres génomes de
Wolbachia (Figure 15). 1l est possible que ces genes soient réellement présents dans le génome de
wVulC mais pas encore identifiés du fait de I’annotation en cours.

En termes de répartition génomique, 14 des 66 genes identifiés chez wVulC sont présents dans
des régions du génome de Wolbachia contenant des prophages WO (Figures 14 et 15). Deux genes en
particulier, pk1 et pk2, sont présents en plusieurs copies dans les prophages des génomes de wVulC,
wPip-Pel et wRi (Figure 15). Cette observation suppose que des évenements de duplication ou de
recombinaison intra et/ou inter-phage ont eu lieu au cours de l'histoire évolutive de ces genes,
évenements nécessairement postérieurs a leur divergence avec wMel chez qui ces génes sont présents
en un seul exemplaire (Wu et al. 2004). Le nombre de copies de ces genes semble étre lié au nombre de
copies du phage WO-B présent au sein d'un génome [cf. Article 5: Pichon et al., p. 90]. Néanmoins, le
nombre total de geénes ank liés aux phages est relativement stable d'une souche a une autre (entre 10 et
13, en excluant wBm qui ne possede pas de phage), ce qui suppose que les différences sur le nombre
de genes ank entre souches résident principalement dans le nombre de ces genes présents dans le reste
du chromosome bactérien (Figure 14).

Bien qu’engagées dans des interactions protéine-protéine via leurs motifs ANK, la fonction des
protéines a domaines ankyrines est encore inconnue. Presqu’'un tiers des protéines ankyrines de
Wolbachia étudiées possedent trois motifs ANK (Figure 16). Cependant la gamme de motifs ANK dans
une protéine est large et s’étend de 1 a 34 domaines (Figure 14 et 16). Nous avons mis a profit
I'alignement de 913 motifs ANK contenus dans les protéines ankyrines de wVulC et des quatre
souches séquencées de Wolbachia pour définir une séquence consensus et étudier le degré de
conservation de ces domaines. La figure 17 représente plus précisément le consensus obtenu chez
wVulC avec les 205 motifs ANK longs de 33 acides aminés exactement. Les résultats montrent que
certains acides aminés au sein d’un motif ANK sont conservés et font la singularité d'un domaine
ankyrine, caractéristique déja observée par Mosavi ef al. (2004) (Figure 17). D’apres un consensus
dessiné a partir de 4000 protéines ANK, Mosavi a pu déterminer le degré de conservation de chaque
position. Son analyse a permis de montrer que les positions conservées influengaient la structure 2-D
des molécules suivant un enchainement de feuillets 3 et d’hélices a. Chaque motif ankyrine a de plus
une composition en acides aminés en termes de propriétés biochimiques (hydrophobes, neutres,
basiques et acides) assez homogene (Figure 17). Néanmoins, la grande variabilité en d’autres positions

du motif consensus reflete la diversité observée des protéines ankyrines chez Wolbachia.
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Figure 16: Nombre de protéines ankyrines de Wolbachia en fonction du nombre de motifs
ANK qu’elles possedent.

Diagramme représentant 1’abondance relative de protéines ankyrines de Wolbachia possédant de 1 a 34 motifs ANK.
Les analyses ont été menées sur 5 souches: wVulC (en bleu foncé), wMel, wBm, wPip-Pel, wRi et wVulC (valeurs cumulées

en bleu clair).
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Figure 17: Motif ANK consensus des protéines ankyrines chez wVulC.

Séquence consensus réalisée a partir de I’alignement des motifs longs de 33 acides aminés exactement extraits des 66
protéines a domaines ankyrines chez wVulC. Le diagramme réalisé avec Weblogo (http://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi)
représente 1’abondance relative de chaque acide aminé au niveau des 33 positions du motif. Certains acides aminés aux

positions 2,4-6,9,13,21-22,25-26 sont trés conserveés.
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L’identification wviz le serveur SMART de domaines autres qu’ankyrines permet
d’appréhender les activités potentielles des protéines ankyrines de wVulC. Seules trois des 66
protéines possedent chacune un domaine nommé DnaJ, Peptidase M9, Rapsyn N. Chez les
procaryotes, les domaines DnaJ sont retrouvés dans des protéines chaperonnes du méme nom et sont
supposés intervenir dans les interactions avec d’autres protéines chaperonnes DnaK (Cyr et al. 1994).
Peptidase_M9 est un domaine propre a la famille des métalloprotéases et plus précisément aux
collagénases identifiées notamment chez les bactéries des genres Vibrio et Clostridium (Matsushita et al.
1994). Chez ces derniéres, les collagénases sont utiles lors de I'invasion microbienne et interviennent
dans la dégradation des barrieres de collagene de I'hdte (Matsushita et al. 1994). Rapsyn_N est lui un
domaine trouvé chez des protéines qui s’accumulent dans les jonctions neuromusculaires (Eckler et al.
2005). Rapsyn_N et Peptidase_M9 sont deux domaines uniquement trouvés chez les protéines
ankyrines de wVulC alors que DnaJ est commun a trois protéines ANK de wPip-Pel (Walker et al.
2007). D’autres domaines ont été répertoriés mais uniquement chez les protéines ANK d’autres
souches de Wolbachia [Arch_ATPase, Ovarian Tumor (OTU), ATPase family protein Associated with
various cellular Activities (AAA), C-terminal Pox Viral (PRANC) ou encore Tetratricopeptide (TPR)]
[¢f. Article 4 : Ioannidis et al., p. 54].

Il faut noter la présence dans 19 protéines ANK de wVulC d'un a deux domaines
transmembranaires (Figure 14). Ces domaines ancreraient ces protéines dans les membranes de la
bactérie, soit du cdté intracellulaire, soit du coté extracellulaire. Différents serveurs de localisation
cellulaire (Psortb, CELLO, TMHMM, Phobius) prédisent tous qu'une protéine ankyrine
(wVulC_ANKS9) et huit autres sont respectivement enchassées dans la membrane externe et interne
de la bactérie. D’apres les mémes analyses, vingt-trois autres protéines ANK seraient cytoplasmiques.
D’autres serveurs (SignalP, PrediSi, TargetP, TatP, LipoP et Phobius) prédisent que quatre protéines
ANK de wVulC possedent par ailleurs une séquence peptide-signal dans leur région N-terminale dont
une (wVulC_ANKS50) possede un peptide signal plus long (39 aa) que les autres (Figure 14). Bien que
la fonction de ces quatre protéines ANK soit encore inconnue, il est envisageable qu’elles soient
exportées a travers la membrane interne et probablement par un systeme Tat pour wVulC_ANKS50 a
cause de son signal caractéristique. Les protéines ANK peuvent étre également sécrétées par
Wolbachia. Or, il a été montré que certaines protéines sécrétées par un T4SS possedent un signal de
translocation dans leur région C-terminale. Bien que difficilement détectable a priori, ces signaux ont
été décrits pour la premiere fois chez les effecteurs d’A. tumefaciens (Vergunst ef al. 2000, Vergunst et al.
2005). Ce signal C-terminal a également été mis en évidence dans d’autres protéines sécrétées par les
T4aSS de Mesorhizobium loti (Hubber et al. 2004, Vergunst et al. 2005), Bartonella henselae (Schulein et al.

2005) et par le T4bSS de L. pneumophila (Luo et Isberg 2004, Nagai et al. 2005).
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La recherche d'un signal de type R-x(7)-R-x-R-x-R-x(n) a été réalisée en 2007 par Annette
Vergunst en utilisant un modele caché en chaines de Markov (Hidden Markov Model HMM) sur 20
protéines a domaines ankyrines de wVulC. J'ai plus tard réalisé la recherche d'une signature de type
VirF d’A. tumefaciens ([RK]-x(7)-[RK]-x-[RK]-x[RK]-x(2)) ou de type AnkA d’A. phagocytophilum ([RK]-
x(2)-[RK]-x(2)-[RK]-x-[RK]-x(2)) a l'aide du serveur de Genouest nommé WAPAM (Weighted
Automata PAttern Matching) sur les 66 protéines ankyrines de wVulC. Ces deux recherches se sont
révélées infructueuses si bien qu’aucune ankyrine de wVulC ne possede une signature de
translocation identique ou similaire aux effecteurs d’ Anaplasma et Agrobacterium.

L'ensemble des analyses réalisées sur les protéines ANK de wVulC et la comparaison aux
autres ankyrines de Wolbachia ont été intégrés a celles de P. Ioannidis (Université de Ioannina, Grece)
dans le cadre d'une collaboration avec 1'équipe de K. Bourtzis [cf. Article 4, [oannidis et al., p. 54]. Le
consensus de motifs ANK obtenus avec les protéines ankyrines de Wolbachia a été étendu a 1287
protéines (soit 3899 motifs), comprenant en plus celles présentes chez d’autres bactéries appartenant
aux Rickettsiales et a C. burnetii, mais aussi chez trois virus et sept especes d’eucaryotes (Table 1, p.
84). Les résultats montrent que la diversité des ankyrines chez Wolbachia est liée en partie a la
variabilité de séquence des motifs ANK par le jeu d’évenements d’insertion ou de délétion de résidus
au niveau de deux positions spécifiques au sein des motifs (Figures 4 et 5, p. 87-88). Les analyses de
BLASTP obtenues avec les protéines a domaines ANK de Wolbachia ont également été étendues aux
virus et eucaryotes étudiés. Les analyses ont été réalisées sur les protéines entieres, les motifs ANK
pris séparément ou ensemble, et sur le reste des protéines une fois les motifs ANK soustraits. Les
résultats sous forme de relations de parenté montrent une origine eucaryote vraisemblable des
protéines ANK de Wolbachia (Figure 1, p. 85). Ce résultat a été déterminé essentiellement par la
séquence des motifs ANK proprement dits plutdt que par la séquence du reste des protéines (Figure 6,
p- 89). Les nombreuses protéines a domaines ankyrines codées par le génome de wVulC ont
vraisemblablement une origine eucaryote et représentent autant de protéines susceptibles d’'interagir
avec des protéines de 1'hote. La démonstration de leur implication dans la perturbation de la
physiologie hote se poursuivra en étudiant leur sécrétion effective par les bactéries et leurs effets

potentiels quant a la manipulation de la reproduction de I'hote.

These Samuel PICHON - Laboratoire Ecologie, Evolution, Symbiose - UMR CNRS 6556 49



Les ankyrines, des effecteurs bactériens potentiels

WO-w\VulC1:

pk1_ANK46b . _
—  Em o om _/ /'- o .

w12_Contig406 w12_Contig464
10731 bp 4751 bp

WO-wVulC2:
—r <A S TR i G

w12_Contig747
17049 bp

WO-wVulC3:
pk1_ANK60b pk2_ANK48b ?
W E T B

w1i2_Contig1038
41623 bp

WO-w\VulC4:

pk1_ANK25 pk2_ANK40

::/ e

w12_Contig1354 w3_Contig1012
11170 bp 38244 bp

WO-wVulC5:

o

pk1_ANK46a pk2 ANK48a
£ aim- a

w3_Contig1051
132226 bp

WO-wVulC6:
pk1_ANK60a

w3_Contig1045
19322 bp

fbpA fbpA fbpA

wMel genome

wPip-Pel genome

1267782 bp 1482455 bp

cpA

Figure 18: Cartographie génomique des prophages de Wolbachia.

A I’aide du logiciel pPDRAW 3.2 (www.acaclone.com), sont représentées les localisations génomiques des régions de
prophage (sous forme de fleches), celle des génes ankyrines associés aux phages dont pk/ (en bleu) et pk2 (en rouge) ainsi
que celle de 5 marqueurs phylogénétiques (fbpA, hcpA, coxA, gatB et fisZ) chez trois génomes (wMel, wPip-Pel et wRi). Les
régions de prophages identifiées chez wVulC sont aussi représentées selon leur localisation sur différents contigs
(représentation non proportionnelle). Chez wVulC et toutes les autres souches de Wolbachia, pkl et pk2 encadrent un cluster

de 13 genes de phages (en gris). Les détails de cette figure sont disponibles dans 1’article 5.
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C.Distribution et expression des genes
ankyrines pkl et pk2 chez les Wolbachia

d’isopodes.

Steven Sinkins a été le premier dans la communauté scientifique a établir chez wPip une
corrélation entre le niveau d’expression de certains génes codant des protéines a domaines ANK et le
phénotype d’IC induit par la bactérie chez les hotes (Sinkins et al. 2005). Il a notamment montré que
deux genes (pk1 et pk2) sur les 18 premiers genes ank préalablement isolés du génome de Wolbachia de
C. pipiens étaient polymorphes entre plusieurs souches de wPip (Sinkins et al. 2005). Ce résultat était de
premiere importance car aucun des marqueurs moléculaires connus de wPip ne permettait jusqu’alors
de distinguer les nombreux variants de Wolbachia infectant C. pipiens. De plus, l'analyse de
I'expression de pk2 au sein de deux populations incompatibles de C. pipiens (Bei, Beijing, Chine et Pel,
Sri Lanka) s’est révélée étre sexe-spécifique (ce gene ne s’exprimant que chez les femelles) et corrélée
au phénotype d’IC (Sinkins et al. 2005).

Chez les isopodes terrestres, nous avons alors cherché a déterminer le degré de conservation
des genes pkl et pk2 et leur patron d’expression chez des souches induisant une IC et chez celles
induisant une féminisation, le phénotype le plus répandu dans ce groupe. L’ensemble des résultats
sera prochainement soumis a publication [cf. Article 5: Pichon et al., p. 90]. Parmi les 66 genes ank
identifiés chez wVulC, nous avons pu mettre en évidence la présence de six paralogues du gene pk1 et
deux du gene pk2 (Figure 18). Les analyses de Southern Blot et de séquengage nous permettent de
considérer que le génome de wVulC doit comporter une troisiéme copie du gene pk2, non identifiée
sur les contigs, vraisemblablement identique a 'une des deux autres copies de pk2 (wVulC_ANK40),
comme cela est le cas chez wPip-Pel (Klasson et al. 2008). En effet, chez cette souche, le gene pk2 est
contigu au gene pk2+1, I'ensemble de ces deux genes étant présent en trois exemplaires. Or, un gene
pk2+1 orphelin de pk2 a été localisé a I'extrémité 5' du contig w12_1038 (Figure 18). La troisiéme copie
du gene pk2 est tres certainement localisée en aval de ce gene, dans la région non encore identifiée du
génome de wVulC (Figure 18). L'avancement de I'assemblage du génome de wVulC devrait confirmer
la présence de ce gene, que nous avons nommé wVulC_ANK40b par anticipation. Enfin, deux alléles

du gene pk1 (wVulC_ANK46 et wVulC_ANKG60) sont retrouvés chacun en deux copies identiques.
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Toutes ces copies cartographiées sur les contigs de wVulC sont contigués a treize genes de
phage (sur un locus d’une longueur totale de ~10 kbp) dont la synténie est bien conservée chez les
prophages de Wolbachia (Figure 18). Nous pensons d’ailleurs utiliser cette cartographie pour affiner
I'assemblage du génome de wVulC. Nous avons d’ores et déja utilisé ce cluster de 13 genes de
prophage encadré par les génes pkl en 5" et pk2 en 3’ pour comparer I'histoire évolutive de ces génes
ank avec celle des prophages.

Les séquences des genes pkl et pk2 de wVulC sont globalement bien conservées en
comparaison avec celles de leurs homologues chez d’autres souches. Les phylogénies réalisées a partir
des données dans GenBank ont permis d’établir une nomenclature visant a subdiviser I’ensemble des
séquences en familles de genes. Ainsi, les genes pkl se subdivisent en 3 types (pkla,b,c) et pk2 en 2
types (pk2a,b) (Figure 1, p. 109). Un des génes pkl de wVulC se classe alors dans le type pkla
(wVulC_ANK25) et les cinq autres appartiennent au type pk1b (wVulC_ANK32, wVulC_ANK46a/b et
wVulC_ANKG60a/b) (Figure 1, p. 109). De la méme fagon, les trois genes de pk2 de wVulC font partie
du type pk2b (wVulC_ANK40a/b, wVulC_ANK48) (Figure 1, p. 109). De plus, le nombre de copies de
ces genes est variable (Table 1 et S2, p. 111/113). Les séquences des produits de PCR et les résultats de
Southern blot révelent, en effet, que ces génes sont présents en trois copies pour pk2 et de 3 a 7 copies
pour pk1 selon les souches d’isopodes étudiées (Table 1 et S2, Figure S1, p. 111/113-114). Ces ankyrines
de phage sont également retrouvées en plusieurs exemplaires chez wRi, wPip-Pel et wCauB infectant
Cadra cautella, le nombre de copies étant lié au nombre de prophages (Figure 18; Table 1, p. 111)
(Klasson et al. 2008, Klasson et al. 2009, Tanaka et al. 2009). Une analyse par BLASTN des 13 genes
encadrés par pkl et pk2 dans les prophages de Wolbachia a permis d’identifier 6 prophages différents
dans les contigs de wVulC. Par analogie avec ce qui est observé dans le génome de wPip-Pel, la
présence de 6 copies de pkl et de seulement 3 copies de pk2 chez wVulC (Table 1, p. 111 et Figure 18)
montre que certains des loci de prophage sont tronqués chez cette souche (Figure 3, p. 110). Bien que
dupliqués entierement, partiellement ou recombinés, les prophages semblent étre a l'origine de
I'histoire évolutive des genes pkl et pk2 (Figures 1 et 2, p. 110). La phylogénie des genes pk2 est
d’ailleurs congruente avec celle des phages contenant ces genes (Figure 2, p. 110). L’hypothese de co-
évolution entre prophages et pkl semble compromise et laisse a penser que des événements de
recombinaison ou transposition ont eu lieu préférentiellement autour de pkl (Figure 2, p. 110). Nous
avons, en effet, remarqué I'insertion de genes codant des transposases en aval du gene gpA (géne qui
suit directement pkI). Il reste a déterminer les conséquences évolutives et fonctionnelles de la présence

de plusieurs copies des genes pk1 et pk2 chez wVulC.
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Nous avons étudié 1'expression de chacun des paralogues de ces 2 genes dans les gonades d'A.
vulgare. A 1'exception d’un, tous les alleles des genes pkl et pk2 s'expriment dans les gonades chez les
femelles et les males lorsque ceux-ci sont infectés par Wolbachia et quelque soit le phénotype de
I'interaction (IC ou féminisation) (Table 3, p. 112).

Ce résultat va a I’'encontre de ce qui a été observé par Sinkins pour le gene pk2 (Sinkins ef al.
2005, Walker et al. 2007) et les genes wPip_ ANK1, ANK52 et ANK57 (Walker ef al. 2007). De plus, 1'une
des copies du gene pk2 (pk2b1) s'exprime uniquement dans les souches féminisantes testées (Table 3, p.
112). Aucun transcrit de cet allele n’a été en effet détecté dans les gonades d'individus appartenant
aux trois especes d'isopodes porteurs de Wolbachia induisant une IC (Table 3, p. 112). Ce résultat est
quelque peu inattendu étant donnés les résultats de Sinkins montrant I’expression du gene pk2 chez
des souches induisant 1'IC chez C. pipiens (Sinkins et al. 2005). Cela suggere que le gene pk2 n’est pas
impliqué dans l'expression de ce phénotype chez les isopodes terrestres ou bien qu’il peut étre

différentiellement exprimé au cours du temps.
D.Conclusions et perspectives.

Lorsque le génome de wVulC sera totalement annoté, nous pourrons finir de caractériser
I'ensemble des genes ank et confirmer la présence du gene pk2 manquant. Nous pourrons également
analyser, au sein des souches de Wolbachia infectant des isopodes, la distribution et I’expression des 18
genes spécifiques a la souche wVulC, ainsi que celle des orthologues des genes dont 1'expression
différentielles entre males et femelles a été démontrée chez d’autres souches. Méme si il n'y a pas de
correlation siire entre l'expression des geénes ank et les phénotypes induits par la bactérie, le gene pk2
de wVulC semble d’ores et déja un candidat impliqué dans la manipulation de la reproduction de
I'héte A. vulgare. En conséquence, il est primordial de démontrer si les produits du gene pk2 sont
sécrétés vers le cytoplasme de I'hdte et interagissent avec des cibles hotes. Il est donc nécessaire deés
aujourd’hui de mettre au point une technique permettant d’identifier in vivo des facteurs de virulence
bactérienne chez Wolbachia. Comme cela a été fait dans des modeéles de bactéries pathogenes
intracellulaires, une possibilité est de tester si des protéines sont sécrétées vers le cytoplasme de I'hdte

via un T4SS (Lin et al. 2007).

E.Publications.

These Samuel PICHON - Laboratoire Ecologie, Evolution, Symbiose - UMR CNRS 6556 53






Les ankyrines, des effecteurs bactériens potentiels

E.1- loannidis et al. En préparation.

Article 4: Ioannidis P., Klasson L., Chen L., Pichon S., Gréve P., Bouchon D., Garrett R.A.,
Andersson S., Braig H. and K. Bourtzis. Wolbachia ankyrins: an abundant and diverse protein group of

eukaryotic origin? En préparation.
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Abstract

Background

Bacteria of the genus Wolbachia are endosymbionts of a wide variety of arthropods and filarial
nematodes. In most symbiotic associations, Wolbachia behaves as a reproductive parasite exploiting its
host's reproduction in order to spread in a population. Recently, it has been shown that all Wolbachia
strains, except one, contain an unusually high number of ankyrin repeat containing genes. Ankyrin
repeats mediate protein-protein interactions and have been characterized, mainly, in eukaryotes. Their
large number and increased diversity in Wolbachia suggests that they possibly play an important role

in Wolbachia biology.

Results

In the present work, 287 ankyrin genes were examined from 9 different Wolbachia strains.
Additionally, 1297 ankyrin genes were also included in this study originating from eukaryotic
organisms, bacteria closely related to Wolbachia and viruses. Various aspects were studied such as
ankyrin repeat consensus, ankyrin repeat clusters, other domains present in ankyrin genes and a
BLAST-based analysis. Comparative analysis of the ankyrin repeat consensus and BLASTP hits clearly
suggests a eukaryotic origin of most of the Wolbachia ankyrins. The diversity of Wolbachia ankyrins is
partly due to insertions occurring exclusively in two positions of the repeat without affecting its
tertiary structure. A number of additional domains have been detected including AAA ATPase, TPR,
PRANC, DnaJ and OUT domains, which provide clues for the potential function of the ankyrin genes

harboring them.

Conclusions

The large number and great diversity of Wolbachia ankyrin genes is very intriguing and
suggestive of a key role in Wolbachia biology. The herein suggested eukaryotic origin of these genes, as
well as the wealth of additional domains present, supports the hypothesis that Wolbachia ankyrins
interact with host factors in order to establish symbiotic associations and/or manipulate host
reproduction. Study of these genes could unveil key molecular mechanism(s) on the basis of these

phenomena.
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Background

Wolbachia are Gram-negative, obligatory intracellular alpha-Proteobacteria that infect many
invertebrates including insects, terrestrial crustaceans, mites, scorpions, spiders and filarial nematodes
(Werren et al. 2008; Werren 1997; Taylor et al. 2005; Hilgenboecker et al. 2008; Duron et al. 2008). Filarial
nematode Wolbachia strains estasblish mutualistic associations with their hosts (Taylor et al. 2005).
Most of the arthropod Wolbachia strains are considered as reproductive parasites since they promote
their proliferation and spread in host populations by inducing reproductive alterations including
cytoplasmic incompatibility (CI), parthenogenesis, feminization and male killing (Werren 1997;
Stouthamer et al. 1999; Werren et al. 2008).

The ankyrin (ANK for the purpose of this study) domain is a short, 33-amino acid domain that
is common in many proteins (Heringa 1998; Mosavi et al. 2004). ANK domains mediate protein-
protein interactions (Sedgwick and Smerdon 1999) and can be involved in diverse functions acting as
transcription, development and/or cell cycle regulators, or as components of cytoskeleton and cell
membranes, or as toxins, ion transporters and signal transducers (Bork 1993; Michaely and Bennett
1992; Mosavi et al. 2004; Sedgwick and Smerdon 1999). The first ANK genes were identified in yeast,
Drosophila and C. elegans (Breeden and Nasmyth, 1987). To this date, the Pfam database contains 64674
ANK domain sequences. Although ANK genes were initially detected and characterized in
eukaryotes, recent studies report that bacteria (Seshadri et al. 2003; Wu et al. 2004; Madan et al. 2007 (R.
bellii - unpublished); Ogata et al. 2006; Ogata et al. 2005; Cho et al. 2007; Nakayama ef al. 2008), archaea
(Anderson et al. 2008) and viruses (Raoult et al. 2004; Afonso et al. 2000; Tulman et al. 2004; Moreau et
al. 2009) harbor a large number of ANK genes.

Masui et al. (2000) were the first to detect the presence of ANK genes in Wolbachia. They
reported the presence of 4 ANK genes in the wKue strain, three of which were located in the WO
Wolbachia prophage. Recent studies and genome projects clearly indicated the presence of an
astonishingly high number of ANK genes in Wolbachia compared to most bacteria (Wu et al. 2004;
Foster et al. 2005; Salzberg et al. 2005a, b; Klasson et al. 2008a,b). The 1.27 Mb genome of the CI-
inducing wMel strain, which infects the vinegar fly Drosophila melanogaster, contains at least 23 ANK
genes (Wu et al. 2004) while the 1.48 Mb genome of the Cl-inducing wPip strain, which infects the
mosquito Culex pipiens, contains 60 ANK genes (Klasson et al. 2008a). On the other hand, the 1.08 Mb
genome of the wBm strain, which has established a mutualistic association with the filarial nematode
Brugia malayi, contains only 5 ANK genes (Foster et al. 2005). The large number, particularly in the
arthropod Wolbachia strains, as well as the considerable diversity of ANK genes suggests that these

proteins may play an important role in Wolbachia biology.
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These initial findings stimulated future research in this field in an attempt to unravel the
molecular mechanisms involved in Wolbachia symbiosis and Wolbachia-induced reproductive
alterations. Iturbe-Ormaetxe and colleagues (2005) observed variation in the distribution, sequence
variation and expression of wMel-like ANK genes in closely related Wolbachia strains. Their findings
suggest that this variation may be associated with the reproductive phenotypes induced by Wolbachia
in the Drosophila hosts. Sinkins and colleagues (2005) found sequence variation in two wPip Wolbachia
strain ANK genes (pk1 and pk2) between two incompatible Culex quinquefasciatus mosquito strains (Pel
and Bei). In the same study, it was shown that one of the ANK genes, pk2 (later renamed wPip_ANK12
and wPip_ANK25 since it is present in two identical prophage associated copies in the wPip genome
(Klasson et al. 2008a)), is expressed only in females (Sinkins et al. 2005). In addition, the same research
group reported that three additional wPip ANK genes (wPip_ANK1, wPip_ANK52 and wPip_ANK57)
were differentially expressed in males and females of the Culex quinquefasciatus Pel strain (Walker et al.
2007). A similar differential expression was observed for the wPip_ANK16 gene (a homolog of pk2) in
Culex molestus (Wlaker et al. 2007) further supporting the notion that these genes may be involved in
Wolbachia-induced reproductive manipulation. However, Duron and colleagues (2007) investigated
the variability, in sequence and in expression, of 58 wPip ANK genes in 14 genetically distinct wPip
variants, which induce CI (uni- and bidirectional) in Culex pipiens complex mosquitoes (different than
those examined by Sinkins ef al., 2005 and Walker et al., 2007) and found no evidence of correlation
between CI patterns and variability observed in wPip ANK genes (Duron et al. 2007).

ANK genes have also been reported in bacterial species of the genera Ehrlichia, Anaplasma and
Rickettsia, which are close relatives of Wolbachia. In Anaplasma phagocytophila, the AnkA protein is
secreted by a T4SS (Type IV Secretion System), is phosphorylated by Abl-1 to facilitate infection and
has been shown to bind to human granulocyte DNA and nuclear proteins (Caturegli ef al. 2000; Park et
al. 2004; Lin et al. 2007). ANK proteins of Legionella pneumonophila and Coxiella burnetii have also been
implicated in the parasitism of protozoan and human host cells and were recently shown to harbour
bacterial Type IV effectors (Seshadri et al. 2003; Habyarimana et al. 2008; Xiaoxiao et al. 2008). Based on
the above, and given the fact that Wolbachia strains possess a large number of ANK genes and
potentially a functional T4SS (Wu et al. 2004; Foster et al. 2005; Klasson et al. 2008a,b; Felix et al. 2008;
Rances et al. 2008), the ANK genes are considered as excellent candidates to be involved in Wolbacia-
induced mutualistic associations or reproductive phenotypes. In the present study, all available ANK
genes present in the complete and / or partial genome of 9 Wolbachia strains were thoroughly analyzed
in silico.

These strains belong to a taxonomically wide spectrum of Wolbachia supergroups (A, B and D)

and participate in the establishment of mutualistic associations or in the induction of reproductive
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phenotypes such as CI, feminization and parthenogenesis. The aim of the in silico analysis was to: (a)
to determine and to characterize the Wolbachia ANK domain consensus, (b) to detect the presence of
additional domains and (c) to search for related sequences in eukaryotes, prokaryotes and viruses
through a BLAST-based approach. The comparative analysis provides an initial approach to unravel

the evolutionary history and the potential functional properties of Wolbachia ankyrins.

Methods

Selection of species and strains

Sequence information was used from available genome data of different Wolbachia strains,
other closely related bacterial species and strains as well as selected viruses and eukaryotic species
(Table 1). Nine Wolbachia strains from supergroup A (wMel, wRi, wUni, wAna, wSim, wWil), B (wPip
and wVulC) and D (wBm) were included in the dataset. Most of the strains are very well characterized
and are known to induce cytoplasmic incompatibility (wMel, wRi, wPip and wAna), parthenogenesis
(wUni), feminization (wVulC) or to establish mutualistic associations (wBm) (Hoffmann ef al. 1986;
Hoffmann, 1988; Stouthamer ef al. 1990; Rousset et al. 1992; Bandi ef al. 1995; Bourtzis et al. 1996). The
wSim and wWil strains have not been biologically characterized yet (although according to Miller and
Riegler (2006), wWil is most probably a mod-/resc- strain). Close relatives of Wolbachia were also
included in the dataset. Nineteen species and strains of the Rickettsiaceae family were included in this
study. These species and strains belong to the genera Anaplasma, Ehrlichia, Neorickettsia, Orientia and
Rickettsia and their genome sequence is publicly available. Coxiella burnetii was also included in the
dataset, although it is not a closely related species, as a bacterium that has a rather large number of
ANK genes. The dataset also included 3 viruses and 7 eukaryotes (Table 1). The three viruses were
selected because they have a rather increased number of ANK genes in their genomes. The
eukaryotes, on the other hand, are either known Wolbachia hosts (Drosophila melanogaster, Apis mellifera,
Nasonia vitripennis, Tribolium castaneum) or closely related to known Wolbachia hosts (Caenorhabditis
elegans, Anopheles gambiae). Arabidopsis thaliana was included in this study for comparative purposes

(Becerra et al., 2004).

ANK dataset generation

If the proteome of a given organism was available at the time of analysis, then it was directly
used for the downstream analysis. If not, as was the case for the wWil strain, gene prediction took
place using the publicly available glimmer3 program (Delcher et al., 2007) with the default parameters.

The gene prediction results were not edited and the protein sequence was extracted using locally
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developed Perl scripts. It is important to note that redundant genes present in the annotated proteome
of the wAna and wSim strains were not included in the dataset. The complete proteome of each
organism was screened for the presence of ANK genes using the hmmer program of the HMMer 2.3
package (http://hmmer.wustl.edu/). The database wused was Pfam_ls, obtained from
ftp://selab.janelia.org/pub/Pfam/. A locally developed Perl script was used to parse the hmmer output
and define the ANK gene dataset.

An open reading frame was considered as an ANK gene if it contained at least one ANK
domain satisfying all of the following three criteria: (a) to have a positive score according to hmmer,
(b) to have a “positional score” (see below) of at least 3 and (c) does not overlap with any other
significant domain. ANK genes identified using these criteria are shown in Table 1. The criterion of
“positional score” was used in order to filter out those domains not having conserved certain
positions of the ANK domain. According to PEFAM and Mosavi (2004), there are 9 conserved positions
in the ANK domain, 3 of which are strongly conserved. More specifically, positions G-2, T-4, P-5, H-7,
G-25 and A-26 are conserved and add 0.5 points while amino acids L-6, A-9 and L-21 are strongly
conserved and add 1 point to the “positional score” criterion. A candidate ANK domain should have
at least 3 points in order for the gene containing it to be considered as a potential ANK gene. The
number of Wolbachia phage-related ANK genes (shown within parentheses in Table 1) was also
determined by using a BLAST approach and as reference the genome of wMel, wRi and wPip

Wolbachia strains.

ANK repeat consensus

The ANK repeat consensus was inferred for each organism studied using only the canonical
(i.e. those being exactly 33 amino acids long) ANK repeats (Table 1). A locally developed Perl script
was used to extract the sequence of canonical ANK repeats from the hmmer output. A multiple
sequence alignment of all canonical ANK repeats in a given organism was created and that alignment
was parsed to find the amino acid frequencies in each of the 33 positions of the ANK repeat using a
locally developed Perl script. In a given position of the ANK repeat, a “dominant” amino acid is the
one present in more than 40% of the cases while “abundant” amino acids are present in at least 20% of
the canonical ANK repeats. The ankyrin repeat consensus determined for Wolbachia, R. bellii OSU, R.
bellii RML, R. felis, O. tsutsugamushi (both strains), Ehrlichia genus, Anaplasma genus, C. burnetii,
Mimivirus, Canarypox, Fowlpox, A. gambiae, A. mellifera, D. melanogaster, T. castaneum, N. vitripennis,
C. elegans and A. thaliana were compared to each other (note that Ehrlichia and Anaplasma ANK repeat
consensus was taken for the whole genus, and not separately for each species, due to the low number

of ANK repeats found in each species). Briefly, the frequency of each amino acid in each position of
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the ANK repeat was calculated. Then, the absolute difference was calculated between all of the above
organisms, for each aminoacid at each position. All these absolute differences in a pairwise
comparison were added and the resulting number indicated the “divergence” between the ANK
repeat consensus of the taxa being compared.

All divergence indicator numbers for each pairwise comparison were subsequently divided
by an appropriate number so as to bring the numbers between 0 and 1 and were output in a distance
matrix. This matrix was then given as input to the “neighbor” program of the Phylip 3.63 package
(Felsenstein, 1989) and, using the UPGMA method, a dendrogram was drawn and viewed using

TreeViewX.

ANK repeat clusters

ANK repeat clusters were determined for each organism studied. A cluster of ANK repeats is
defined as two or more adjacent ANK repeats in which the distance between any two repeats is at
most 20 amino acids (Becerra et al., 2004). ANK repeat clusters were detected based on the hmmpfam
output file using locally developed Perl scripts. Strict and loose criteria were used for the
identification of ANK repeat clusters. In the dataset generated using strict criteria, the ANK domains
participating in clusters should (a) be 33 amino acids long (i.e. only canonical ANK repeats were used),
(b) have a positive hmmpfam score and (c) have a “positional score” greater than or equal to 3. In
contrast, only rules (b) and (c) are taken into account when building clusters using loose criteria. The
dataset generated by strict criteria was used in phylogenetic analysis based on clusters while that
generated by loose criteria was used in the rest of the cluster-related analyses (see Results and
Discussion).

The ANK repeat clusters were also characterized based on: (a) the distribution of ANK repeats
of different “quality” (see below) within each cluster and (b) the gaps present within the ANK repeats.
This analysis was performed taking into consideration the following two properties of the ANK
repeat: (a) its hmmpfam e-value and (b) its length. The lower the e-value and the closer the length to
33 (the typical length of ANK repeats), the better the quality of the ANK repeat. Based on these two
criteria, the ANK repeats were divided into four “quality” categories, starting with that of the best
quality and ending with that of the worst: Category A includes ANK repeats of good e-value (<0.1) as
well as of a normal length (between 30 and 36 amino acids); Category B includes ANK repeats that do
not have a good e-value but have a normal length; Category C includes ANK repeats that have good
e-value but are relatively long while Category D includes ANK repeats that do not have a good e-
value and are relatively long. In order to distinguish between different ANK repeat categories (i.e.

qualities), a locally developed Perl script was initially used to output repeat quality information for
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each gene in a plain text format. This output was subsequently used as input for the DrawClusters
program (see below) in order to visualize the results for each gene and calculate the occurrence of each
category of domains. Insertion and deletion events were found based on the hmmpfam alignment of
each ANK domain for each gene.

Using DrawClusters, the exact position of the insertion/deletion event was recorded and that
information was subsequently used in order to find whether these events presented preference for
some specific position within the ANK domain. DrawClusters was developed in the framework of this

study using Visual Basic 2005 Express Edition.

Phylogenetic study of ANK repeat clusters

Phylogenetic analysis was only performed for the ANK repeat clusters dataset obtained using
strict criteria. Briefly, the sequences of ANK repeat clusters having the same number of repeats (hence,
exactly the same length) were aligned using ClustalX 1.83 (Thompson et al., 1997). Subsequently,
PAUP* 4.0b10 (Swofford, 2000) was used for phylogenetic tree building making use of the Maximum

Parsimony algorithm. Tree files generated were viewed with TreeViewX 0.4 (Page, 1996).

Additional domains in ANK genes

A locally developed Perl script was used in order to parse the hmmpfam output file and to
determine the presence of additional domains within ANK genes. An additional domain should have
a positive hmmpfam score and an e-value of less than 5. Moreover, the alignment length (i.e. the area
of similarity) should be between 45% and 180% of the corresponding length of the domain model (i.e.
if a domain is 100 amino acids long then the alignment it produces should be between 45 and 180
amino acids). This latter criterion was used in order to exclude hits containing an excessive number of
gaps (either in the hmm model or the query sequence). Subsequently, all candidate domains were also
examined by eye. Transmembrane domains (transmembrane helices) were predicted using the
TMHMM?2.0 web server (Krogh et al., 2001) with the default parameters. When such a helix was
located in the first 60 amino acids of a protein, it was tagged as “possible secretion signal” by
TMHMM. In case of domain overlap, the conflicting domains were examined by eye to determine
which one has better e-value and alignment so as to exclude the least significant one. Finally, the file
containing the information about all domains (both ANK and others) of all ANK genes was given as
input in the program “DrawAnks” in order to visualize the results and manipulate the data more
easily. DrawAnks was written in Visual Basic 2005 Express Edition in the framework of this project.

BLAST analysis of the ANK genes
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An extensive BLAST analysis was performed using the dataset of the Wolbachia ANK genes
(Altschul et al., 1997). The sequence of the whole ANK gene, the ANK repeat cluster sequence and the
leftover sequence were extracted and BLASTed against the protein nr database (using a cutoff e-value
of 1e-02) downloaded from the NCBI ftp site (ftp://ftp.ncbi.nih.gov/blast/db/).

At most 5 eukaryotic, 5 prokaryotic and 5 viral best hits were extracted. It was then calculated
whether the first hit was eukaryotic, prokaryotic or viral. This calculation was done for each whole
ANK gene, ANK repeat cluster and leftover sequence. The list of hits for whole ANK genes, ANK
repeat clusters and leftovers were examined by eye in order to locate interesting hits (that is, hits that
for example were not simply annotated as “ANK gene” or “hypothetical protein”) and subsequently
the count of each one in whole genes, clusters and leftovers was determined. All calculations

mentioned in this section were performed using locally developed Perl scripts.

Results

ANK repeat consensus

Using only the canonical (i.e. exactly 33 amino acids long) ANK repeats (Table 1), the ANK
repeat consensus was identified in each (group of) organism(s) studied as shown in Table 2. Only the
“dominant” amino acids are shown in Table 2, while the exact frequencies of both “dominant” as well
as “abundant” amino acids are shown in Supplementary Table 1. It is evident that the Wolbachia ANK
repeat consensus includes all 9 generally conserved positions (based on Pfam, see Methods): the
strongly conserved positions 6, 9 and 21 as well as positions 2, 4, 5, 7, 25 and 26 (for more details see
Supplementary Tables 1 and 2). No differences were observed in these 9 conserved positions among
the Wolbachia strains studied. In addition, 8 more amino acid positions are represented with
frequencies >40%. These are positions 10 (46.6% A), 13 (57.1% G), 18 (65.1% V), 19 (40.5% K), 22 (45.5%
L), 28 (45.4% V), 29 (61.3% N) and 32 (41.8% D). It is worth noting that Mosavi and colleagues (2002)
also classified positions 10, 13, 18, 22, 28, 29 and 32 as conserved.

The ANK repeat consensus was also determined for the closely related genera of Wolbachia:
Rickettsia, Orientia, Anaplasma, Ehrlichia and Neorickettsia (Table 2 and Supplementary Tables 1 and 2).
The Rickettsia ANK repeat consensus includes all 9 generally conserved positions but two: 5 and 7.
Surprisingly, these two positions belong to the TPLH “signature”, the most prevalent motif within the
ANK repeat (Mosavi et al., 2004). In principle, both positions should be conserved. Other conserved
amino acid positions are 14, 22, 27 and 29 (Table 2 and Supplementary Tables 1 and 2). The ANK
repeat consensus determined for the genera Amnaplasma, Ehrlichia and Neorickettsia should be

considered cautiously since the number of the available canonical ANK repeats for these three genera
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was rather limited. It is also interesting to note that the Orientia and Coxiella ANK repeat consensus
exhibit variability in the positions 5 and / or 7 of the TPLH “signature”. The ANK repeat consensus
determined for the 7 eukaryotic species studied are very similar to each other (Table 2 and
Supplementary Tables 1 and 2). The ANK repeat consensus of all 7 species includes all 9 generally
conserved amino acid positions (2, 4, 5, 6, 7, 9, 21, 25 and 26). In addition, 3 more amino acid positions
are conserved in all eukaryotes examined; positions 13, 18 and 22. All eukaryotes also present amino
acid position 10 quite conserved (alanine, ranging from 38.7% to 55.8%).

The ANK repeat consensus was also determined for the 3 viruses included in this study. The
most striking observation is that Mimivirus' ANK repeat consensus is very different when compared
not only to the other two viruses but, virtually, to any other organism studied (Table 2 and
Supplementary Tables 1 and 2). The three major differences are: (a) the amino acid positions 2, 4 and 7
are not conserved in Mimivirus (positions 4 and 7 are 2 of the 4 residues found in the conserved TPLH
“signature”, the most prevalent motif within the ANK repeat sequence), (b) amino acid position 6 is
represented in Mimivirus by leucine with an average percentage of 49.5% while in all other organisms
the observed percentages are over 78% and (c) amino acid positions 13, 14, 15, 16, 18, 19, 20, 22, 27 and
28 are only conserved in Mimivirus. Last, the ANK repeat consensus of some representatives was
compared to each other and the result was depicted as a dendrogram (Figure 1). Intriguingly, it shows
that Wolbachia's consensus is far more related to that of eukaryotes than to any other
(proteo)bacterium. Actually, Wolbachia's consensus is even more related to that of the Fowlpox- and
Canarypox-viruses than Coxiella or Rickettsia. A similar conclusion is drawn from the BLAST results
(see below) and strengthens even more the notion that Wolbachia's ANK genes have a eukaryotic

rather than prokaryotic origin.

Organization and characterization of ANK repeats in ANK clusters

Adjacent ANK repeats are considered to be essential for the biological function of a single
ANK repeat (Becerra et al., 2004). Using the loose criteria (described in Materials and Methods), ANK
clusters were identified in each (group of) organism(s) studied as shown in Figure 2. Isolated ANK
repeats, although are not considered as ANK clusters, they are herein presented as 1-repeat ANK
clusters for comparative purposes. The total number of ANK clusters detected in the 9 Wolbachia
strains studied is 390. The 1-repeat ANK “clusters” are, by far, the most frequent in Wolbachia (194 or
38% of the total ANK clusters) followed by the 3-repeat (60 or 19%), 2-repeat (51 or 16%) and 5-repeat
(29 or 9%) ANK clusters (Figure 2 and Suppl Table 3). All Wolbachia strains studied contain a large
number of isolated ANK repeats (1-repeat clusters). It is worth noting that one of them, the wBm

strain, has 10 out of 14 ANK clusters present as 1-repeat ANK “clusters”. This relative abundance of
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isolated repeats is, by far, the highest of all Wolbachia strains. Another interesting observation is that
all Wolbachia strains studied contain at least one 3-repeat ANK cluster. This class of ANK clusters has
more members in the wRi, wAna and wPip strains. Three exceptionally lengthy ANK clusters were
observed in certain Wolbachia strains: (a) a 25-repeat ANK cluster is present only in wRi (ANK26); this
ANK gene also contains a cluster of tetratricopeptide repeats (TPR), (b) a 17-repeat ANK cluster is also
present in wRi (ANK28) and (c) a 11-repeat ANK cluster is detected in wMel (WD_0385).

According to Becerra et al. (2004), single ANK repeat that appears isolated is probably not
functional at all. In addition, it has been reported that the outer repeats of an ANK cluster could be the
ones to “decay” first (Mosavi et al. 2002, 2004) (by “outer” we mean the two outermost repeats). To
investigate these scenarios, the distribution of the ANK repeats according to their quality status (four
quality categories A to D were defined in Material and Methods) within a cluster was determined
(Figure 3). It is clear that the great majority of the high quality ANK repeats (category A) are not
present in isolated domains. Fifty three percent of the category A ANK repeats are located in the inner
repeats of a cluster, 38% are detected at the outer repeats of a cluster while only 8% of them are
present in isolated ANK repeats. On the other hand, 26% of the category D repeats exist as isolated
ANK repeats while 32% are located in the outer ANK repeats and 42% in inner ANK repeats.
Categories B and C of ANK repeats have percentages that vary in between the abovementioned
values.

Insertion and/or deletion events (based on the hmmpfam alignment) were observed in several
repeats of the ANK clusters. The distribution of these indels within an ANK cluster was studied (i.e.
whether they are in an isolated repeat, in an inner or in an outer repeat of a cluster) and the results are
shown in Figure 3 (for insertions and deletions). Three hundred eighty seven insertion events were
detected: 73 (19%) of them occur in 148 isolated repeats, 157 (41%) in 484 outer and 157 (40%) in 539
inner repeats of an ANK cluster. On the other hand, a significantly lower number of deletion events
(only 110) were observed: the majority of them occur in the inner (46%) and outer (40%) repeats of an
ANK cluster while only 14% of the deletion events happen in isolated ANK repeats. The number of
deleted amino acids per ANK repeat is about the same for the inner and the outer repeats of an ANK
cluster as well as for the isolated ANK repeats.

The site preference of insertions/deletions within ANK repeats was also investigated based on
hmmpfam alignments. The deletion events appear to have no site preferences. However, as shown in
Figure 4, insertions occur only in two positions of the ANK repeat: (a) between amino acid positions
13 and 14 (194 events — 50.1%) and (b) between amino acid positions 23 and 24 (193 events — 49.9%).
The preference for these two insertion positions does not seem to be random. In fact, the first site is

located between the two alpha-helices of the ANK repeat while the second site is very close to the end
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of the second alpha-helix. It is also worth noting, that despite the fact that the number of insertion
events is the same in both positions, the lengthier insertions are observed between amino acids 13 and
14, that is, between the two alpha-helices (Supplementary Figure 1). All inserted amino acid fragments
were BLASTed against the protein nr database: no significant domain fragments or hits were detected.
In addition, calculation of the charge of the insertion showed that there is no specific charge in the
inserted peptide.

Another interesting observation is that the majority of the insertion events have occurred in
chromosomal rather than phage ANK genes. In total, 2001 amino acids have been inserted in ANK
genes of the nine Wolbachia strains studied. Of these, 1410 amino acids have been inserted into
chromosomal ANK genes while 583 amino acids have been inserted in phage ANK genes (the
remaining 8 amino acids have been inserted in ANK genes of unknown origin). This is a general trend
for each Wolbachia strain studied except wWil (host: D. willistoni) (Supplementary Figure 2). The wWil
strain contains twice as many inserted amino acids in phage ANK genes when compared to
chromosomal ones. In wWil in particular, the ANK gene WD_0234 contains a rather big insertion, 72
amino acids long. It is the longest insertion observed in a phage ANK gene in Wolbachia and it is only
comparable to the 42 amino acid insertion found in wMel's WD_0294 phage ANK gene. It is
worthwhile to mention that the WD_0385 gene of wMel is the most heavily impacted since it contains
11 insertions, one of which is 118 amino acids longs.

Twenty-seven out of the 287 Wolbachin ANK genes studied contained more than one ANK
repeat clusters (Table 3), which were predicted using the strict criteria (and without taking into
account the 1-domain clusters). These genes were present in 8 out of 9 Wolbachia strains studied; the
wBm strain did not contain any ANK gene with multiple ANK repeat clusters. The origin of these
multiple ANK repeat clusters within a given ANK gene was investigated through a phylogenetic
approach. NJ trees were built for each cluster class (i.e. one tree for 2-repeat clusters, one for 3-repeat,
etc) separately. Subsequently, all genes harboring more than one repeat clusters were identified and
the phylogeny of these clusters in the different trees was compared. It was found that in 20 out of the
27 ANK genes harboring more than one ANK repeat clusters the phylogeny of the clusters was
congruent, suggesting a common evolutionary history. An example is given in Figure 5 (left part of
the picture) for the wVulC_ANK26 gene. In the remaining 7 ANK genes, which contained multiple
ANK repeat clusters, the NJ trees produced were incongruent suggesting that each ANK cluster has
followed its own evolutionary route. An example is also given in Figure 5 (right part of the picture) for
the wVulC_ANK51 gene. In three cases of ANK genes (wVulC_ANK72, wVulC_ANK74 and
wRi_ANK26) containing two ANK repeat clusters of the same length (i.e. same number of ANK

domains), the two ANK clusters cluster together. This result suggests a possible duplication event of,
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probably, the entire ANK repeat cluster. In all other cases, ANK repeat clusters of the same length

appear phylogenetically unrelated to each other (data not shown).

Presence of additional domains in Wolbachia ANK genes

A major challenge in Wolbachia research is to unravel the biological function of the large
number of ANK genes present in the genome of various strains. One way to approach this question is
by searching for additional domains using the HMMer package (see Methods). In total, 287 Wolbachia
ANK genes were studied; 181 of them contain only ANK repeats. All other 106 Wolbachia ANK genes
contain at least one out of 12 additional domains identified. Examples of the structural and potential
biological function, variation present in Wolbachia ANK genes is shown in Supplementary Figure 3
(see also Supplementary Table 4). Eight out of the 12 additional domains seem to be highly significant
exhibiting an e-value of <1 and a high score (>11.6; OTU domain in WP_0462 is excluded since the
score is rather low in relation to its length). These domains, in descending order of significance, are the
transmembrane (TMHelix), AAA ATPase (AAA), tetratricopeptide repeat (TPR), C-terminal Pox viral
(PRANC), DnaJ, ovarian tumor (OTU), osmosensory coiled coil (Osmo_CC) and half-A TPR (HAT)
domains. The other 4 domains have a rather high e-value but are included in the list of potential
additional domains only because they also have a relatively high score. These less significant domains
are the Streptococcal surface antigen (Strep_SA_rep), PEST motifs (Tash_PEST), Pox virus A-type
inclusions (Pox_A_type_inc) and M protein repeat (M) domain.

Presence of additional domains in ANK genes was also searched in all Rickettsiales using the
same criteria as for Wolbachia. In Anaplasmataceae (Anaplasma, Ehrlichia and Neorickettsia), the most
common additional motif appears to be the transmembrane helix, which is present in 6 genes. In fact,
transmembrane helices in ANK genes are only found in Anaplasmataceae. PRANC domains are
frequently present in both Orientia tsutsugamushi strains (8 genes in the Boryong and 17 genes in the
Ikeda strain). The most interesting additional domain found in Rickettsia species is the RelA/SpoT,

which is present in a single gene of Rickettsia felis (Cashel, 1974).

Wolbachia ANK genes: what can a BLASTP analysis tell us?

McGraw and O’Neill (2004) suggested that some of the wMel ANK genes are more similar to
eukaryotic than to prokaryotic genes. We extended their analysis to a much broader spectrum of
Wolbachia ANK genes and strains using a composite protein BLAST (BLASTP) analysis. Actually, three
BLASTP searches were performed for each ANK gene using: (a) the whole ANK gene sequence, (b)
the ANK cluster sequence alone and (c) the leftover sequence. Based on the best BLAST hit obtained,

each sequence was classified as eukaryotic- or prokaryotic-like (Figure 6).
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No viral hits were observed. The two most important findings of this analysis are: (a) based on
the whole ANK gene sequence BLASTP results, the majority (about 66%) of the 287 ANK genes
studied originating from 9 Wolbachia strains seem to be eukaryotic-like and (b) this similarity is
essentially due to the ANK domain clusters since leftover sequence BLASTP results show that only
5.7% of the sequences are eukaryotic-like while this percentage increases to 56.2% when ANK domain
clusters BLASTP was performed (Figure 6).

A count of the significant BLASTP hits is shown in Supplementary Table 5A while the
complete list of hits per gene is shown in Supplementary Table 5B (for each BLASTP run, at most 5
eukaryotic, 5 prokaryotic and 5 viral best hits were extracted). It is evident that the most frequently
occurring hits are against unc44 ankyrins, ppGpp pyrophosphohydrolases/synthetases, kinase
proteins, ion channels and Pfs/NACHT domain proteins. The majority of these hits are due to
sequence similarities at the whole ANK gene and / or ANK domain cluster level (Supplementary

Tables 5A and 5B).

Discussion

There are currently four completely sequenced genomes of Wolbachia and a few others will
soon be available (Wu et al. 2004, Foster et al. 2005; Klasson et al. 2008a,b). All of them have at least one
feature in common: an unusually large number of ankyrin repeat-containing genes when compared to
any other prokaryotic group of organisms. An exception to this rule is the genome of the wBm strain,
which contains only 10 ankyrin genes. This peculiarity is probably due to the mutualistic relationship
this strain has with its host, the filarial nematode Brugia malayi (Foster et al. 2005). Actually, the
ankyrin gene “density”, which is expressed as the ratio of ankyrin genes divided by the corresponding
genome size, is very high in Wolbachia, and in viruses, compared to other prokaryotes and/or
eukaryotes. Ankyrin genes in Wolbachia genomes are also very variable (Iturbe-Ormaetxe et al. 2005,
Sinkins et al. 2005, Walker et al. 2007). Variability is evident in the gene nucleotide sequence as well as
in the repeat organization. As shown in the present study, ankyrin repeat positioning in genes is
highly variable since many ankyrin repeat and ankyrin cluster combinations are found while a wide
array of additional domains exists that possibly confer novel functions. Taken together, this
abundance and variability of ankyrin genes present in Wolbachia raises the following questions: (a)
why are there so many, (b) what is their origin and (c) what is their function.

The comparative analysis of the ANK repeat consensus of Wolbachia and the other prokaryotic,
eukaryotic and viral organisms of the present study resulted to a rather interesting finding: Wolbachia

ANK repeat consensus is more similar to that of eukaryotes than to that of prokaryotes. It is also
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known that the ANK repeat plays an important role in protein-protein interactions and regulates
transcription, development, cell cycle, signal transduction, interacts with cytoskeleton, cell
membranes, acts as toxins or ion transporters (Michaely and Bennett 1992; Bork, 1993; Heringa 1998;
Sedgwick and Smerdon, 1999; Mosavi et al. 2004). Wolbachia ANK proteins may thus provide all the
necessary machinery to allow these bacteria to interact with eukaryotic hosts in order to establish
symbiotic relationships of mutualistic or reproductive parasitism. Wolbachia ANK repeat consensus
has all generally conserved positions (2, 4, 5, 6, 7, 9, 21, 25 and 26th) which include the TPLH motif
(positions 4, 5, 6 and 7th). However, the TPLH motif was not conserved among the Rickettsia species.
More specifically, positions 5 (usually occupied by Pro) and 7 (usually occupied by His) are not
conserved in the general ANK repeat consensus calculated from all 10 Rickettsia species examined
here. Looking at each species separately, only three have an adequate number of canonical ANK
repeats for which the ANK repeat consensus can be calculated; R. felis and the two R. bellii strains.
What is interesting about these ANK repeat consensuses is that R. felis appears to have
position 7, conserved (41.3% His), in contrast to R. bellii strains that have percentages around 20%.
Whether this variability has to do with the host specificity (adaptation) has not yet been investigated.
It is worth noting, however, that R. bellii is mainly found in ticks (not an insect) whereas R. felis in cat
fleas (an insect). It is noteworthy that the giant Mimivirus, which infects the amoeba Acanthamoeba
polyphaga, has a unique ANK repeat consensus compared to other viruses, prokaryotes or
eukaryotes. The biological role of Mimivirus’ ankyrins has not been investigated as yet. It has been
reported that isolated ANK repeats (1-repeat ANK clusters) are probably not functional (Becerra et al.
2004; Mosavi et al. 2002); however, all Wolbachia strains studied contain a large number of isolated
ANK repeats ranging from 33% in wUni to 69% in wBm as shown in Supplementary Table 3 (Data
about the other Rickettsiales species will be discussed too). Actually, 9 out of a total 13 ANK repeat
clusters in wBm are present as 1-domain ANK clusters. Interestingly, most of the isolated ANK
repeats are not canonical (i.e. they are not exactly 33 amino acids long). Almost fifty per cent of the
isolated repeats (69/148) have been the target of insertion events compared to 157/484 (32%) in the
outer repeats and to 157/539 (29%) in the inner repeats of ANK clusters. The question is whether ANK
proteins containing isolated ANK repeats are functional. Actually, ANK proteins containing
(exclusively or not) isolated ANK repeats are expressed in diverse Wolbachia strains (Iturbe-Ormaetxe
et al. 2005; Klasson ef al. 2008a; Walker et al. 2007; unpublished data). Another potential role of the
isolated repeats could be as a reservoir for future shuffling and/or recombination events to further
increase the great diversity of the Wolbachia ankyrins. It cannot be excluded that the isolated repeats
are in the process of decay; however, the fact that they are not the “primary target” for insertion

events and they are expressed (at least at the transcriptional level) makes the scenario that these ANK
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proteins are in the process of pseudogenization highly unlikely. Another interesting observation has
to do with the length of an ANK repeat cluster and its similarity with known ANK proteins in the
databases. ANK proteins with lengthier repeat clusters are more similar to eukaryotic ANK proteins
with known functions. The present study provides for first time evidence about how the great
diversity of Wolbachia ankyrins could result. Many insertion and deletion events were detected in the
287 Wolbachia ankyrins studied, which resulted in the “production” of 751 canonical vs. 443 non-
canonical ANK repeats. The thorough analysis of these events resulted in the following conclusions:
(a) the majority of these events have occurred in the chromosomal and not in the phage regions, (b)
most insertion events occurred in isolated repeats followed by the inner repeats of a cluster and (c) in
all cases, the insertion events took place in only two positions: about 50% of them occurred between
positions 13 and 14, and the other 50% occurred between positions 23 and 24.

Such events, which have been reported in the past for eukaryotic ankyrins (Sedgwick and
Smerdon 1999) increase the genetic diversity of Wolbachia ankyrins without affecting the overall
structure of the repeat. The inserted amino acids are lengthier between positions 13 and 14 (between
the two alpha-helices of the motif), however, none of the insertions present any similarity with
proteins (or peptides) in the databases. It should also be noted that the currently available data
suggest that ANK proteins containing non-canonical repeats are expressed (at least at the
transcriptional level). Ten per cent of the total ANK proteins studied (27 out of 287) contain multiple
clusters (i.e. more than one ANK cluster). This is an unusually high number and the question is how
these ANK proteins with multiple ANK clusters have evolved. The phylogenetic analysis of the
present study suggested that these ANK proteins could be the result of recombination and/or
shuffling events. Several studies have shown that Wolbachia is a highly recombining bacterial
community (Klasson et al. 2008a, b; Baldo et al. 2006). It is also known that Wolbachia have an active
phage (Masui et al. 2001; Fujii et al. 2004; Bordenstein et al. 2006), which could promote exchange of
genomic DNA including ankyrin genes (Bordenstein and Wernegreen 2004). In addition, recent
studies have suggested that some ankyrins are fast evolving (Iturbe-Ormaetxe et al. 2005, Sinkins et al.
2005, Klasson et al. 2008). Taken together, this evidence suggests that there is a large repertoire of
molecular mechanisms which could be responsible for the great genetic diversity observed in
Wolbachia ANK proteins.

The presence of additional domains in Wolbachia ANK genes provides a wealth of information
about the potential biological function of these proteins (Supplementary Figure 3; Supplementary
Table 4). The most significant domains detected included the transmembrane (TMHelix), ATPase
family protein Associated with various cellular Activities (AAA), tetratricopeptide repeat (TPR), C-

terminal Pox viral (PRANC), Dna]J, ovarian tumor (OTU), osmosensory coiled coil (Osmo_CC) and
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half-A TPR (HAT) domain and secondarily, the Streptococcal surface antigen (Strep_SA_rep), PEST
motifs (Tash_PEST), Pox virus A-type inclusions (Pox_A_type_inc) and M protein repeat (M) domain.
It is known that transmembrane proteins include numerous receptors, channels, transporters,
photosystems and respiratory complexes (Lomize et al., 2007). AAA ATPase is a domain present in
proteins performing chaperone-like functions (Confalonieri and Duguet 1995) and exerting their
activity through the energy-dependent unfolding of macromolecules (Iyer et al., 2004). They are
involved in protein degradation, membrane fusion, microtubule severing, peroxisome biogenesis,
signal transduction and the regulation of gene expression (lyer et al., 2004). The TPR domain is present
in a wide range of proteins (Lamb ef al.,, 1995; Goebl and Yanagida, 1991; Das et al.,, 1998) and
organisms (http://pfam.janelia.org/family?acc=PF00515).

This domain mediates protein-protein interactions (D'Andrea and Regan, 2003) and has been
implicated to play a role in cell cycle regulation, transcriptional control, mitochondrial and
peroxisomal protein transport, neurogenesis and protein folding. It has recently been reported that the
genome of Orientia tsutsugamushi contains a large number of TPR-containing proteins (Cho et al. 2007;
Nakayama et al. 2008). The Pox proteins Repeats of ANkyrin — C terminal (PRANC) domain is usually
present at the C-terminus of a variety of Pox virus proteins. Although its function is unclear, it
appears to be related to the F-box domain which mediates protein-protein interactions (Mercer et al.,
2005; Skowyra et al., 1997). Two Wolbachia genes contain the PRANC domain, wAna2l and
wRi_ANK24, which are orthologs and are part of a prophage element. The DnaJ or “J” domain is
found in the prokaryotic DnaJ heat shock protein and more specifically, at its N-terminus. The ]
domain is thought to mediate the interaction between DnaJ and DnaK proteins, the latter being a
hsp70-like chaperone (Cyr et al., 1994; Kelley, 1998). The presence of ] domains in 3 wPip ANK genes
raises the question whether some Wolbachin ANKs may possess chaperone activities. The Ovarian
TUmor (OTU) domain is present in a family of proteins found in eukaryotes, viruses and the
pathogenic bacterium Chlamydia pneumoniae. Although of unknown function, specific amino acids
in this domain suggest it could have cysteine protease activity (Makarova et al., 2000). Two genes
contain an OTU domain; WP_0462 from wPip which is a phage gene and wRi_ANK21 which is
chromosomal gene. The OTU domain is also present in 3 ANK genes of A. gambiae, D. melanogaster
and N. vitripennis. The function of the Osmosensory transporter coiled coil (Osmo_CC) is to sense
increases in osmotic pressure and respond by changing accordingly the concentration of organic
solutes in the cell (Bolen, 2001). There is only one Wolbachia gene harboring this domain, WP_0346 (a
phage-encoded gene). The Half-A TPR (HAT) repeats are found in several RNA processing proteins as
components of larger, macromolecular complexes (Preker and Keller, 1998). They look very much like

TPR repeats both in structure and sequence although they lack two highly conserved residues found
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in the latter. The Streptococcal surface antigen repeat (Strep_SA_rep) is commonly found in
Streptococcal surface antigens although it has been found in other pathogens as well
(http://pfam.janelia.org/family?acc=PF06696). The Tash protein PEST motif (Tash PEST) has been
detected in Theileria annulata proteins (a protozoan parasite that causes fatal diseases in cattle).

These proteins have been found to contain a DNA-binding motif and nuclear localization
sequences that allow them to enter into the host nucleus and possibly alter the expression profile of
certain cytoskeletal proteins (Shiels et al., 2004; Swan et al., 2001). They are also suggested as being part
of the PEST motif (which acts as a signal for rapid proteolytic self-degradation) although this has not
been confirmed (Shiels ef al., 2004). The only gene having a Tash_PEST motif is WP_0774 of wPip
strain. The Pox A type inclusion protein repeat (Pox_A_type_inc) has been reported in the
corresponding protein of the Poxvirus family of viruses (Funahashi et al., 1988). A-type inclusion
protein is one of the most abundant viral proteins and it forms the A-type inclusions which sequester
and protect the mature viruses during their transfer to a new host (Funahashi et al., 1988). The M
protein repeat is a short repeat (21 amino acids) present in bacterial M proteins. M proteins are
immunoglobulin — binding proteins that confer phagocytosis resistance to the bacterial pathogen
(Podbielski et al., 1996). Five genes with M protein repeats are found in Wolbachia; wAna23, WD_0073,
wRi_ANKO03, wSim9 and wUni_1_1307. All 5 of them are not related with a prophage element and are
encoded in the bacterial chromosome. Contrary to the literature there is only one repeat per gene and
not multiple (Podbielski et al., 1996). Their e-values are 4.8-4.9 but this large e-value may be due to the
repeat's short length. All of them additionally contain one or two transmembrane domains and their
length ranges from 350 to 800 aminoacids. The M protein repeats are located towards the C-terminus
of the gene and in all cases before the transmembrane domain(s).

The ankyrin gene sets of the other organisms of this study were also searched for the presence
of the additional domains found in Wolbachia. Interestingly, it was found that only AAA ATPase, TPR,
OTU and DnaJ domains were present together with ankyrin domains and only in eukaryotic
organisms. The only exception to this rule is the presence of an AAA domain in a C. burnetii ankyrin
gene. Another AAA ATPase domain is found in the ankyrin gene set of the plant species A. thaliana.
TPR repeats are found in all 7 eukaryotes included in this study in a varying number of genes per
organism (from 2 to 12) and with varying significance (i.e. e-value). As mentioned above, the OTU
domain was found in D. melanogaster, N. vitripennis and A. gambiae while the DnaJ] domain was only
found in a gene of A. thaliana. In average, the TPR, AAA and DnaJ domains found in Wolbachia have a
better e-value than those found in the eukaryotic ankyrin genes while the reverse is true for OTU
domains which suggests that these domains may be functional in Wolbachia. The search for additional

domains in ANK genes of all Rickettsiales species used in the present study indicated the
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transmembrane helix as the most common additional motif. Interestingly, transmembrane helices in
ANK genes were only found in genera Anaplasma, Ehrlichia and Neorickettsia (not in genera Rickettsia
and Orientia). In other words, ANK proteins with transmembrane helices are present in the family
Anaplasmataceae, and not in the family Rickettsiaceae. The second most common motif was PRANC
domain which was shown to be frequently present in both Orientia tsutsugamushi strains (8 genes in
the Boryong and 17 genes in the Ikeda strain). The most interesting additional domain found in
Rickettsia species is the RelA/SpoT, which is present in a single gene of Rickettsia felis. Different
algorithms were used for the prediction of potentially secreted proteins.

The analysis showed that a significant number of Wolbachian ANK proteins are probably
secreted through the sec-dependent pathway. There is also a significant number of proteins which are
secreted by using a non sec-dependent pathway. Interestingly, this study identified x Wolbachia ANK
proteins which probably secreted in host cells by the T4SS machinery. This finding is in accordance
with recent observations that ANK proteins are T4SS effector molecules in bacterial pathogens such as
Legionella pneumonophila and Coxiella burnetii (Habyarimana et al. 2008; Pan et al. 2008). The BLAST
analysis provided clear evidence that the majority of the Wolbachia ANK genes studied seem to be
eukaryotic-like confirming, at a larger scale, previous studies (Masui et al. 2000; MacGraw and O’Neill,
2004). The analysis indicated that the “eukaryotic signal” is located in the ankyrin domain clusters
rather than in the rest of the sequence (Figure 8). In addition, it was shown that best hits of the
BLASTP analysis were against eukaryotic proteins such as unc44 ankyrins, kinase proteins, ion
channels, Pfs/NACHT domain proteins and Cdk inhibitors or against the prokaryotic ppGpp
pyrophosphohydrolases/synthetases. The most frequently occurring BLAST hits were unc44 ankyrins
and ppGpp pyrophosphohydrolase/synthase (RelA/SpoT) (Supplementary Table 2A). The eukaryotic
unc44 ankyrins are responsible, in C. elegans, for proper axonal outgrowth and guidance (Otsuka ef al.
1995). Mutations can lead to locomotory defects (Otsuka et al., 2002). In Wolbachia, several ankyrin
genes present similarity with unc44 ankyrins; 115 and 74 genes have an unc44 ankyrin as a significant
hit when BLASTing whole genes and clusters, respectively. None of the leftover fragments matches an
unc44 ankyrin. Several Wolbachia ANK genes also present significant similarity, although not as best
hit, with the prokaryotic enzyme Guanosine polyphosphate (ppGpP)
pyrophosphohydrolase/synthetase when BLASTing whole Wolbachia ANK genes or repeat clusters.

None of the leftover fragments has similarity to ppGpp. This enzyme is directly implicated in
the stringent response, a survival strategy found in a bacterium which is activated during nutrient
starvation. ppGpp accumulation is the key event in this strategy and its synthesis is accomplished by
this enzyme. Accumulated ppGpp subsequently binds to RNA polymerase in order to regulate the

expression of certain genes, DNA replication and virulence induction (Cashel, 1974; Srivatsan and
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Wang, 2008). Another possible role for such ppGpp-recognizing proteins was reported recently by
Zhao and colleagues (2008) who showed that the insertion specificity for a mobile group II intron
hosted in the E. coli chromosome is determined by ppGpp concentration. More specifically, while this
specific group II intron preferentially inserts at the origin of replication (ori) region, mutations in
genes participating in the control of polyphosphate levels, resulted in insertion of this mobile element
in chromosomal positions other than ori (Zhao et al., 2008). Whether Wolbachia ANK genes exhibiting
similarity with the ppGpp homologs present the same properties remains to be investigated.

However, it is worth noting that Wolbachia can survive for long periods outside host cells
(Rasgon et al. 2006). In addition, it is known that the genome of arthropod Wolbachia strains contains
many mobile elements including group II introns (Bordenstein and Reznikoff, 2005; Yamada et al.
2007). The BLASTP analysis also indicated that few Wolbachia ANK proteins presented best hits with
eukaryotic serine/threonine protein kinases such as integrin-linked kinases (ILK) and cardiac troponin
I interacting (TNNI3) kinases which are distantly related to the former. Integrin mediates
communication between cells by facilitating signal transduction between them and regulating diverse
cell properties such as shape, motility, growth, survival, differentiation and gene transcription
(Hannigan et al., 1996). ILKs were found to phosphorylate certain integrin cytoplasmic domains
thereby influencing integrin-mediated signal tranduction (Hannigan et al., 1996). TNNI3 kinases on
the other hand are implicated in proper cardiac troponin phosphorylation which is a prerequisite for
the correct functioning of the heart (Luft, 2003; Haworth et al., 2004).

Several Wolbachia ANK genes also present significant similarity, although not as best hit, with
proteins containing Pfs, NACHT and ankyrin domain. All, but one, of these proteins are of eukaryotic
origin. Pfs (nucleoside phosphorylase) domains have been suggested to play a regulatory or signaling
role in Aspergilus (Fedorova et al., 2005). Indirectly, it is involved in proliferation, differentiation and
apoptosis (Fedorova et al., 2005). NACHT is a NTPase domain found in apoptosis proteins and
proteins involved in MHC transcription activation. It has recently been shown that Wolbachia
manipulates the apoptotic pathways of their hosts in order to establish symbiotic associations
(Bazzocchi et al. 2007; Pannebakker et al. 2007). Wolbachin ANK proteins also exhibit significant
similarity with eukarotic Ion channels. Ion channels are pore-forming proteins that establish and
control voltage gradients across biological membranes). Most of the hits are either cation (most often
potassium) or nompc (TRPN) channels. The latter are found in mechanosensory organs of animals and
mutations to these ion channels is, for example, linked to mechanosensing defects in Drosophila and
auditory defects in zebrafish (Pedersen et al., 2005). The BLASTP analysis also indicated that at least
one Wolbachia ANK gene, wVulC_ANK®63 presents high similarity with eukaryotic Cyclin dependent

kinase (Cdk) inhibitor. Cyclin dependent kinases are master regulators of cell proliferation that
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recognize specific environmental signals and progress or halt cell cycle. Cdk inhibitors, as their name
implies, inhibit Cdk activity in response to environmental signals (Blain, 2008). It has recently been
suggested that inhibition of Cdk may be involved in the expression of Wolbachia-induced reproductive
phenotypes such as cytoplasmic incompatibility (Tram and Sullivan 2002; Tram et al. 2003; Harris and
Braig 2003).

It has been suggested that ANK proteins may play a significant role in Wolbachia-host
interactions including the establishment of the symbiotic relationship, coping with various
environmental stresses and / or the expression of reproductive abnormalities by which Wolbachia
achieves spreading in naive host populations (McGraw and O’Neill 2004). Several studies have
documented the involvement of ANK proteins in host-bacterial interactions. AnkA, an ankyrin-repeat
protein of Anaplasma phagocytophilum has been shown to bind chromatin (Caturegli et al., 2000). The
AnkA protein contains 11 ankyrin repeats, no transmembrane domain, several kinase
phosphorylation sites (tyrosine kinase, protein kinase C and casein kinase) and a N-glycosylation site
(Caturegli et al., 2000). Park et al. (2004) confirmed AnkA's nuclear localization and also showed that it
binds to a variety of human proteins such as ATPase, tysosine phosphatase and NADH
dehydrogenase-like protein. The precise DNA-biding mechanism, though, as well as its effect is not
clear. The genome of the bacterial pathogen Pseudomonas aeruginosa also contains ANK proteins.
One of the ANK genes, ankB, is part of a hydrogen peroxide-induced operon. Interestingly, AnkB is
an integral membrane protein that has its ankyrin repeats in the periplasm. It has been shown that the
presence of this protein confers hydrogen peroxide resistance in the bacterium (Howell ef al., 2000). In
a recent elegant study in the plant Lotus japonicus it was shown that an ankyrin repeat gene, named
ignl, is crucial for development of a nitrogen-fixing symbiotic relationship between L. japonicus and
Mesorhizobium loti; however, the ignl gene is not hosted by the bacterium, but by the plant (Kumagai
et al., 2007).

Recent studies have shown that bacterial species of the genera Ehrlichia, Anaplasma and
Rickettsia, which are close relatives of Wolbachia, as well as Legionella pneumonophila and Coxiella
burnetii contain ANK genes which are secreted to host cells through T4SS and play an important role
in host-bacterial interactions (Caturegli et al. 2000; Park et al. 2004; Lin et al. 2007; Seshadri et al. 2003;
Habyarimana et al. 2008; Pan et al. 2008). Whether Wolbachia ANK genes are also secreted through
T4SS and are involved in the establishment of symbiotic associations and the expression of

reproductive abnormalities awaits for future experimental confirmation.
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Conclusions

The in silico analysis of complete and partial genomes of diverse Wolbachia strains confirmed
the presence of a large number and of great diversity ANK genes. The present study indicated
potential mechanisms generating the genetic diversity of ANK genes. In addition, the comparative
analysis undertaken suggested that the majority of Wolbachin ANK genes are of eukaryotic origin.
ANK repeats along with a wealth of additional domains present in these genes clearly suggest that
ANK proteins may be a key factor in the establishment of Wolbachia symbiosis and the induction of

host reproductive manipulations.
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Number of total Number of
Closed/C GenBank Genome ANK genes Ratio (nr of ANK typical ANK
Organism References urated size (Mb) (phage-encoded) proteins / Mb) domains
Wolbachia w Mel Wuet al. 2004 Y NC_002978 1.27 28 (10) 22,0 74
Wolbachia w Bm Foster et al. 2005 Y NC_006833 1.08 10 (0) 9.3 12
Wolbachia w Ana Salzberg et al. 2005 N NZ_AAGB00000000  1.47 34 (15) 23,1 87
Wolbachia w Sim Salzberg et al. 2005 N NZ_AAGC00000000  1.25 133) 10,4 24
Wolbachia w Wil Salzberg et al. 2005 N NZ_AAQP00000000 ? 14 (8) N/A 37
Wolbachia w Pip-Pel Klasson e al. 2008 N N/A 1.48 58(19) 324 166
Wolbachia w Ri Klasson e al. 2009 Y N/A 1.44 38 (20) 26,4 132
Wolbachia w Uni Klasson e al. 2009 N N/A ? 16 (0) N/A 31
Wolbachia w VulC - N N/A 1.75 76 (24) 44,7 188
Anaplasma marginale St Maries Brayton ef al. 2005 Y NC_004842 1.2 4 33 4
Anaplasma phagocytophilum HZ Hotopp et al. 2006 Y NC_007797 1.47 4 2,7 11
Ehrlichia canis Jake Mavromatis ef al. 2006 Y NC_007354 1.32 5 38 9
Ehrlichia chaffeensis Arkansas Hotopp et al. 2006 Y NC_007799 1.18 5 42 8
Ehrlichia ruminantium Gardel Frutos et al. 2004 Y NC_006831 1.5 6 4,0 8
Ehrlichia ruminantium Welgevonden Collins et al. 2005 Y NC_005295 1.52 6 39 7
Neorickettsia sennetsu Miyayama Hotopp et al. 2006 Y NC_007798 0.86 3 35 6
Rickettsia akari Hartford - Y NC_009881 1.23 4 33 3
Rickettsia bellii OSU 85-389 - Y NC_009883 1.52 29 19,1 43
Rickettsia bellii RML369-C Ogata et al. 2006 Y NC_007940 1.53 28 18,3 41
Rickettsia canadensis McKiel - Y NC_009879 1.16 4 3.4 2
Rickettsia conorii Malish7 Ogata et al. 2000 Y AE006914 1.27 7 5,5 4
Rickettsia felis URRWXCal2 Ogata et al. 2005 Y NC_007109 1.49 25 16,8 46
Rickettsia massiliae MTUS Blanc et al. 2007 Y NC_009900 1.36 4 2.9 5
Rickettsia prowazekii MadridE Andersson et al. 1998 Y AJ235269 1.11 3 2,7 5
Rickettsia rickettsii Sheila Smith - Y NC_009882 1.26 9 7,1 8
Rickettsia typhi Wilmington McLeod et al. 2004 Y AE017197 1.11 1 0,9 1
Orienta tsutsugamushi Boryong Cho et al. 2007 Y NC_009488 2.13 39 18,3 74
Orienta tsutsugamushi Tkeda Nakayama et al. 2008 Y NC_010793 2.01 48 239 97
Coxiella burnetii RSA493 Seshadri ef al. 2003 Y NC_002971 2,00 22 11,0 42
Acanthamoeba polyphaga Mimivirus ~ Raoult er al. 2004 Y NC_006450 1.18 92 78,0 192
Canarypox virus Tulman et al. 2004 Y NC_005309 0.36 51 141,7 212
Fowlpox Virus Afonso et al. 2000 Y NC_002188 0.29 31 106,9 122
Drosophila melanogaster Adams et al. 2000 Y NT 033778 180 148 0,8 577
NT 033779
NT 033777
NT 037436
NC_004354
NC_004353
Anopheles gambiae Holt e al. 2002 Y NT_078265 — 7268 220 120 0,5 384
NC_004818
Apis mellifera Honeybee Genome Sequencing Consortium, 2006 Y NC_007070 — 7085 210 100 0,5 370
Caenorhabditis elegans C. elegans Sequencing Consortium, 1998 Y NC_003279 - 3284 97 130 1.3 446
Tribolium castaneum Baylor College of Medicine, unpublished N NC 007416 — 7425 158 103 0,7 382
Nasonia vitripennis Baylor College of Medicine, unpublished N N/A ? 117 N/A 499
Arabidopsis thaliana Arabidopsis Genome Initiative, 2000 Y NC_003070 120 149 1,2 291
NC_003071
NC_003074
NC_003075
NC_003076
Table 1: Species/strains used in this study.
Position 1 2 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33
Genus N
Wolbachia 751 - G T P L H - A A - - G - - - VK - L L - - GA - VN - - D -
Anaplasma 15 - G T LLH - AA- - G- - - -V - -LL - - GAD -8 - - - -
Ehrlichia 32 - G T - LH - AV - - G- - - - VK -LL - -G - D - N - - - -
Neorickettsia 6 - 6D T - L H - A - - AGNV - - - - L/ LL - -/GA - - - - - - -
Rickettsia 158 - G T - L - - A - - - -N=-—- - - - -1 L - - 6GAD-N - - - -
Orientia 171 - G T A L -JA - - - - /| bl - KL L L - - GAD - N - - D -
Coxiella 42 - G T PL - - AA - -G - - - - - - -L - - - 6AD-N - - - -
Mimivirus 192 - - AL - - A - - - GHLE-VKY LV - -'GAD I - - - - -
Canarypox 212 - - T P LH - AV - - - N - - - VKL L L - - GAD - N - - - -
Fowlpox 122 - - T PLH-A - - - - N - - -V - -'LL - - G6GAD - N - - - -
Drosophila 577 - G T P LH - AA - -G - - - -V - - L L - - GA E e
Anopheles 384 - G T PLH -I1AA - - G - - - -V - -'LL - -16A - - - - - - -
Apis 370 - G T P LH - AA - - G- - - -V - -/ LL - -16A - - - - - - -
Caenorhabditis 446 - | G T P LH -IAA - - G - - - -V - -/'LL - -16A - - - - - - -
Tribolium 382 - G T PLH-AA - - G- - - -V - - LL - -1GAD - - - - - -
Nasonia 499 - G T PLH - A - - - G- - - -V - -'LL - - GA - VN - - - -
Arabidopsis 291 - G reP L H -f/AA - - G- - - -V - -JLL - -IGA - - - - - - -

Table 2: ANK repeat consensus for all genera/species used in this study.
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Figure 1: ANK repeat consensus comparison among Wolbachia and representatives of viral,
prokyaryotic and eukaryotic species.
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Figure 2: Presence of ANK repeat clusters of different length in Wolbachia.

All 9 Wolbachia strains used in this study are presented. Clusters were built using the loose criteria (see Methods). In

the legend at the upper right portion of the figure it is shown the number of ANK repeats each cluster contains.
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Domain distribution in clusters
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Insertion distribution in clusters
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Deletion distribution in clusters
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Figure 3: Distribution of ANK repeats within an ANK cluster.

In each domain category (on left), there is a hypothetical gene (shown as a long black rectangle) containing an

isolated domain and two other ANK clusters of 4 ANK repeats each. Percentages right below the isolated domains denote the

percentage of the corresponding domain category in an isolated domain. Percentages below the ANK clusters are referring to

the domains shown in grey (e.g. 39% of category A domains are present in the inner domains of a cluster while another 52%

is present in the outer ones). As previously, a hypothetical gene is represented by a black rectangle. An isolated ANK repeat

and ANK clusters are drawn on it and ANK repeats in grey are the ones to which the percentages right below, refer to. (on

top right) Insertion distribution and (at bottom right) Deletion distribution.
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Figure 4: Distribution of insertions within the ANK repeat.

Green bars indicate the position of alpha-helices while in red appear the aminoacid residues between which the

insertion events occur. For each bin size the first bar (black) represents the number of insertion events at both positions 13

and 23,

the second bar (dark grey) represents the number of insertion events only in position 13 and the third bar (grey)

represents the number of insertion events only in position 23.
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Gene Clusters1 Consistency?
wAna3_58534919 3, 3, 22 Yes
wAna5_58534192 5, 2 No
wAna7_58698688 5, 2 Yes
WD_0073 2,3 Yes
WD_0147 6,2 No
WD_0291 3,2 Yes
WD_0498 2,3 Yes
WP_0383 3,3 22 Yes
WP_0410 3,223 Yes
WP_0688 4,2 Yes
WP_0763 4,4 Yes
WP_1220 3,32 No
wRi_ANKO03 2,3 Yes
WRi_ANKO06 2,4 Yes
wRi_ANKO04 5,2 Yes
WRi_ANK26 2,4,2,24 No
wRi_ANK28 2,6 No
wRi_ANK20 3,232 Yes
wSim1_58696982 2, 4 Yes
wUni_1_1601 2,4 Yes
wUni_1_585 3,2 No
WVUIC_ANK26 2,4 No
wVulC_ANK51 2,4 Yes
WVUIC_ANK72 4,4 Yes
wVulC_ANK74 3,3 Yes
WDW_0144 2,4 Yes
WDW_0893 3,2 Yes

Table 3: All cases of consistency/inconsistency in the ankyrin cluster phylogenetic study.

' Only clusters having 2, 3, 4, 5 or 6 domains were taken into account. All other clusters did not have enough

members, > The two 3-domain clusters do not present congruent phylogeny, * The two 2-domain clusters do not present

congruent phylogeny, * Only two of the three 2-domain clusters present congruent phylogeny

wAna17 58898885 88 154 2 Doms

WD 0488 B8 154 2 Doms

WDW 0144 B3 154 2 Doms.
wSim1 58596982 88 154 2 Doms.
whRi ANKOS 83 154 2 Doms
wlni1 1601 38 154 2 Doms

WP 0533 88 154 2 Doms

aul ANKS1 88 154 2 Domg

WP 0688 232 363 4 Doms
Yyl ANKS1 232 363 4 Domg
wii ANKOE 237 388 4 Doms

wSm1 58696582 237 368 4 Doms

WOW 0144 237 388 4 Doms

wlni 1 1601 237 368 4 Doms:

WP 0345 126 193 2 Doms

wVul ANKTO 80 145 2 Doms

WP 0774 83 149 2 Doms

WP 0T8T 358 465 2 Doms

|w\ful ANK24 188 232 2 Doms

| wVul ANK4S 183 259 2 Doms.

<;VJ| ANK2E 446 517 2 Cn; >

| wAnal3 S8535325 26 157 4 Doms.

| wii ANK3S 26 157 4 Doms.

wRI ANK26 1581 17124 Doms

wlni 1 1385 54 185 4 Doms

WV ul ANK2E 293 424 4 Doms,

Figure 5: Congruency results from ankyrin cluster phylogenetic study.

Two examples are shown; on the left side there is an example of congruency for the wVulC_ANKS1 gene which has

a 2-domain and a 4-domain cluster, while in the right side one of incongruency for the gene wVulC_ANK26 which harbors

two clusters, one of 2- and another one of 4-domains. Only part of the corresponding phylogenetic trees (for 2- and 4-domain

clusters) is shown.
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Figure 6: Eukaryotic/Prokaryotic origin of BLAST hits
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Percentage of Wolbachia whole genes, ANK clusters and leftovers that have a eukaryotic, prokaryotic or no

similarity based on BLAST searches against the nr database.

Supplementary files

Supplementary files are available upon request.
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Abstract

The maternally inherited a-Proteobacteria Wolbachia pipientis are obligate endosymbionts of
nematodes and a wide range of arthropods, in which they induce a variety of reproductive alterations,
including cytoplasmic incompatibility (CI) and feminization. Significant progress at deciphering the
molecular basis of these phenotypes resulted from the recent sequencing of a few Wolbachia genomes.
Both pkl1 and pk2 phage-related ankyrin genes were the only genes found to be polymorphic between
very closely related Wolbachia strains expressing different phenotypes in Culex pipiens. The pk2 gene
also exhibited differential expression between males and females. Together, these results implicated
pk1 and pk2 gene products in the Wolbachia-induced CI phenotype. The genome of the Wolbachia strain
wVulC that induces feminization of the isopod Armadillidium vulgare, contains an unusually high
number of ankyrin containing genes (ank genes). These encode putative bacterial effector proteins
containing ANK repeats that could mediate Wolbachia-host protein-protein interactions. Two of the
ank genes are homologous to pk1 and pk2 genes and occur in the wVulC genome. To test whether these
Wolbachia ank gene homologs are potentially involved in altering terrestrial isopod reproduction, we
determined the distribution and expression of both pkl and pk2 genes in 8 Wolbachia isopod strains
that induce either CI or feminization. Although the homologous genes within the Wolbachia genomes
were highly similar in sequence, our results highlight a large copy number variation amongst strains
that may be linked to prophage diversity. Furthermore, transcriptional analyses revealed expression
of one pk2 allele only in the feminizing Wolbachia strains of isopods. These results open new
perspectives for unravelling functions of ankyrin proteins, in particular pk2, with respect to host sex

manipulation by Wolbachia.
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Introduction

The evolutionary success of the maternally inherited a-Proteobacteria Wolbachia pipientis is
partly due to their ability to manipulate host reproduction to favour their transmission in populations.
Wolbachia is also able to transfer between hosts via horizontal transfers, which contribute to the
impressive diversity and range of infected hosts (1). These obligate endosymbionts are found in most
filarial nematodes and are estimated to be present in ~60% of arthropod species (2, 3, 4). In arthropods,
Wolbachia are considered as sex-parasites because they can alter compatibility between eggs and
sperm, feminize or kill males, or induce parthenogenesis (2, 5, 6). To date, the mechanisms that
mediate these Wolbachia extended phenotypes are poorly understood. Since Wolbachia remain
genetically intractable endosymbionts, comparative genomics and evolutionary approaches are
particularly useful for identifying putative bacterial determinants involved in Wolbachia-host
interactions.

Recent genome analyses of different Wolbachia strains revealed a surprisingly high number of
Ankyrin domain-containing genes (ank genes) whose origin has been proposed to be the result of
lateral gene transfer (7, 8, 9, 10, 11). Ankyrin repeats (ANK) constitute 33-residue motifs and are found
in numerous eukaryotic proteins and in some bacterial and viral proteins (12, 13). These ANK motifs
form tandem arrays that mediate specific protein-protein interactions and have diverse functions in
transcription initiation, cell cycle regulation and signalling, cytoskeleton integrity, ion transport,
inflammatory responses and development (12, 14). The two closely related intracellular bacteria
Anaplasma phagocytophilum and Ehrlichia chaffeensis secrete ankyrin proteins (AnkA and p200,
respectively) that bind to the host DNA and/or proteins (15, 16). It has been demonstrated that AnkA
plays an important role in facilitating intracellular infection (17) whereas p200 is thought to affect host
cell gene transcription and promote the survival of the pathogen (16). Hence it has been proposed that

ank genes might encode Wolbachia effectors that alter host biology (18, 19).
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Several studies have challenged the hypothesis that Wolbachia ANK proteins are implicated in
the molecular basis of Cytoplamic Incompability (CI) (8, 9, 20, 21, 22, 23). Sequence divergence
between two closely related Wolbachia strains infecting distinct Culex pipiens mosquito populations
that are incompatible was only recorded in 2 ank genes (pk1 and pk2) amongst a subset of 18 ank genes
and other phylogenetic markers (22). These polymorphic pkl and pk2 ank genes, located within a WO
prophage region, were thereby suggested to contribute to the CI phenotype. In addition, expression of
the pk2 genes occurred specifically in female mosquitoes consistent with its direct involvement in the
CI effect (8, 22, 23). Moreover, in the Wolbachia strain of D. simulans (wAu) which was unable to cause
CI a premature stop codon was found in the pk2 gene (21). The CI phenotype seems to delay
recruitment of the histone H3.3/H4 complex to the male pronucleus causing delay of mitotic
condensation and pronucleus segregation (24). This interphase cell cycle disruption causes an
asynchrony in the development of the male and female pronuclei at fecundation which eventually
leads to death of the embryos (24). To date, however, there is no evidence for the direct involvement
of bacterial ankyrin genes in the CI phenotype.

In this study, we aimed to determine whether the prophage pkl and pk2 ankyrin genes were
conserved and expressed in Wolbachia strains that induce CI in terrestrial isopods but also
feminization, the main Wolbachia phenotype described for this group of hosts (2). First we annotated
the pk1 and pk2 alleles amongst all ank genes identified from the genome assembly of the feminizing
Wolbachia strain wVulC that infects the isopod Armadillidium vulgare. Then we investigated the
distribution, copy number and expression patterns of both genes in 7 additional Wolbachia strains that
induce either CI or feminization in isopods. Thus we identified a large copy number variation of the
pkl and pk2 genes amongst Wolbachia strains that is probably coupled to prophage evolution. Our
results also reveal that one pk2 allele expression is only detected in feminizing strains but never in CI-

inducing strains of isopods.
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Results

Characterization and distribution of pk1 and pk2 genes

Six and three copies of the phage-related pkl and pk2 ank genes, respectively, were identified
in the contig assembly of the wVulC genome (Table 1). Sequence analyses revealed that two wVulC
pkl alleles (ANK46a/b and ANK60a/b) and one pk2 allele (ANK40a/b) were each found in two
identical copies. These results were confirmed by Southern blots (Figure S1) and are consistent with
the sequencing of PCR products.

Phylogenetic relationships between these alleles and all the published sequences of Wolbachia
pk1 and pk2 genes were assessed based on the DNA sequences encoding ANK-repeats. No evidence of
recombination events was detected in the pk1 and pk2 alignments. In the pk1 sequences, the number of
variable sites is 460 out of 1068 of which 405 are informative. Similarly, the number of informative
sites is 111 for the 369 bp-long pk2 sequence alignment. The resulting unrooted phylogenetic trees
show that pk1 sequences group in 3 clusters whereas pk2 sequences group in 2 clusters (Figure 1). Thus
we define three different types of pkl genes (named pkla, pklb, pklc) and two different types of pk2
genes (named pk2a, pk2b) (Figure 1, Table 2). The wVulC genome contains a single copy of the pkla
type (ANK25) and 5 copies belonging to the pk1b type (ANK32, ANK46a/b & ANK60a/b) (Table 2).
The wVulC pkla gene (ANK25) is close to the pkla type gene of wMel (84.2% of identity) whereas it
shares 61.6 to 70.0 % identity with the 5 wVulC pklb type sequences. These latter share 84.1 to 91.7 %
identities with the three pk1b paralogs of wPip-Pel. The wVulC genome also harbours three genes of
the pk2b type (ANK40a/b, ANK48) further called pk2b1 and pk2b2 alleles respectively (Tables 2 & 3).
These genes were closer (87.4 to 90.2 % identity) to one of the three pk2 genes of wPip-Pel (ANKI1S6,
pk2b type) than to the other two identical copies of wPip-Pel (ANK12 & 25, pk2b type).

Using the same primer set as for wVulC (Table S1), the taxonomic distribution of pk1 and pk2
genes was extended to 7 Wolbachia strains that induce either CI or feminization in isopods. We also

investigated the copy number variation by Southern blot analyses of EcoRI or BamHI digested DNA
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using pkla, pklb and pk2b1 probes which, according to sequence identities, preferentially hybridized
on pkla, pklb and pk2b types, respectively (Table 2). In congruence with amplification and sequencing
data, the pkla and pk1b probes revealed from 2 to 6 copies of pkl gene in the studied strains (Table 2).
By direct sequencing of the PCR products, we found that the pkla gene of Wolbachia strains of C.
convexus, P. pruinosus, A. vulgare (wVulM) and A. nasatum harboured 1, 1, 2 and 3 EcoRI sites,
respectively, explaining the discrepancy between the number of bands observed by Southern blots,
and the number of different sequences obtained (Table 2, Figure S1). Similarly, two pk1b alleles of the
Wolbachia strain of A. nasatum contained one BamHI restriction site. For wVulC pk1b alleles, each of the
two more intense signals obtained by Southern Blot (Figure S1) revealed the presence of two identical
copies as confirmed by the analysis of contigs. Furthermore, in all sampled strains, Southern blots
using a pk2b1 probe in combination with sequencing data revealed 3 copies of the pk2 gene (Table 2,
Figure S1). Once again, sequencing of PCR products identified 2 pk2 identical alleles each containing
one BamHI restriction site explaining the 5 signals obtained by Southern blot in the Wolbachia strain of

P. pruinosus (Table 2, Figure S1).

Molecular evolution of pk1 and pk2

The G+C content of wVulC pkl genes (34.2 + 0.3%) is very similar to that of the whole genome
(35.0%). The G+C content of wVulC pk2 genes (ANK40a/b: 36.0%, ANK48: 40.0%) is greater to that of
the whole genome. Similar results are obtained for G+C content of all sequences (pk1: 34.1 + 0.1%; pk2:
37.9 £ 0.2%; genomes: 34.8 + 0.3%). Protein-coding sequence analysis indicated that Ka/Ks (the ratio of
the rate of non-synonymous substitutions (Ka) to the rate of synonymous substitutions (Ks)) of all
positions is 0.211 + 0.009 for Pk1 and 0.245 + 0.020 for Pk2 and no sites are under positive selection.

All translated pk1 full-length sequences are predicted to harbour 2 transmembrane domains in
their C-terminal region but a variable number of ANK motifs ranging from 8 to 10 (Figure S2, Table
52). In wVulC, ANK46a/b and ANK60a/b sequences (pk1b type) are shorter in their N-terminal region

than all other Pk1 proteins (about 40 and 60 amino acids, respectively). One indel at position 117 of the
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DNA sequence of wVulC ANK46a/b is responsible for a frameshift and the split into two ORFs
homologous to the full length pk1 of other strains. ANK60 sequences are shortened by a transposase
gene insertion in the 5" region of both copies. In contrast, pk2 translated sequences are relatively more
conserved amongst Wolbachia strains than pk1 as identity ranges from 84.5 to 100%. All Pk2 amino acid
sequences harbour 3 ANK motifs except in the wAu (host: D. simulans) and wWil (host: D. willistoni)
strains in which Pk2 proteins only harbour 2 repeats due to a premature stop codon that disrupts the
third motif (Figure S2, Table S2).

In the wVulC assembly, 6 prophage regions were identified (WO-wVulCl1 to 6) (Table 1). The
pkl and pk2 genes are located within a syntenic prophage region containing the orf7 gene of which
phylogeny has been well studied. This gene encodes a minor capsid protein that is located either
between the pkl and pk2 genes, or adjoining one pkl or one pk2 gene depending on the prophage
region considered (Table 1). Therefore, we compared the pkl and pk2 allele phylogenies to that of orf7
with respect to their prophage membership in various strains (Table 1). Phylogenies between pk2 and
orf/ are congruent suggesting a co-evolution of pk2 and orf7 (Figure 2). In contrast, 8 of the 15

prophages showed distinct topologies between the trees of pk1 and orf7 alleles (Figure 2).

Comparative analysis of pkl and pk2 mRNA expression in CI and feminizing Wolbachia
strains

RT-PCR using allele-specific primers was performed to examine the expression patterns of pk1
and pk2 mRNA in adult gonads of isopods of both Cl-inducing and feminizing Wolbachia strains
(Table 3). Evidence for expression was observed for all copies of pkl and pk2 genes except for one
allele of the pk2b type (Table 3). Using the pk2b2 allele specific primers, RT-PCR did not yield any
detectable products in all the three isopods Cl-inducing Wolbachia strains whereas this gene was
clearly expressed in feminizing Wolbachia strains. When both males and females are infected, no sex-
specific differences were observed in pkl and pk2 expression, whatever the reproductive phenotype

induced by the bacteria.
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Discussion

In this study, we have demonstrated a large copy number variation of pkl and pk2 genes
amongst Wolbachia strains that is probably coupled to prophage dynamics and evolution. Divergence
in the ankyrin pk1 and pk2 copy number in Wolbachia strains of isopods is consistent with the results of
previous Southern blotting analyses using the minor capsid orf/ phage gene (25). Four different orf7
paralogs had already been identified in the wVulC strain through cloning and sequencing of
heterogeneous PCR products (25). Since multiple infections in a single individual have never been
demonstrated in natural populations of isopods, we can conclude that the phage WO is likely to be
present in several copies in each Wolbachia strain. Besides identifying mosaic prophages, our results
also reveal the importance of the differentially expressed genes between Wolbachia strains inducing CI
and feminization. We show that expression of one allele (pk2b2) is only detected in feminizing strains
but never in Cl-inducing strains of isopods. This leads to the hypothesis that this bacterial ankyrin
gene is directly involved in the reproductive alteration of isopod hosts. In contrast to the observations
for wPip, expression of the pk2 allele was not detected in the three Cl-inducing Wolbachia strains,
suggesting that this gene is not involved in CI in isopods. Furthermore, no differential expression of
pkl and pk2 genes was detected between the sexes in hosts where both males and females are infected
by either Cl-inducing or feminizing Wolbachia. This result differs from those of Sinkins and colleagues
who showed that in some Cl-inducing wPip variants, pk2 genes are highly expressed in females but
never in males (22, 23). Expression of pk2 genes - both identical copies in the wPip-Pel genome
(wPip_ANK12 and wPip_ANK25) and one paralog close to that of Wolbachia of C. molestus
(wPip_ANK16) - was sex-specific in different Wolbachia strains of C. pipiens (23). These paralogs are
also part of an operon containing three prophage-associated genes with sex-specific expression in
wPip strains (23). Additionally to pk2, three ank genes (wPip_ANKI1, wPip_ANKS52 and wPip_ANK57)
showed a sex-specific expression in wPip-infected C. pipiens group adults (23). Another ank gene

(WRi_003070) of the Cl-inducing wRi strain was also shown to be transcribed in ovaries but not in
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testes in adult flies (9). In consequence, distribution and transcriptional analyses might be extended to
these four supplementary genes, if their homologs are present, to check whether a similar expression
pattern is observed which would be consistent with their direct involvement in the CI effect of
Wolbachia strains harboured by isopods.

Our observations on Wolbachia strains of isopods suggest prophage dynamics and/or their
multiplication in genomes is similar to that observed in the wRi and wPip-Pel genomes. The pk1 and
pk2 ank gene are each found in a single copy within the WO-B prophage of the wMel genome (11).
Genome sequencing of the Cl-inducing wPip-Pel and wRi Wolbachia strains revealed duplication of
these particular genes together with the WO-B-like prophages (8, 9) (Figure 3). The wPip-Pel genome
contains 5 prophage regions more closely related to the WO-B than to the WO-A wMel prophage (8).
The pkl and pk2 genes are spread among the 5 different prophages and each occur in 3 copies
(identical triplicates for pk1 or 77-100% identity for pk2) (8). The pk1 gene is found in 4 copies in wRi of
which two are pseudogenes and spread in the prophage named WO-C (9). Both pseudogenes
(wRi_ANK29 and ANKS31) may have originally been a single pkl gene further disrupted by an
insertion sequence ISWpi7. Divergence between strains of the pkl and pk2 gene copy numbers is
therefore likely to be the result of insertion sequence events, recombination and/or lateral transfer of
prophage (26, 27, 28). These mechanisms have consequences for bacterial genomes which include the
modification of genome organization and the modulation of gene copy number and expression (29,
30). Although more complete genome sequences would be helpful, for example those of wCauB and
wKue, comparison of the phylogeny using orf7 or the pk1 and pk2 genes allowed us to decipher the
underlying mechanisms of genomic rearrangement occurring in prophages. According to the
comparative phylogenies of pkl and orf/ genes, it is likely that sequence insertion and/or
recombination events have preferentially occurred in phage region directly around the pkI gene. On
the other hand, similar topology between orf7 and pk2 gene trees plus the high G+C content of pk2
favour the occurrence of recent lateral transfers of prophage fragments containing the orf7 and pk2

genes in the Wolbachian genomes. However, we cannot exclude the hypothesis that linkage
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disequilibrium occurs between these two genes that are separated by at least 6.7 kilobases,
representing less than 0.04% of the genome size. Alternatively, these results highlight the plasticity of
the prophage region amongst Wolbachia strains as part of the global plasticity observed in the
Wolbachia genomes. Finally, our results are also consistent with duplications of, for example, the vir
and wsp genes, and with the transfer of insertion sequences within strains as previously highlighted in
wMel and wVulC (7, 8, 9, 10, 11, 31).

Considering bacterial genomes sequenced to date, prophage sequences are particularly
abundant in pathogens (32). However, prophages are also missing from some of the most reduced
endosymbiont genomes (i.e., Buchnera, Wigglesworthia, and Blochmannia) except for Ca. Hamiltonella
defensa, Sodalis glossinidius and Wolbachia pipientis (33, 34, 35). These prophages are noticeably absent in
the mutualistic Wolbachia strain infecting the nematode Brugia malayi (7). Therefore, we suggest that
maintenance of such “mobile elements” in Wolbachia strains of arthropods may be due to the absence
of, or a reduced efficiency of selection on the prophages. However, a recent comparative genome
analysis using microarray revealed that phenotype-related effectors or specific strain determinants in
Wolbachia are likely to be encoded by prophage genes, ankyrin-repeat encoding genes, and predicted
genes of unknown function (36). In consequence, our future attention will focus on the wVulC specific
bacteriophage genes to check whether some of them may be related to virulence proteins as described
in WOCauBl1 (28) or encode for other ankyrin repeat proteins which could play a role in the host
reproductive alteration. To date, the molecular mechanisms that mediate Wolbachia feminization are
also poorly understood. Wolbachia, may target the proteinaceous androgenic hormone or its receptor,
or another determinant of sex ultimately leading to the inhibition of androgenic gland differentiation
and preventing the androgenic hormone from reaching the target tissues such as gonads and
tegumental epithelium (2, 37). This hypothesis suggests a late action of Wolbachia on host target(s)
during development, as opposed to the very early action of other Wolbachia strains that induce

parthenogenesis, CI or male killing (5).
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In conclusion, our results highlight a large copy number variation amongst strains of both pk1
and pk2 genes that may be linked to prophage diversity and the specific expression of one pk2 allele in
the feminizing Wolbachia strains of isopods. These results open new perspectives for unravelling
functions of ankyrin proteins with respect to host sex manipulation by Wolbachia. In particular,
identification of putative bacterial determinants such as Pk2b2 combined with the search for host
molecules targeted by Wolbachia ankyrins may provide further insights into the feminizing phenotype

of Wolbachia.

Materials and Methods

Wolbachia-infected isopod species

All isopod species used in this study were collected in France and reared in the laboratory. CI
Wolbachia were found in three isopod species: Cylisticus convexus (wCon, Villedaigne) (38), Porcellio
dilatatus petiti (wPet, Saint-Honorat) (39) and P. d. dilatatus (wDil, Sainte-Marguerite) (Greve,
unpublished results). Wolbachia strains inducing feminization have been described in A. vulgare
(wVulC, Celles sur Belle and wVulM, Mery sur Cher) (40, 41), A. nasatum (wNas, Poitiers) (42), Oniscus
asellus (wAse, Quingay) (43), Porcellionides pruinosus (wPrulll, Nevers) (44).

Total DNA was extracted from males and females of the 8 isopod species as described
previously (45). Infection status of each individual was confirmed by a PCR-assay based on the

bacterial 16S rDNA gene using Wolbachia-specific primers (46).

Distribution of pk1 and pk2 genes

Annotation of the pkl and pk2 genes in the genome assembly of the feminizing Wolbachia
strain wVulC was performed by protein and DNA homology searches with BLASTP and BLASTN
programs (47) using wPip-Pel pkl and pk2 alleles as query. Ankyrin and other functional motif

predictions were performed by SMART web server (48) on protein sequences.
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wVulC specific primers were designed to amplify full-length or 200-500 bp fragments of pk1
and pk2 alleles using a standard PCR protocol (Table S1). The purified PCR products were directly
sequenced on both strands on an ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) using
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) according to the manufacturer’s
instructions.

pkl or pk2 copy number variation among Wolbachia strains was assessed by Southern blot.
About 15 ug of total DNA were digested at 37°C overnight with EcoRI or BamHI enzymes that did not
cut any of the wVulC pkl and pk2 alleles. DNA was electrophoresed on 0.8% agarose gels and
southern blotted to nylon membranes. Probes were obtained by PCR amplification of the wVulC full-
length pk1 and pk2 ank genes (Table S1), labelled using [a-2P]-dCTP by the random primer method
and hybridized overnight to membranes. The final wash was performed at 52°C in 0.1X SSC.
Hybridized blots were imaged and analyzed using a Phospholmager (Molecular Dynamics, Sunnyval,

CA, USA).

Sequence analyses of pk1 and pk2 genes

Homologous sequences of both genes were first aligned in the server-based program MAFFT
(http://align.bmr.kyushu-u.ac.jp/mafft/online/server/) with default parameters. The resulting matrices
were manually checked according to the predicted amino acid translation using BioEdit v7.0.9 (49).
MEGA software v4.0 (50) was used to calculate nucleotide sequence divergence. For each locus, the
G+C content, the number of variable sites and the level of nucleotide diversity per site (Pi) were
calculated. Ka/Ks analysis was also performed using the Selecton web server (51).

Recombination analysis was performed with RDP version v3.42 (52) using non-redundant
sequence alignment of both ank genes. The parameters were set as follows: sequences were considered
linear, the highest acceptable P value cut-off was 0.01, a Bonferroni correction was applied, consensus

daughter sequences were found, gaps were included, different window sizes of variable sites were
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tested and 1,000 permutations were performed. All recombination events detected by the program
were visually inspected in the alignment.

Phylogenies based on pkl and pk2 nucleotide region encoding ANK-repeat domains were
constructed using MrBayes v3.1.2 software (53, 54). The appropriate model of DNA evolution was
estimated with jModelTest v0.1.1 (55), and the best likelihood score was evaluated with the Akaike
Information Criterion (56). The selected model was HKY+G for the pkl and pk2 locus encoding ANK
domain cluster. Four Metropolis-coupled Markov chain Monte Carlo (MCMC) analyses were run for
1,000,000 generations and sampled every 100 generations. Burn-in included the first 10,000
generations. Statistical support was assessed using Bayesian posterior probabilities (BPPs).
Phylogenies of both ankyrin genes were also compared to that of the prophage orf/ gene following

identical methodology (model: TVM+G).

Expression of ankyrin genes

Total RNAs were isolated using the RNeasy Mini Kit (Qiagen) from 20 to 50 gonads dissected
from all species. Only ovaries were used in A. vulgare and A. nasatum where only females are infected.
Total RNAs were treated with DNasel (2U/uL, Ambion) at 37°C for 30 min. Reverse transcription was
performed by using Superscript III kit (Invitrogen) as described by the manufacturer, using 1 ug RNA
as template and random primers. Reverse transcriptase was omitted in the negative controls. To
determine the expression of each gene, 1 pl of the reverse transcriptase reaction was used as template

for the RT-PCR experiments.
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Figure 1: Unrooted ML phylogenetic trees of pk1 and pk2 genes.

Unrooted ML phylogenetic trees of pkl (on left) and pk2 (on right) sequences encoding ANK
motif clusters. pkl alleles are identified by their Wolbachia strains and ANK number (details in Table
1). Node supports are shown by bootstraps and by posterior probabilities from Bayesian inferences
above each branch. Redundant sequences were not incorporated in the analyses.
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Figure 2: Rooted NJ phylogenetic trees of pk1, pk2 and orf7 genes.

Rooted NJ phylogenetic trees of pk2 and pkl alleles (on right), respectively, with phage
association (on left). Wolbachia strains are identified by their prophage regions (details in Table 1).
Bootstrap values (based on 1,000 replicates) are shown on branches (%). Bootstrap scores lower than
50% are not given.
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Figure 3: Schematic genomic maps of prophage regions, ankyrin pk1 and pk2 alleles in
Wolbachia genomes.

Schematic genomic maps of prophage regions (orientated open boxes), phage-associated
ankyrin pkl (blue) and pk2 (red) alleles and classical MLST markers (coxA, fopA, ftsZ, gatB, hepA
shown in black) in the wMel, wRi and wPip-Pel Wolbachia genomes represented as circles. For this
purpose, genome origin is arbitrarily the fipA gene. pkl alleles shown in grey are pseudogenes from
the wRi genome. Details on genes and prophages are given in Table 1. Genomic maps were generated
using the freeware program pDRAW v3.2 (www.acaclone.com). bp, genome size in base pairs.
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Tables

Clade Host species :I::al;acma Genome  Phage orf7 pkl pk2

A Drosophila melanogaster wMel NC_002978 WO-B WD0602 WD0596 WD0636

A Drosophila simulans wRi NC 012416 WO-B1 WRi 005560 WRi 005620 ANK16 WRi 005440 ANK14
WO-B2 WRi_010220 WRi_ 010280 ANK35 WRi 010100 ANK33
WO-C WRi_007170 WRi_p07220 ANK29
WO-C WRi_p07650 ANK31

A Ephestia kuehniella wKue AB036666 WO gpl8 gpl4 2p29

B Cadra cautella wCauB AB478515 WOcauB2 B2gp17 B2gp13

ABA478516 WOcauB3 B3gpl18 B3gpl4
B Culex pipiens quinquefasciatus wPip-Pel ~NC_010981 WO-wPipl ~ WPa_0252 WPa_0256 ANKOS
WO-wPip2 ~ WPa_0311 WPa_0315 ANKI4 WPa 0299 ANKI2

WO-wPip3 ~ WPa_0326 WPa_0340 ANKI16
WO-wPip4  WPa_0426 WPa_ 0413 ANK25
WO-wPip5  WPa_1303 WPa_1308 ANKS56

B Armadillidium vulgare wWulC WO-wVulCl HM452366 HM452371 ANK46b

WO-wVulC2 HM452369 HM452372 ANK32
WO-wWVulC3 HM452368 HM452373 ANK60b HM452376 ANK40b
WO-wVulC4 HM452368 HMA452374 ANK25 HM452376 ANK40a
WO-wVulC5 HM452367 HM452371 ANK46a HM452375 ANK48
WO-wVulC6 HM452370 HM452373 ANK60a

Table 1: List of identified capsid orf7 as well as ankyrin pk1 and pk2 alleles according to their
associated phages, in different sequenced and annotated Wolbachia prophages.

Accession numbers from this study are in bold.

pk2 alleles pk1 alleles
Wolbachia endosymbiont of a b a b C
Armadillidium nasatum 0 3 1 5 0
Armadillidium vulgare w VulC 0 3 1 5 0
Armadillidium vulgare w VulM 0 3 1 5 0
Oniscus asellus 0 3 1 3 0
Porcellionides pruinosus 0 3 1 5 0
Cylisticus convexus 0 3 1 3 0
Porcellio dilatatus dilatatus 0 3 1 4 0
Porcellio dilatatus petiti 0 3 1 1 0
Drosophila melanogaster w Mel 1 0 1 0 0
Drosophila simulans wRi 2 0 3(2) 1 0
Culex pipiens w Pip-Pel 0 3 0 3 0
Ephestia kuehniella wKue 0 1 0 0 1
Cadra cautella w CauB 0 0 0 2 0

Table 2: Copy number of pk1 and pk2 alleles according to their “type” in different Wolbachia
strains.

In brackets, is indicated number of pseudogenes.
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pk2 alleles pk1 alleles
Phenotype Wolbachia endosymbiont of sex a b1 b2 a b C

fem  Ammadillidium nasatum F na + + + + na
fem  Armadillidium vulgare wWulC ~ F na + + + + na
fem  Armadillidium vulgare wWulM  F na + + + + na
fem  Oniscus asellus F/M na + + + + na
fem  Porcellionides pruinosus F/M na + + + + na
Cli Cylisticus convexus F/IM na + - + + na
Cl Porcellio dilatatus dilatatus F/M na + - + + na
Cl Porcellio dilatatus petiti F/M na + - + + na

Table 3: Expression patterns obtained by RT-PCR for pk1 and pk2 alleles.

Plus or minus signals indicate expression, or not, of the copy(ies). Distinction is made between the two different pk2
alleles named b/ and b2 within the pk2b type. Fem: feminization; CI: cytoplasmic incompability. F: female; M: male. na: no

pklc or pk2a type alleles were amplified in these strains.

Supporting Information

Forward primer Reverse primer
P P PCR product

Gene Use Name Sequence (5-3') Name Sequence (5-3') size (bp)
165 rODNA PCR/RT-PCR 99F TTGTAGCCTGCTATGGTATAACT 994R GAATAGGTATGATTTTCATGT 900
pkla RT-PCR Ank-7F2 CACTGATCACTGATGATGATGG Ank-7R3 GCATTTCTGCCGCTGCCAAC 410
PCR/SB Ank-7F ATGTCTGCTAACTTAAGTTTAG Ank-7R2 TTAAATTAGGACTACTTGTTTTC 1500
pkib RT-PCR Ank-1F  ATGGCTGATAACTTAAGTTTAG Ank-1R  GTCAAAATTTTAGTAAAAGAAGG 430
Ank-16F2 GGGCATTGCTCTGCAGAGAC Ank-16R TATGAGTATATGCAGACAATGA 200
PCR Ank-16F ATGCACTATGCAGTTAACAAC Ank-16R TATGAGTATATGCAGACAATGA 1000
PCR/SB Ank-1F  ATGGCTGATAACTTAAGTTTAG Ank-16R TATGAGTATATGCAGACAATGA 1000
pk2bl! PCR/RT-PCR Ank-8F2 GTGGGGTGGATTATGTTAAAG Ank-8R  GAAAAGTTATTTATGAAAGGCTAA 530
pkzb2 PCR/RT-PCR/SB Ank-8F  ATGTTAAAGCTTGGCAAATTTA Ank-8R2 GAAGATTTCCCACTTTGCTGTT 500

Table S1: List of primers used in this study for sequencing (PCR) or for expression analyses
(RT-PCR). Expected PCR product size in base pair (bp) was calculated relative to the wVulC
reference sequences.
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pk1

pk2

Clade Host species Wol?achta Name Genome/Locus pkl length G+C content

strain (bp/aa)

A Drosophila melanogaster wMel wMel NC_002978 WD0596 1482/493 0.34

A Drosophila willistoni w Wil wRil6 NZ_AAQP01000060 1482/493 0.34

A Drosophila simulans w Sim wSim NZ_AAGC01000020 948/315 0.35

A Drosophila simulans wAu wRil6 AY971760 1369/456 0.34

A Drosophila simulans wRi wRil6 NC 012416 WRi_005620 ANKI16 1482/493 0.34

wRi29 WRi_p07220 ANK29 1128/375 0.34

wRil6 WRi 010280 ANK35 1482/493 0.34

A Ephestia kuehniella wKue wKue AB036666 gpl4 1482/493 0.33

B Cadra cautella w CauB wCauBI13 ABA478515 B2gp13 1494/497 0.33

wCauBl4 ABA478516 B3gpl4 1485/494 0.34

B Culex molestus w Mol wMol DQO000470 554/185 0.36

B Culex pipiens quinquefasciatus —w Pip-Bei wPipBei DQ000469 765/255 0.35

B Culex pipiens w Pip-Slab wPipSlab AM397075 pkla 1328/443 0.34

w Pip-Tunis wPipTunis ~ AM397076 pklb 1349/450 0.34

w Pip-LaVar wPipLaVar ~ AM397077 pkle 1349/450 0.34

wPip-Istanbul ~ wPipIstan AM397078 pkld 1343/448 0.34

w Pip-KaraC wPipLaVar ~ AM397079 pkle 1328/443 0.34

B Culex pipiens quinquefasciatus w Pip-JHB wPipJHB ABZA01000004 942/313 0.35

B Culex pipiens quinquefasciatus —w Pip-Pel wPipPel8 NC_010981 WPa_0256 ANKO8 1473/490 0.34

wPipPel8 WPa_0315  ANKI14 1473/490 0.34

wPipPel8 WPa_1308  ANKS56 1473/490 0.34

B Armadillidium vulgare w WVulC wVulC25 HM452374 ANK25 1428/475 0.33

wWVulC32 HM452372 ANK32 1485/494 0.34

wVulC46 HM452371 ANK46a/b  1350/449 0.35

wVulC60 HM452373 ANKG60a/b  1290/429 0.34

Clade Host species Wol_bachza Name Genome/Locus pk2 length G+C content

strain (bp/aa)

A Drosophila melanogaster w Mel wMel NC_002978 WD0636 459/152 0.38

A Drosophila ananassae w Ana wAna2 NZ_AAGB01000292 435/144 0.39

wRil4 NZ_AAGB01000103 459/152 0.41

A Drosophila willistoni wWil wWil NZ_AAQP01000027 339/112 0.38

A Drosophila simulans wAu wAu AY649752 330/109 0.37

A Drosophila simulans wRi wRil4 NC_012416 WRi_005440 ANKI14 459/152 0.37

wRil4 WRi 010100 ANK33 459/152 0.38

A Ephestia kuehniella wKue wKue AB036666 gp29 486/161 0.38

Hypolimnas bolina wBolla wBolla FJ842506 465/154 0.38

B Culex molestus w Mol wMol DQO000472 450/149 0.37

B Culex pipiens w Pip-Bei wPipBei DQ000471 450/149 0.38

w Pip-BifaB wPipBifaB ~ AM397073 pk2c 450/149 0.38

wPip-PalmarA  wPipPalmar ~ AM397074 pk2d 450/149 0.38

B Culex pipiens quinquefasciatus w Pip-JHB wPipPell2 NZ_ABZA01000004 450/149 0.38

wPipPell2 NZ_ABZA01000005 450/149 0.37

wPipPell6 NZ_ABZA01000004(2) 474/157 0.38

B Culex pipiens quinquefasciatus —w Pip-Pel wPipPell2 NC_010981 WPa_0299  ANKI2 450/149 0.38

wPipPell6 WPa_0340 ANKI16 474/157 0.38

wPipPell2 WPa_0413 ANK25 450/149 0.37

B Armadillidium vulgare wWVulC wVulC40 HM452376 ANK40a/b 498/165 0.36

wVulC48 HM452375 ANK48 474/157 0.40

Table S2: List of sequences used for Figure 1 and Figure S2. Redundant sequences are under
a unique sequence name. Accession numbers from this study are in bold.
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Les ankyrines, des effecteurs bactériens potentiels
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Figure S1: Southern blotting analyses.

o

2.3

2.0

Southern blotting of EcoRI or BamHI digested DNA from 8 Wolbachia-infected terrestrial isopod species based on
three probes (see text for details). White triangles highlight the positions of the hybridized fragments. Lines were loaded with
DNA from Wolbachia strain endosymbionts of PDP as P. dilatatus petiti; PDD as P. dilatatus dilatatus; CC as C. convexus;
AVC as A. vulgare strain wVulC; AVM as A. vulgare strain wVulM; AN as A. nasatum; OA as O. asellus; PP as P.
pruinosus strain wPrulll. Number of bands in each line does not necessarily correspond to figures in Table 2 because of

restriction site presence in copies and further confirmed by sequencing.
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Figure S2: SMART outputs representing the number of ANK motifs found in Pk1 and Pk2
translated sequences.
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Interaction T4SS/effecteurs de Wolbachia

Technique pees Effecteur ou Interaction Références
T4SS
Genetic complementation
DnaG Ts mutation Collb-P9  sog primase Wilkins & Thomas 2000
Mixed mfection VirB VrE2, Virk Ward & Zambryski 2001
Transgenic plants VirB VirE2, VirF Ward & Zambryski 2001
Reporter protein fusions
Cre recombmase (CRATT) VrB VrE2, VirF, VrE3 Vergunst et al. 2000
YopP VirB BvfA Lavigne et al. 2005
Adenylate cyclase (CyaA) Dot/lcm  many in Burstein ef al. 2009
Complex formation with T45S
In vitre with purified protein RP4 Tra  TraG-Tral, TraG-pBHR1  Schroder ef al. 2002, Szpirer et al 2000
F Tra TraD-TraM Disque-Kochem & Dreiseikelmann 1997
Bacteral two-hybrid RP4Tra  TraG-Mob (pBHR1) Szprrer et al. 2000
Cytology-based two-hybrid VirB VirD4-VirE2 Atmakuri ez al. 2003
Substrate-dependent assembly Dot/lem  LidA Conover ef al. 2003
Complex formation with chaperone
Biochemical-IP or pull-down VirB VirE1-VirE2 Zhao et al. 2001
Dot/lem  IemR-IemQ, IemS-P 130 Coers et al. 2000
Yeast two-hybrid VB VrEl-VirE2 Sundberg & Ream 1999, Zhou & Christie 1999
Dot/lem  IemR-IemQ. IemS-IemW  Coers ef al. 2000
Localisation
Milieu Pl PT in Burns 2003
Dot/lem  DotA Nagaief al. 2001
VirB VirE2, VirF Chen et al. 2000, Pantoja et al. 2002
Translocation-dependent modification
Tyrosmne-phosphorylation Cag CagA Backert et al. 2002

Figure 19: Méthodes utilisées pour identifier des effecteurs bactériens in vivo.
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Interaction T4SS/effecteurs de Wolbachia

IV. Interaction T4SS / effecteurs de Wolbachia.

A.Obijectifs.

A ce jour, plusieurs travaux ont permis de mettre en évidence chez des endosymbiotes
bactériens la sécrétion in vivo d’effecteurs vers le cytoplasme de la cellule hote via un T4SS (Figure 19).
Les techniques moléculaires développées dans ce but comme par exemple le double-hybride ou le
CRAST (Cre recombinase Reporter Assay for Translocation) ont servi a démontrer la translocation
d’un nombre important de déterminants bactériens (Figure 19). Ces deux techniques en particulier
s’appuient donc sur I'hypothese selon laquelle les effecteurs bactériens doivent interagir avec au
moins un des composants du T4SS a un instant donné avant d’étre sécrétés par cette structure
(Cascales et Christie 2003). La technique dite de CRAfT, chez la bactérie intracellulaire A.
phagocytophilum, proche parent de Wolbachia, a ainsi permis de démontrer la sécrétion d’une protéine a
domaines ankyrines, AnkA, par un T4SS (Lin ef al. 2007).

Nous avons adopté une double stratégie pour rechercher les effecteurs bactériens de wVulC.
Nous avons tout d’abord ciblé des candidats potentiels et testé leurs interactions avec des protéines de
T4SS par double-hybride en levures et par CRAfT. Nous avons ensuite réalisé plusieurs expériences
préliminaires dans le but d'élaborer une méthode de criblage d’effecteurs bactériens plus exhaustive a

partir d'une banque d'ADNc de wVulC.
B.Interaction T4SS / effecteurs ciblés de wVulC.

Au vu des arguments présentés dans le chapitre II, nous avons voulu tester '’hypothese selon
laquelle les protéines a domaines ankyrines seraient des effecteurs de Wolbachia sécrétés par un T4SS.
Nous avons donc ciblé dans un premier temps les genes ankyrines pkl et pk2 pour lesquels nous
possédions également des données d’expression. Nous avons également ciblé un autre candidat a la
sécrétion par le T4SS de Wolbachia, le gene de la phosphatase (phos) situé en amont de ’opéron virB8-
D4. Dans certains cas, et par analogie avec d’autres systemes comme ceux présents chez H. pylori et B.
pertussis, les genes codant des protéines effectrices sont, sur le génome, proches des genes codant le

systeme de sécrétion.
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Le gene codant CagA chez H. pylori est par exemple localisé au niveau de l'ilot de
pathogénicité « cag » constitué des genes du T4SS (Cover et al. 1990, Tummuru et al. 1995, Censini et al.
1996). Chez B. pertussis, les genes codant les 5 sous unités de la toxine pertussique (opéron ptx) ont été

localisés 55 pb en amont de I'opéron ptl regroupant les genes du T4SS (Nicosia et al. 1986).

B.1- Test par double-hybride chez la levure.

Cette technique permet la détection d'interactions protéine/protéine in vivo, chez la levure. Elle
a été initialement utilisée pour identifier les effecteurs exportés par un T4SS, dont ceux d’A.
tumefaciens par exemple (Figure 19). Développé par Fields et Song en 1989, ce systéme repose sur les
propriétés du facteur de transcription Gal4 qui posséde deux domaines fonctionnels : un domaine
activateur de la transcription et un domaine de fixation a 'ADN. Lorsque ces deux domaines sont
séparés, le facteur de transcription n'est plus capable d'induire l'activation de la transcription. Les
genes étudiés sont clonés dans un vecteur de levure permettant leur expression sous forme de
protéine de fusion avec 'un et I'autre des domaines du facteur de transcription. L'interaction physique
entre les protéines d’intérét permet alors de reconstituer un activateur entier et fonctionnel capable de
stimuler la transcription de genes rapporteurs (Fields et Song 1989, Chien et al. 1991). Cette technique
est simple, extrémement sensible, et permet ultérieurement de délimiter facilement les domaines
d'interaction entre les deux protéines (Ding et al. 2002).

En plus des protéines cibles ou proies, il faut déterminer les protéines servant d’appats pour la
sécrétion via le T4SS. Des approches biochimiques et génétiques (systemes de double hybride) chez A.
tumefaciens ont démontré que les protéines, avant d’étre sécrétés via le T4SS, interagissaient avec une
«coupling protein», VirD4, localisée sur la membrane interne de la bactérie (Lin et Kado 1993,
Hamilton et al. 2000, Atmakuri et al. 2003, Atmakuri et al. 2004, Cascales et al. 2005). Cette protéine sert
au recrutement des effecteurs dans le sens ou elle permet de les diriger vers le T4SS, au niveau de la
protéine VirB10 (Llosa et O'Callaghan 2004). Les protéines VirB4 et VirB11l sont ancrées dans la
membrane interne et exposées au cytoplasme de la bactérie. Ces deux protéines ont des fonctions
analogues a la protéine VirD4 d’A. tumefaciens (Atmakuri et al. 2004). En effet, les deux ATPases
(VirB4, VirB11) assurent l'apport énergétique nécessaire pour 1’assemblage du complexe ainsi que le
transport de substrats a travers le pore (Fullner ef al. 1994, Rashkova et al. 1997, Watarai et al. 2002,
Savvides et al. 2003, Atmakuri et al. 2004, Middleton et al. 2005, Paschos et al. 2006). Elles apparaissent
comme des moteurs potentiels du systeme de transport utilisant 1'énergie libérée par I'hydrolyse de

I’ ATP (Stephens et al. 1995, Watarai et al. 2002).
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Y187 pGBKT7 + CG1945 pACT2

Y187 pGBKT7-ras + CG1945 pACT2-raf

“I Y187 pGBKT7 + CG1945 pACT2-phos

% Y187 pGBKT7-virB4 + CG1945 pACT2-phos

Y187 pGBKT7-virB11 + CG1945 pACT2-phos

Y187 pGBKT7-virD4 + CG1945 pACT2-phos

J\'187 pGBKT7-virD4 + CG1945 pACT2-ank48
Y187 pGBKT7 + CG1945 pACT2-ank48
Y187 pGBKT7-Poitiers + CG1945 pACT2-phos

Y187 pGBKT7-Poitiers + CG1945 pACT2-ank48

Figure 20: Résultats du double-hybride en levures.

Résultats des tests d’interaction in vivo par double-hybride en levures entre les protéines candidates (ici Phos et
wVulC_ANKA48) et les protéines VirB4, -B11 et VirD4 du T4SS de wVulC.

119 These Samuel PICHON - Laboratoire Ecologie, Evolution, Symbiose - UMR CNRS 6556



Interaction T4SS/effecteurs de Wolbachia

Etant donné que VirD4, VirB4 et VirBll sont connus pour interagir avec les toxines
bactériennes (Atmakuri et al. 2003), nous avons donc choisi d’utiliser ces trois protéines entiéres en
tant qu’appats en double-hybride pour identifier les effecteurs éventuels du T4SS chez wVulC. Nous
avons donc cloné les genes codant les différents alleles de pk1 (wVulC_ANK25, ANK46 et ANK60) et
de pk2 (wVulC_ANK40, ANK48), ainsi que le gene codant la phosphatase, dans le vecteur pACT2, en
phase avec le domaine d’activation de Gal4 (AD, Activation Domain) [cf. Annexe 1, p. 154 pour le
détail des protocoles utilisés dans les expériences décrites de ce chapitre]. Les genes codant les
protéines VirB4, VirB11 et VirD4 ont quant a eux été clonés dans le vecteur pGBKT7 en phase avec le
domaine d’interaction a I’ADN de Gal4 (DNA-BD, DNA-binding Domain). Les séquences de chaque
gene ont été amplifiées par PCR avec une polymérase haute-fidélité pfu (Promega) puis transformées
chez les bactéries. Les clones sélectionnés ont ensuite été utilisés pour la transformation de levures. Le
séquengage des produits transformés a permis de vérifier le respect du cadre de lecture avec la
séquence fusionnée. Nous avons ensuite procédé aux tests d’interaction entre les composants du T4SS
et les protéines d’intérét de wVulC en comparaison avec deux contrdles négatifs constitués par les
vecteurs pGBKT7 et pACT2 vides et un controle positif d’interaction pGBKT7-ras/pACT2-raf.

Afin de sélectionner les levures transformées par les clones de pACT?2, les souches ont été
cultivées en absence de tryptophane (Trp-), celles transformées par pGBKT7 en absence de Leucine
(Leu-). Nous avons ensuite réalisé des doubles transformants sélectionnés dans un premier temps sur
milieu sans Tryptophane et sans Leucine. Ces doubles transformants ont été repiqués sur milieu
sélectif Trp-, Leu-, et sans Histidine (His-) afin de mettre en évidence une interaction entre les deux
protéines recombinantes. Aucun clone mis a part le témoin positif Ras-Raf ne s’est développé (Figure
20). Il est possible au vu des résultats qu’aucune des cibles potentielles n’interagisse avec les protéines
du T4SS. 1l faudrait néanmoins s'assurer que les levures soient capables d’exprimer la protéine codée
par le gene cloné. La vérification de cette expression pourra étre réalisée par Western blot a l'aide
d'anticorps dirigés contre les différents domaines de Gal4. Par ailleurs, des problémes de toxicité, de
taux d'expression, de stabilité ou d'encombrement stérique pour des protéines de hauts poids
moléculaires (telles VirB4) sont connues pour empécher la détection de certaines interactions (Vidal et
Legrain 1999). Un probleme d'adressage au noyau peut, de la méme fagon, étre rencontré pour des
protéines de taille importante (Fields et Sternglanz 1994). En effet, la localisation nucléaire des deux
partenaires est requise pour les tests d'activation transcriptionnelle. Ainsi, aucune interaction ne
pourra étre détectée si l'un des deux partenaires ne peut accéder au noyau. Ceci peut étre le cas si une
des protéines testées telle VirB4 est membranaire et reste localisée dans le cytoplasme en interaction

avec les membranes. Un transport nucléaire inefficace peut donc étre a I'origine de résultats négatifs.
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Il a aussi été montré que des interactions protéine-protéine qui ne sont pas identifiées en
double-hybride avec des protéines entieres peuvent potentiellement étre mises en évidence en
utilisant des peptides plus petits (Ward et al. 2002). Il faudrait alors tester des interactions entre
protéines Vir elles-mémes, puisqu’elles interagissent entre elles, pour mettre au point cette technique.
Cependant, il est connu que les sites d’interactions intervenant entre protéines Vir ne sont pas les
mémes que ceux utilisés pour les interactions avec les candidats a la sécrétion (Atmakuri et al. 2004).
De plus, les systémes de sécrétion sont des systemes dynamiques, des interactions temporaires ou
transitoires peuvent ne pas étre identifiées avec cette technique (Vidal et Legrain 1999, Ward et al.

2002).

B.2-  Test par CRAST.

La technique de CRAT a été mise en place récemment pour démontrer la sécrétion
d’effecteurs de bactéries intracellulaires via un T4SS. Cette technique permet de tester la sécrétion
d’effecteurs potentiels via le T4SS d’A. tumefaciens (Lin et al. 2007). Ce dernier est souvent considéré
comme l'archétype du T4aSS des bactéries et est homologue des opérons vir de wVulC. Fort de la
démonstration récente de la sécrétion d’AnkA chez A. phagocytophilum (Lin et al. 2007) et sur les
conseils de D. O'Callaghan, nous avons contacté Annette Vergunst puis ses anciens collegues
néerlandais (Sylvius Laboratory de P.J.J] Hooykaas, Université de Leiden, Pays-Bas) qui ont mis au
point cette technique. Nous avons alors réalisé le clonage des différents genes cibles (pk1, pk2 et phos)
dans le vecteur pSDM3197 fourni par A. den Dulk-Ras et P.J.J] Hooykaas [cf. Annexe 2, p. 159]. Nous
leur avons envoyés les plasmides transformés apres vérification du respect du cadre de lecture des
séquences insérées en fusion avec le gene cre. Les plasmides ont ensuite été transformés dans le
laboratoire hollandais par électroporation dans la souche LBA1100 d’A. tumefaciens. Les premiers tests
de sécrétion ont alors été réalisés. Ils recquierent linfection par A. tumefaciens d’une plante
transgénique Arabidopsis thaliana au niveau de ses racines. Cette plante transgénique C24 lignée pCB1
contient le gene codant la GFP (Green Fluorescent Protein) dont la transcription est bloquée par une
séquence cible de I'enzyme située entre le promoteur 35S et le codon « start » du gene codant la GFP
(Van Duyne 2001). La méthode de CRAT repose sur les propriétés de la Cre recombinase, enzyme qui
catalyse les réarrangements de '’ADN et dont la séquence est fusionnée aux genes d’intérét dans le
vecteur pSDM3197. Cette enzyme se fixe sur des sites spécifiques loxP et induit des remaniements
génomiques tels I'excision (Van Duyne 2001). Une fois les cellules de la plante infestées par A.
tumefaciens, la sécrétion de la protéine d’intérét par la bactérie est déduite si la Cre recombinase vient

cliver la séquence cible en amont du gene gfp activant ainsi le gene.
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Test de translocation des protéines d’intérét par A. tumefaciens dans les racines d’A.thaliana pCB1

pSDM3155 (cre::virFA42N) pSDM3197 (cre) pSDM3197 (cre:: ANK)

Témoin positif Témoin négatif

Analyse de I’expression des protéines d’intérét par Western Blot

M1 2 3 4 5 6 7 8

1. pSDM3197 (cre), 42,9 kDa, témoin négatif
83kDa —p 2: pSDM3155 (cre::virFA42N), 59,3 kDa, témoin positif
3. pSDM3197 (cre::Phos)
62 kDa —»
4. pSDM3197 (cre:: ANK40), 56,9 kDa
475 —» == 5; pSDM3197 (cre:: ANK48), 56,9 kDa
. —— n— 6: pSDM3197 (cre:: ANK25)
' 7. pSDM3197 (cre:: ANKB0)
WS @Y ® e T+ T . .
é{- %‘k éb. éL— e{— Q‘Q 8. pSDM3197 (cre:: ANK48), 89,1 kDa
¥ v v ¥ ¥
pk1 pk2

Figure 21: Résultats du CRALT chez Agrobacterium tumefaciens.

Résultats des tests de translocation de protéines candidates de wVulC par le T4SS d’A. tumefaciens dans les racines
d’A. thaliana. L’ expression des protéines d’intérét fusionnées a la séquence codant la Cre recombinase a été secondairement

testée par Western Blot.
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La production de la GFP est ensuite vérifiée par microscopie en épifluorescence. Les tests de
translocation par le T4SS d’A. tumefaciens ont été réalisés avec les clones contenant les mémes inserts
que ceux utilisés pour les tests de double hybide: pkl (wVulC_ANK25 ANK46 et ANK 60), pk2
(wVulC_ANK40 et ANK48) et phos. Le vecteur pPSDM3197 vide (ne possédant que la séquence cre) a
été utilisé comme controle négatif et le vecteur pSDM3155 contenant la séquence codant VirF
(cre:virFA42N), un effecteur connu d’A. tumefaciens, comme contrdle positif. Les résultats de
microscopie montrent de nombreux points de fluorescence avec I’échantillon pSDM3155
(cre::virFA42N) et aucun avec le contrdle négatif ou les protéines d’intérét de wVulC (Figure 21). Les
protéines ANK et Phos semblent donc ne pas étre exportées par le T4SS d’A. tumefaciens. Or, la
technique du CRAfT suppose la reconnaissance des protéines de Wolbachin par le T4SS d’A.
tumefaciens. Nous ne pouvons donc pas exclure ’hypothese selon laquelle le T4SS d’A. tumefaciens est
dans l'incapacité de reconnaitre les protéines d’intérét de wVulC. Les résultats obtenus par CRAfT
confirment cependant les résultats obtenus en double-hybride. A. den Dulk-Ras a, dans un second
temps, vérifié que les protéines de wVulC étaient correctement exprimées. Le Western blot réalisé
montre |'expression des protéines de wVulC chez A. tumefaciens détectée avec ’anticorps Cre apres
induction avec de l'acétoseringone (Figure 21). Les pistes 1 et 2 du Western blot montrent
respectivement l'expression des protéines Cre (témoin négatif, poids moléculaire PM = 42,9 kDa) et de
la protéine de fusion cre:virFA42N (témoin positif, PM= 59,3 kDa) (Figure 21). Les protéines Phos et
ANK?25 (codées par pkla) n'ont pas un PM supérieur a la Cre seule (pistes 3 et 6) (Figure 21). La
présence d'un codon stop prématuré, entre la séquence de la Cre et celle de l'insert pourrait expliquer
pourquoi la bande observée est de taille similaire du témoin négatif. Cependant, la séquence de
chaque clone avait été soigneusement confirmée comme possédant une séquence sans codon stop et
en fusion avec le geéne cre. Nous ne pouvons pas exclure la possibilité de contamination des
échantillons par des vecteurs ne contenant que la séquence cre. De nouveaux tests de translocation
sont prévus apres vérification a nouveau de la séquence des clones et des problemes potentiels de
contamination. La protéine ANK32 (piste 7) a elle un PM inférieur a celui attendu (~45 au lieu de 90,6
kDa) (Figure 21). Par contre, les PM de cre::ANK46 et cre::pk2 correspondent a ce qui était attendu
(89,12 et 56,88 kDa respectivement) (Figure 21). Ainsi, I'absence d'expression des protéines ne permet

pas d'expliquer l'ensemble de ces résultats négatifs.
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Figure 22: Protocole des étapes préliminaires a la construction d’'une banque d’ADNc.
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Figure 23: Résultats de I’enrichissement d’un culot d’ARN en ARN bactériens.

Les deux Northern Blots donnent les profils obtenus avec le géne 16S ribosomal de Wolbachia en fonction des kits
d’extraction et de purification des ARN. 4. vulgare (ZN) est la population de référence infectée par wVulC, A. vulgare (BF)

est une population non infectée (NI). & = piste sans ARN.
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C.Elaboration d'une banque d’ADNc¢ de wVulC.

Le deuxiéme volet de ces expérimentations in vivo consistait a mettre en place une technique
permettant une recherche plus exhaustive des facteurs transitant par le T4SS. Selon le méme principe,
nous envisagions de cribler par double-hybride une banque enrichie en ADNc de wVulC avec les trois
mémes appats Vir du T4SS de Wolbachia. Ainsi, nous avons réalisé les premieres étapes préparatoires
de la construction d’une banque d’ADNc bactériens en vue, cette fois, de mettre en évidence des
interactions entre VirB4, VirD4 ou VirB11 et d’autres protéines bactériennes. La préparation de culots
enrichis en ARN bactériens était une étape clé dans la construction de la banque d’ADNc bactériens. Il
était indispensable de séparer au mieux les ARN de Wolbachia des ARN de I'hote afin de réaliser une
banque la plus enrichie possible en ADNc bactériens.

L’enrichissement d’ARN bactériens a été réalisé avec le kit MicrobEnrich (Ambion) a partir
d'ARN totaux extraits suivant deux méthodes, soit avec un kit RiboPure (Ambion) conseillé pour
l'utilisation du kit MicrobEnrich, soit a partir d'une extraction classique avec le kit Rneasy (Qiagen)
(Figure 22) [cf. Annexe 3, p. 160]. A partir d'un extrait d’ARN totaux, MicrobEnrich est con¢u pour
hybrider, via I'utilisation de billes MagBeads, 90% des ARN ribosomaux 18S et 28S ainsi que les ARN
polyadénylés de I'hote (Figure 22). Cette technique était alors adaptée puisque les ARN bactériens ne
possédent pas de queues polyA contrairement a ceux des eucaryotes. Aussi la fraction enrichie apres
utilisation du kit MicrobEnrich doit contenir des ARN bactériens en proportion plus importante. La
quantification de la purification par RT-PCR et Northern Blot n’a pas permis de mettre en évidence un
enrichissement du culot d’ARN en ARN bactériens (Figures 22 et 23). Les ARN obtenus étaient tres
souvent dégradés par l'utilisation combinée des kits RiboPure et MicrobEnrich (Figure 23). Nous
avons donc réalisé les expériences suivantes a partir d'une extraction classique suivie d'une
purification avec MicrobEnrich. Cette méthode nous a permis d'obtenir des ARN non dégradés
(Northern 2, Figure 23). Cependant, les hybridations effectuées avec des marqueurs d’ARN eucaryotes
n’ont pas permis de mettre en évidence d’enrichissement en ARN bactériens.

Peu de publications font état de I'utilisation de ces kits Ambion. La plupart des études ou les
résultats se sont avérés encourageants sont issues d'une purification d’ARN bactériens a partir de
cellules de Mammiferes infectées artificiellement et maintenues en culture cellulaire. Certaines
publications admettent la nécessité d’une forte concentration en pathogénes et le manque de
reproductibilité concernant la fraction d’ARN purifiés (Orihuela et al. 2004). Une autre étude fait état
de la dégradation des ARN avec le kit RiboPure (Di Cello et al. 2005).
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Le probleme dans ce cas est que les ARN dégradés et non soustraits lors de la purification
MicrobEnrich, rentrent en compétition avec les ARN bactériens pour la synthése d’ADNc. Cependant,
le kit MicrobEnrich a pu étre utilisé pour purifier des cultures cellulaires infectées avec les bactéries du
genre Rickettsia (La et al. 2007, Audia et al. 2008, Renesto et al. 2008). Plus fondamentalement, il est
important de déterminer le stade au cours du développement des individus durant lequel I'expression

des genes bactériens est maximale.
D.Conclusions et perspectives.

Les différents problemes énoncés pour la technique du double-hybride pourront étre
contournés par l'utilisation de protéines sous formes tronquées. De maniere alternative, un autre
systeme de double hybride, développé chez E. coli, pourra étre utilisé. En effet, ce systtme a déja
permis de mettre en évidence des réseaux d’interactions entre les protéines effectrices et les protéines
VirB de Rickettsia sibirica (Malek et al. 2004). Ce systeme pourrait étre mieux adapté a l'étude des
interactions entre des protéines bactériennes ou membranaires. Ce systeme est basé sur la
reconstitution de ’adénylate cyclase qui conduit a la production d”’AMPc. De ce fait, une fois exprimé
chez une souche cya d’E. coli, ' AMPc va induire l'expression d’opérons qui controlent des genes
cataboliques (lactose, maltose). Contrairement au systeme chez la levure, ou les interactions entre les
protéines d’intérét se produisent dans le noyau, les interactions peuvent avoir lieu aussi bien dans le
cytoplasme qu’au niveau de la membrane interne (Karimova et al. 1998).

Par ailleurs, que ce soit par les techniques de CRAfT ou de double-hybride, les
démonstrations de sécrétion ne restent qu'indirectes dans la mesure ou la sécrétion par le T4SS tout
entier n'est évidente qu’apres confirmation de la translocation des effecteurs vers le cytoplasme de
I'h6te. Classiquement, I'identification d’interactions par double-hybride est suivie par la confirmation
par des méthodes biochimiques telles la co-immunoprécipitation, le «transfer DNA
immunoprecipitation » (TrIP) ou par la technique du « GST pull down » permettant de mettre en

évidence une interaction physique, in vitro cette fois, entre deux protéines.
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V. Discussion générale et perspectives.

Du fait de son trés vaste spectre d’hotes, de la variété des phénotypes induits, de ses impacts
écologique et évolutif, et de ses particularités qui échappent au modele jusque la admis d’évolution
des bactéries symbiotiques, Wolbachia est un modele idéal d’étude intégrative des interactions
eucaryotes-bactéries. Avant mon travail de thése, deux génomes complets de Wolbachia (wMel et wBm)
avaient été publiés offrant de nouvelles possibilités d’étudier les communications entre la
I’endosymbiote et son hote. Parallelement, des articles de revue mettaient en avant l'intérét porté sur
les genes codant un systeme de sécrétion de type IV (T4SS), ceux codant des protéines a domaines
ankyrines (ANK) et ceux contenus dans les séquences de prophage (McGraw et O'Neill 2004, Fenn et
Blaxter 2006). Dans ce contexte, mes objectifs de these étaient donc de caractériser les genes du T4SS et
d’identifier les effecteurs sécrétés par la souche Wolbachia wVulC féminisant les males d’A. vulgare.

Les éléments rapportés dans ce manuscrit confirment la présence de genes codant un T4SS
chez wVulC. Ceux-ci sont co-exprimés dans tous les tissus de I'hote et s’organisent selon deux opérons
distincts chez cette souche. Les analyses comparatives montrent que le T4SS de Wolbachia est conservé
puisqu’il est composé de deux larges portions génomiques d’environ 20 kb communes a de
nombreuses souches. Le T4SS de Wolbachia est de plus codé par un ensemble de genes représentant
plus que le minimum nécessaire a la formation fonctionnelle de cette structure. Cette approche
évolutive suggere donc que Wolbachia puisse utiliser ce systéme pour la sécrétion vers le cytoplasme
de I'hdte d’effecteurs nécessaires a la survie et la transmission de la bactérie. Cela a également permis
de mettre en évidence les singularités du T4SS de Wolbachia par rapport a I'archétype du T4aSS chez
A. tumefaciens. Le découpage en deux clusters de geénes ainsi que la présence de paralogues des genes
virB4, -B8 et -B9 dispersés dans les génomes constituent deux arguments en faveur d'une évolution
toute particuliére de ce systeme.

Les efforts menés pour identifier les effecteurs de wVulC se sont en outre focalisés sur la
caractérisation d’une famille de geénes codant des protéines a domaines ankyrines (ank) et sur
I’élaboration de tests permettant de savoir si ces dernieres étaient effectivement sécrétées par le T4SS
de la bactérie. Un nombre important de genes ank (au minimum 66) est présent dans le génome en
cours d’assemblage de wVulC. La présence d’autant de genes, principalement connus pour coder des
protéines impliquées dans les interactions protéine-protéine chez les eucaryotes, constitue une

caractéristique tout a fait originale pour une bactérie.
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Cette caractéristique est d’ailleurs partagée, bien qu'en moindre proportion, par toutes les
autres souches de Wolbachia dont les génomes sont séquencés. Les arguments présentés dans ce
mémoire suggerent I'importance des protéines a motifs ankyrines dans la biologie de Wolbachia et en
font des candidats a la sécrétion par la bactérie. L’accent a été mis sur la caractérisation génétique et
transcriptionnelle des geénes prophagiques pk1 et pk2. Les résultats montrent que ces deux genes sont
retrouvés en plusieurs copies dans le génome des souches infectant les isopodes terrestres et que leur
séquence est conservée. Alors que 1'ensemble des genes identifiés est transcrit, une copie du gene pk2
s’exprime uniquement chez les souches féminisantes hébergées par les isopodes mais aucunement
chez les souches induisant I'IC chez les cloportes. Toutefois, les tests de double-hybride et de CRAfT
n‘ont pas permis de mettre en évidence l'interaction des produits de genes pkl et pk2 avec les
protéines du T4SS de wVulC. Ceci suggere que ces protéines en particulier ne sont pas sécrétées par le
T4SS de wVulC et qu’il est nécessaire de poursuivre les efforts de recherche de déterminants
bactériens. Deux stratégies se profilent alors : utiliser les données de génomes de Wolbachia et/ou
rechercher chez I'hote les cibles de la bactérie pour identifier des effecteurs potentiels et tester

secondairement leur sécrétion par la bactérie.

A.Perspectives concernant les voies de

communication de Wolbachia.

Les publications récentes de nouveaux génomes de Wolbachia (Klasson et al. 2008, Klasson et al.
2009, Salzberg et al. 2009) ajoutée a la liste des génomes en cours de séquengage (Figure 9) vont
permettre de rechercher des effecteurs bactériens par l'utilisation de la bioinformatique. A ce jour,
aucune publication de génomique comparative concernant le modele Wolbachia n’a émergée. Or, il
semble que les trois génomes séquencés (wBm, wRi, wPip-Pel) faisant suite a la publication de celui de
la souche wMel n’aient pas été exploités en profondeur. Depuis la publication du génome de Rickettsia
prowazekii (Andersson et al. 1998), lintérét des chercheurs pour la compréhension de la
communication des bactéries Rickettsiales s’est porté principalement vers les génes codant un T4aSS.
Devant le caractere non cultivable de Wolbachia, nous sommes aujourd’hui dans une impasse
technique pour déterminer la fonctionnalité du T4SS ainsi que son role précis dans la survie, le
maintien et la transmission de la bactérie. La perspective a court terme est donc d’effectuer des
expérimentations d’immunodétection comme cela a pu étre fait par nos collegues de Lyon sur la

souche de Wolbachia wAtab3 qui infecte A. tabida.
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Systems CoRpoaE w Bm w Mel wRi w Pip-Pel
type
Export a travers I'TM
Lol prolipoprotein diacylglyceryl transferase Lgt Wbm0079  WD0768 WRi_006110  WP0508
ABC transporter, ATP-binding protein LolD Wbm0023  WD0707 WRi 006470 WP0824
lipoprotein releasing system trans membrane LolC/E Wbm0483  WDI1229 WRi_012040 WP1072
Signal peptidase SPasell LspA Wbm0417  WD0760 WRi 006030  WP0500
TAT Twin-Arginine Translocation TatA/E Wbm0678  WD0152  WRi_001010  WP0074
Putative TatB Wbm0183  WD0222 WRi 002110  WP0357
TatC Wbm0297  WD0452  WRi 002700  WPO0I55
TatD Wbm0245  WDI120 WRi 012930  WP0856
Sec Transmembrane component SecY Wbm0322  WD0662  WRi 005000 WPI1185
SecE ? WD0018  WRi_000170  'WP0560
SecG Wbm0170  WD0467  WR1 002840 WPI1236
ATPase SecA Wbm0266 ~ WD0549  WRi_003630 WP0368
Auxiliary proteins SecF Wbm0186  WD0235  WRi 002230  WP0002
SecD Wbm0788 ~ WD008 WRi 001660 WP0476
SecB Wbm0341 WDO0106  WRi1_001460  WP1088
YajC Wbm0222 WDO0534  WRi 003480 WPI1242
YidC Wbm0188  WD0237 WRi 002260 WP0004
Signal recognition particle protein FtsY Wbm0755  WDO0888 WRi 008550 WPI1267
Fth WbmO49  WDI1080 WRi_011140  WPI1032
Signal peptidase SPasel LepB  Wbm0760 WD0893 WRi 008500 WPI1272
Alternative chaperone protemns Dnal Wbm0785  WD0040  WRi 000340  WP0222
HscB Wbm0758  WDO0891  WRi_008520 WPI1270
DnaK Wbm0495  WD0928  WRi 008800  WP0140
GroES Wbm0349  WD0308 WRi 004600 WP0026
GroEL Wbm0350  WDO0307  WR1 004590  WP0027
HtpG Wbm0138  WDI277 WRi 013040 WP0772
Sécretion a travers 'OM
T1SS ABC transporter. ATP binding protein HlyB Wbm0203  WD0400 WRi_003890 WP1223
membrane-fusion protein (Mfp) HlvD Wbm0309  WD0649 WRi_004860 WP0084
outer-membrane protein (OMP) TolC Wbm0575  WD0068 WRi_000590  WP0609
T28S T2aSS classical secreton-dependent T2SS DsbA Wbm0382 WDI1312 WRi_013390 WP0513
T2bSS type 4 piliation system (T4P) PilD,C.B.A.T
Secretin PilQ ? WD0500  WRi 002460  WP0491
T2cSS tight-adherence piliation system (Tad)
T3SS T3aSS injectisome (non flagellar system)
T3bSS flagellar protein export system
T4SS T4aSS  Rickettsiales VirB homologues VirB3 Wbm0798  WDO0859  WRi 008240  WP0604
VirBda Wbm0797  WDO08358 WRi_008230  WP0603
VirB6a Wbm0796  WDO0857  WRi 008220  WP0602
VirB6b Wbm0795  WD0856  WRI_008210  WP0601
VirB6e Wbm0794  WDO0855 WRi 008200 WP0600
VirB6d Wbm0793  WD0854  WRi_008190  WP0599
VirB8a Wbm0279  WD0004  WRi_000050  WPI1255
VirB%a Wbm0280  WD0005 WRi_000060 WPI1256
VirB10 Wbm0281  WD0006  WRi_000070  WP1257
VirB11 Wbm(0282  WD0007  WRi_000080 WPI1258
VirD4 Wbm0283  WD0008 WRi 000090 WPI1259
VirB4b Wbm0750  WDI291  WRi_011480  WP0636
VirB8b WbmlO64l  WDO0817  WRi 007830  WP0130
VirB9b Wbm0391 WDI1104 WRi 012790 WP0871
T4bSS Dot/lem homologues
T58S T5aSS autotransporters of type 1 (AT-1) IgAl
T3bSS two-partner secretion system (TpsA/TpsB) FhaC
T5¢SS  trimenc autotransporters (AT-2) YadA-like
Chaperonin Omp85/YaeT Wbm0054  WDI08  WRi 011190 WP1037
T6SS ATP-dependent Clp senne protease ClpB Wbm0553  WD0319  WRi_004690  WP0355
T7SS chaperone-usher pathway (CU)
T8SS extracellular nucleation-precipitation pathway (ENP)

Figure 24: Liste des systemes de sécrétion de Wolbachia.

Tableau bilan issu des données des quatre génomes publiés de Wolbachia concernant les systeémes de sécrétion

potentiels de Wolbachia. IM, membrane interne; OM, membrane externe.
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L’anticorps anti-VirB6 produit peut étre utilisé dans le modele wVulC/A. vulgare pour
déterminer si au moins un des composants du T4SS s’exprime et est dirigé vers l'enveloppe
bactérienne.

Parallelement nous pouvons espérer, par l'exploitation du génome de wVulC et par
comparaison avec les génomes d’autres modeles bactériens, identifier les différentes voies d’export et
de sécrétion de protéines bactériennes. La figure 24 synthétise les résultats préliminaires
(bibliographiques et bioinformatiques) concernant la communication de Wolbachia que j'ai acquis
durant cette thése. La présence d’homologues de geénes codant des composants de systeme de
sécrétion dans les génomes de Wolbachia montre que Wolbachia est peut-étre capable d’utiliser
différentes voies de sécrétion. D’aprés ces premieres observations, Wolbachia ne possede pas de
systemes de sécrétion de type II, III, V, VII ni VIII (Figure 24). Wolbachia pourrait néanmoins utiliser un
systeme Sec ou Tat pour l'export a travers sa membrane cytoplasmique de protéines dont l'un des
devenirs est le recrutement par le T1SS ou le T4SS (Desvaux et al. 2009). Chez B. pertussis, il semble que
la toxine pertussique est notamment sécrétée en deux étapes et utilise, une fois dans l'espace
périplasmique, le systéeme Ptl pour son transport vers 1'extérieur de la bactérie (Shrivastava et Miller
2009). Chacune des cinq sous-unités protéiques de la toxine posséde une séquence signal N-terminale,
suggérant qu’elles traversent dans un premier temps la membrane interne par un mécanisme général
de sécrétion (Sec-dépendant), pour se retrouver dans I’espace périplasmique. A ce niveau, la toxine est
assemblée sous sa forme définitive, puis elle est exportée vers 'extérieur de la bactérie a travers la
membrane externe par le systeme Ptl sous la forme d'un complexe macromoléculaire puis est libérée
dans le milieu extracellulaire (Shrivastava et Miller 2009). Le systéeme Sec a été récemment caractérisé
chez un proche parent de Wolbachia, Rickettsia typhi (Ammerman et al. 2008). Apres avoir démontré la
fonctionnalité de trois composants de cette voie d’export, les auteurs ont ensuite identifié par
prédiction in silico les protéines possédant un peptide signal dans leur région N-terminale pouvant les
diriger vers cette machinerie d’export (Ammerman et al. 2008). IIs ont, dans un second temps,
entrepris une analyse trancriptionnelle des candidats dont l'activité du peptide signal avait été
positive chez E. coli (Ammerman et al. 2008). Ils ont ainsi mis en évidence 54 protéines
extracytoplasmiques potentiellement impliquées dans la croissance et la virulence de R. typhi
(Ammerman et al. 2008). Par ailleurs, Wolbachia semble posséder certains constituants de T1SS et T6SS.
Ces observations devront étre confirmées sil 'on veut montrer que Wolbachia peut également utiliser

ces systemes de sécrétion d’effecteurs.
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B.Recherche in silico d’effecteurs.

Comme le nombre et la nature des effecteurs sécrétés par des T4SS ont considérablement été
enrichis, nous pouvons également envisager d’utiliser les caractéristiques de ces déterminants
bactériens pour identifier in silico des effecteurs de wVulC. Burstein et ses collegues (2009) ont
d’ailleurs mis au point une machine de calcul permettant de filtrer systématiquement tous les
candidats a la sécrétion par le T4SS dot/icm de L. pneumophila (Burstein et al. 2009). Chacune des 3005
OREF était retenue comme effecteur potentiel, si elle était située a proximité du systeme de sécrétion,
co-régulée avec celui-ci, régulée a la maniere d’autres effecteurs déja connus, si elle avait une faible
composition en GC, si elle codait une protéine a motifs eucaryote ou possédait un signal de sécrétion
propre au systeme dot/icm (Burstein et al. 2009). Apres avoir vérifié leur sécrétion par le T4SS via un
systeme analogue au CRAfT (systeme CyaA), les auteurs ont validé 40 nouveaux effecteurs qui se sont
ajoutés au 102 déja connus (Burstein et al. 2009). Nous pouvons donc nous aussi nous baser sur de
telles caractéristiques pour identifier des effecteurs potentiels chez wVulC.

En ce qui concerne les protéines possédant un signal de translocation par un T4SS dans leur
région C-terminale, les recherches effectuées sur les ankyrines de wVulC se sont révéles aussi
infructueuses que celles menées par L. Klasson sur les protéines ANK de wPip-Pel (Klasson et al.
2008). J'ai également mené la recherche de signature de type ([RK]-x(7)-[RK]-x-[RK]-x[RK]-x(2)) ou
([RK]-x(2)-[RK]-x(2)-[RK]-x-[RK]-x(2)) sur les 1380 protéines du génome en l’état de wVulC. Cette
analyse préliminaire n’a révélé aucun motif exactement similaire a ceux d’A. tumefaciens ou d’A.
phagocytophilum. Néanmoins, nous avons pu détecter des motifs s’en rapprochant et dont les résidus
arginine (R) variaient en position ou étaient remplacés par des lysines (K) pour quinze protéines de
wVulC. Parmi celles-ci, toutes étaient des protéines possédant des homologues clairs chez les autres
souches de Wolbachia sauf une méthyltransférase impliquée dans la regulation de la transcription chez
d’autres bactéries. Deux autres protéines supposées s’ancrer dans la membrane externe des bactéries,
WspB et OmpA ont aussi été identifiées. Le gene wspB localisé en aval de I'opéron virB8-D4 et
cotranscrit avec ces genes chez wRi, est d’ailleurs considéré comme un candidat a la sécrétion dans
d’autres modeles comme wAtab3 (Rances et al. 2008). Une analyse génomique a par ailleurs permis de
mettre en évidence que le gene codant I'antigene OmpA était disrupté chez Rickettsia rickettsii lowa
(avirulente) en comparaison avec R. rickettsii Sheila Smith (virulente) (Ellison et al. 2008). Par ailleurs, il
est annoncé la découverte d'un nouvel effecteur nommé ”Ats” chez A. phagocytophilum (Rikihisa et al.

2009).
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Des la publication des séquences, nous pourrons vérifier s’il n’existe pas d’homologues de ces
genes chez Wolbachia et si ces effecteurs possedent aussi un signal de translocation identique a AnkA.
Ce résultat nous permettra d’affiner notre recherche in silico d’effecteurs de wVulC. L’achevement de
I'assemblage du génome de wVulC est également tres attendu puisqu’a court terme il s’agira d'un
outil efficace dans une stratégie d’identification des facteurs bactériens susceptibles d’étre impliqués
dans la féminisation des hotes. Nous pourrons a ce propos étudier plus spécifiquement les genes
propres a wVulC en comparaison avec les séquences de souches induisant une IC. Une approche
similaire a permis de mettre en évidence, depuis la publication d'une seconde souche de Wolbachia
infectant C. pipiens wPip-JHB (Salzberg et al. 2009), des genes spécifiques de chacune des deux souches.
Nous pourrons par ailleurs caractériser les autres protéines bactériennes possédant des domaines
impliqués dans les interactions protéine-protéine chez les eucaryotes. Parmi celles-ci, on retrouve les
protéines a domaines tétratricopeptides (TPR), F-box, SNARES, les coiled-coil et les régions riches en

leucine (LRR).

C.Recherche des cibles hotes.

Afin de compléter notre compréhension des processus moléculaires sous-jacents aux
différents phénotypes de Wolbachia, il nous faut non seulement comprendre comment Wolbachia
interagit avec la reproduction de 1'hdte mais aussi comprendre comment 1'hote peut modifier la
transmission et 1’expression de Wolbachia. Ainsi des différences d’expression de genes candidats de
Wolbachia permettraient de déterminer leur implication et les cibles de la bactérie. Dans les cas de
féminisation, il a été montré que deux souches féminisantes (wVulC et wVulM) peuvent cohabiter au
sein d'une méme population mais que leurs modalités de transmission et de maintien sont différentes,
aboutissant a des intensités différentes du phénotype (Cordaux et al. 2004). Il ne faut pas oublier que
les effecteurs sécrétés par Wolbachia peuvent également perturber les mécanismes de défense de 1'hote,
facilitant la croissance intracellulaire ou induisant la synthése de nutriments indispensable a la
colonisation. Analyser de maniere plus qualitative les mécanismes de I'hote impliqués dans la
régulation des populations bactériennes revient a mieux comprendre les mécanismes de résistance des
hotes (a la transmission ou au maintien de Wolbachia).

Au niveau moléculaire, les systemes génétiques hotes qui régulent la population symbiotique
relevent entre autres de la réponse immunitaire de 'hote envers Wolbachia. Wolbachia est présente dans
tous les tissus de I'hote y compris dans les hémocytes, cellules spécifiques de I'immunité (Herbiniere

et al. 2005, Braquart-Varnier et al. 2008, Herbiniere et al. 2008).
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Discussion générale et perspectives

D’autre part des transferts horizontaux entre individus sont possibles par contact
hémolymphatique (Rigaud et Juchault 1995). Ces observations soulevent plusieurs questions.
Comment Wolbachia pénetre-t-elle a l'intérieur des hémocytes ? Les hémocytes servent-ils de vecteurs
pour la dissémination de la bactérie dans les tissus hotes ? De quelle maniere Wolbachia échappe-t-elle
au systéme immunitaire de I'h6te? Certains hémocytes peuvent phagocyter la bactérie mais celle-ci
semble échapper a la dégradation. De plus, une analyse cytologique menée sur A. vulgare montre que
dans les hémocytes et les organes hématopoiétiques, Wolbachia apparait comme enfermée dans un
endosome qui n’aurait pas fusionné avec les lysosomes (Herbiniere et al. 2005). Dans les cellules
granulaires, la présence de Wolbachia ne serait donc pas la conséquence d'une phagocytose mais plutot
d’une endocytose, probablement induite par la bactérie. Ce type d’endocytose provoquée a déja été
montré chez de proches bactéries intracellulaires comme Neorickettsia risticii (Messick et Rikihisa 1994).
On peut donc supposer que la bactérie induit son internalisation dans les hémocytes via 'interaction
d’effecteurs bactériens avec l'actine et le cytosquelette des cellules comme chez Salmonella spp. (Galan
et Zhou 2000). Par ailleurs, les séquences des génomes connus indiquent que les génes codant les
enzymes impliquées dans la synthése des lipopolysaccharides (LPS) ont été perdus chez Wolbachia
(Wu et al. 2004). L’absence de ces molécules, connues pour étre des déterminants antigéniques,
pourrait permettre a Wolbachia d’étre furtive vis-a-vis de la réponse immunitaire. Chez A. vulgare, un
peptide antimicrobien a été isolé (Herbiniére et al. 2005) et les protéines majeures impliquées dans le
systéme immunitaire et au niveau du cytosquelette ont été récemment caractérisées (Herbiniere et al.
2008). L’identification d'autres protéines hotes impliquées dans la réponse aux invasions bactériennes
est en cours. Le degré de l'expression ainsi que de l'activité des protéines hotes en fonction de
I'infection a Wolbachia est en effet suivi dans le cadre du projet ANR mené conjointement avec des

collegues de Lyon.

Les résultats présentés dans ce manuscrit de thése constituent en définitive les éléments de
base d'une meilleure appréciation des mécanismes des interactions Wolbachia-arthropode et en
particulier de la souche féminisante wVulC/A. vulgare. Les projets a venir permettront de comprendre
I'évolution de ces interactions et de proposer de nouvelles stratégies de contrdle basées sur la

manipulation des populations symbiotiques.
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ANNEXE 1 : LE DOUBLE-HYBRIDE.

Dissection et extraction d’ADN.

Les ovaires prélevés a partir de femelles dont le statut d’infection est inconnu ont été broyés a
l'aide d'un piston en polypropylene (Merck Eurolab) dans 400 pl de tampon d'extraction (Tris 100
mM ; EDTA 10 mM ; NaCl 100 mM ; SDS 0,1% ; DTT 50 mM, pH 8) contenant 0,1 mg de protéinase K
(20 mg/ml) et incubés pendant 4 h a 37°C. Le surnageant contenant ’ADN est extrait a I'aide d'un %2
volume de phénol et un % volume de chloroforme isoamyle (1 :24), puis centrifugé a 12000 rpm
pendant 8 min a température ambiante. Cette étape est répétée deux fois, la derniere étant effectuée
avec un volume de chloroforme uniquement. L’ADN est ensuite précipité par addition d’1/10eme de
volume d’acétate de sodium (3 M, pH 5,2) et d'un volume d’isopropanol pendant une nuit a -20°C.
L’échantillon est enfin centrifugé a 15000 rpm pendant 30 min a 4°C. Le culot d’ADN est rincé a
I’éthanol 70°, séché et repris dans 50 pl d’eau bidistillée, puis conservé a 4°C. Le dosage de I'ADN est
réalisé a I'aide d'un spectrophotometre par mesure de la DO a 260 nm, et la pureté de I'échantillon est

estimée grace au rapport de DO 260/280.

Préparation des inserts et des vecteurs.

Les ADN complets codant VirD4, VirB4 et VirB11 et ceux codant les différents paralogues de
pkl et pk2 ont été obtenus par PCR puis purifiés en utilisant des amorces contenant des sites de
restriction compatibles avec l'insertion dans les vecteurs pACT2 (aimablement fourni par le Dr E.
Huguet) ou pGBKT7 (Clontech). Le plasmide pACT2 a été linéarisé par coupure enzymatique avec
BamHI et Xhol, et le plasmide pGBKT7 avec EcoRI et Sall ou EcoRI et BamHI. La réaction est réalisée
dans un volume de 20 pL, a 37°C pendant 1 nuit, en présence du plasmide ou de I'insert, du tampon
(10X) approprié a l'enzyme utilisée et de 10 U d'enzyme de restriction. La réaction de ligature est
réalisée a 16°C pendant 16h, dans un volume final de 10 pL contenant I'insert et le vecteur linéarisé

(dans un rapport 3/1), le tampon de ligation 5X et 3 U de ligase T4 (New England Biolabs).

These Samuel PICHON - Laboratoire Ecologie, Evolution, Symbiose - UMR CNRS 6556 154



Annexes

Clonage des inserts et des vecteurs.

La solution de ligature est mélangée avec 100 puL de bactéries compétentes (XL1-Blue MRF'
supercompetent cells, Stratagene) et incubée sur de la glace pendant 30 min. Apres un choc thermique
a 42°C (90 s), les bactéries sont transformées avec le plasmide recombinant et rapidement placées dans
500 puL de milieu LB (Tryptone 10 g/L, Extrait de levure 5 g/L, NaCl 5 g/L) et cultivées a 37°C pendant
1h pour permettre 1’expression phénotypique du marqueur de sélection. Les bactéries sont ensuite
étalées sur des boites de culture (LB agar, 20 g/L) contenant I’antibiotique de sélection (50 pg/ml de
Kanamycine ou 50 pg/ml d’Ampicilline). La sélection des clones positifs a été effectuée par PCR sur
les colonies obtenues en utilisant des amorces spécifiques du vecteur. Le programme de PCR
comportait 35 cycles de 2 min a 94°C, 1 min a 55°C, 4 min a 72°C et une étape finale a 72°C pendant 5
min. ont été séquencés dans les 2 directions par un séquenceur d’ADN automatisé (ABI Prism model

377, Perkin-Elmer).

Minipréparations d’ADN.

L'extraction d’ADN plasmidique a été réalisée avec le kit Promega Wizard® plus, SV
minipreps. Une culture de bactéries transformées en milieu LB liquide (2 ml) est centrifugée durant 5
min a 10000 rpm. Le culot obtenu est resuspendu dans 250 uL de solution 1 auxquels sont ajoutés 250
uL de solution de lyse et 10 puL de solution protéase alcaline. Apres 5 min d'incubation a température
ambiante, 350 puL de la solution de neutralisation sont ajoutées. Chaque tube est ensuite centrifugé
durant 10 minutes a 13000 rpm a température ambiante. Le surnageant obtenu est placé sur une
colonne d’affinité et centrifugé durant 1 minute a 13000 rpm. La colonne est rincée par centrifugation
(13000 rpm, 1 min) successivement avec 750 uL puis 250 uL de la solution de lavage du kit. L'élution

de I'ADN fixé a la colonne est réalisée avec 50 uL d'eau ultrapure.

Séquencage.

Une réaction de PCR comme indiquée précedemment a été réalisée avec les plasmides extraits
par minipréparation comme matrice. Les fragments de PCR sont séquencés a l'aide du kit « ABI
PRISM TM » (Applied Biosystems). L’amorce de séquencage (10 pmoles) et I’ADN purifié (Kit Jet
Pure, Genomed) (~ 100 ng) sont ajoutés au milieu réactionnel (1/30 de Big Dye Terminator (BDT) et du
tampon 5X). Une réaction de PCR incorporant des didéoxynucléotides fluorescents est réalisée avec 25

cycles de 10 s a 95°C, 55 a 50°C et 4 min a 60°C apres une dénaturation initiale de 2 min a 95°C.
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Suit alors une étape de précipitation ot sont ajoutés dans chaque tube 50 pl d’éthanol 100% et
2,2 pl d’acétate de sodium 3M (pH 5,2). Apres centrifugation (12000 rpm, 20 min), les culots sont
rincés a 1’éthanol 70%, séchés puis repris dans 15 pl de formamide désionisé, et dénaturés a 95°C
pendant 3 min. L’analyse est réalisée sur un séquenceur ABI PRISM 3130 de Perkin Elmer®, au Pdle
Biologie Santé de Poitiers. Les séquences obtenues ont été analysées a 1'aide de BLASTN et de

TBLASTN (Altschul et al. 1990) pour vérifier leur caractere spécifique a wVulC.

Transformation des levures par les plasmides.

Un autre protocole de minipréparation d’ADN plasmidique a été utilisé pour la
transformation de levures, permettant notamment de préserver les ARN utilisés comme carrier lors de
la transformation. Cette fois, les bactéries sont resuspendues au vortex dans 100 pL de solution 1
(glucose 0,9% (w/v); EDTA 10 mM, pH 8 ; Tris HCL 25 mM, pHS), auxquels sont ajoutés 200 uL de
solution 2 (NaOH 0,2N ; SDS 1% (5w/v)). Apres 10 min d'incubation a température ambiante, 150 pL
de solution 3 (Na acétate 3M, pH 5,2) sont ajoutés et la solution est incubée a nouveau 10 min sur de la
glace. L’ensemble est ensuite centrifugé durant 5 min a 14000 rpm a 4°C. Deux volumes d'éthanol 100°
sont ajoutés au surnageant et la solution obtenue est centrifugée durant 10 minutes a 14000 rpm a 4°C.
Le culot d’ADN est resuspendu dans 100 pL de solution 4 (EDTA 1 mM, pH 8 ; Tris HCL 10 mM, pH
7.5; Na acétate 0.15 M, pH 5.2) et 200 uL d'éthanol absolu. Cette solution est centrifugée durant 10
minutes a 14000 rpm a 4°C. Le culot obtenu est séché et resuspendu dans 25 pL d'eau distillée.

Moins de 24h avant la transformation, une colonie de la souche de levure a transformer est
utilisée pour ensemencer une préculture de 10 ml de milieu YPD (Extrait de levure 10 g/L ; Peptone 10
g/L ; Glucose 20 g/L ; Agar 20 g/L) et agitée une nuit a 30°C. Cette préculture est ensuite diluée dans le
milieu YPD pour obtenir une D060oo de 0,2. Apres 4h d'agitation a 30°C, les cellules se trouvent dans
une phase de croissance exponentielle, ce qui correspond a une D06oo comprise entre 0,4 et 0,6. Les
cellules sont alors centrifugées 5 min a 3000 g. Le culot est suspendu dans 100 uL de solution A (Tris
HCL 10 mM, pH 7.5 ; EDTA 1mM, pH 8 ; acétate de lithium 0,1M ; sorbitol 1M) et incubée pendant 45
min a 30°C. Apres une centrifugation d’'une minute a 9000 X g, le culot de cellules est resuspendu
soigneusement avec 5 pL d’une solution contenant ’ADN plasmidique puis incubé pendant 10 min a
température ambiante. Cent microlitres de solution B (Tris HCL 10 mM, pH7,5; EDTA 1 mM, pHS;
acétate de lithium 0,1M ; PEG 4000 40% (w/v)) et 1 a 2 ug de plasmide sont ajoutés et la solution est

incubée pendant 30 min a 30°C.
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Apres un choc thermique de 10 min a 42°C, les cellules sont centrifugées et resuspendues dans
100 pL de solution C (Tris HCL 10 mM, pH7.5 ; EDTA 1 mM, pH 8 ; sorbitol 0,6 M). Les levures sont

finalement étalées sur le milieu sélectif approprié aux plasmides transformés pendant 3 a 5 jours.

Tests d’interaction.

Tous les tests d'interaction ont été effectués avec un premier vecteur exprimant le domaine
d'activation de Gal4 (pACT2) et portant le géne marqueur d'auxotrophie LEU2 qui permet sa
sélection sur un milieu dépourvu de leucine. Le second vecteur du systeme exprime le domaine de
fixation Gal4 (pGBKT?) et porte le gene marqueur d'auxotrophie TRP1 qui permet sa sélection sur un
milieu dépourvu de tryptophane. Dans tous les cas, les 2 genes rapporteurs utilisés correspondent au
gene HIS3 permettant une croissance sur un milieu dépourvu d'histidine et le geéne lacZ permettant
une coloration bleue en présence d'X-Gal. Les deux vecteurs du systeme sont ensuite introduits au
sein d'une méme levure, soit par co-transformation, soit par croisement sexuel. La premiere méthode
consiste a transformer une souche de levure par les deux plasmides simultanément. La seconde fait
appel a deux souches haploides de signe sexuel opposé, qui sont transformées par chacun des
plasmides. Le croisement sexuel de ces souches permet d'obtenir des cellules diploides contenant les
deux constructions. La méthode de co-transformation requiere autant de co-transformations qu'il y a
d'interaction a tester (par exemple 10 partenaires a tester entre-eux représentent 100 co-
transformations a réaliser pour tester 100 interactions), alors que la méthode de croisement sexuel
permet de réduire le nombre de transformation aux nombres de partenaires a tester (dans ce cas, 10
transformations suffisent a tester 100 interactions).

Différentes souches de levure ont été utilisées. Elles possedent toutes les genes rapporteurs
HIS3 et lacZ insérés dans leurs chromosomes sous le controle des séquences promotrices reconnues
spécifiquement par Gal4 (souches CG1945 ou Y187). Ces souches sont toutes déficientes pour les genes
d'auxotrophie TRP1, LEU2 et HIS3 afin de permettre la sélection des plasmides transformés et de
pouvoir tester les interactions protéine/protéine. De plus, les souches utilisées dans le systeme Gal4
sont délétées du gene GAL4 endogene. Apres la mise en présence des deux plasmides, les levures sont
étalées sur des milieux sélectifs permettant d'une part de sélectionner les cellules possédant les deux
plasmides et de vérifier ainsi l'efficacité de la transformation ou du croisement (milieu -LW), et d'autre
part de sélectionner les cellules dans lesquelles une interaction protéine/protéine a lieu par 'activation
du premier gene rapporteur HIS3 (milieu -LWH). L'activation du deuxieme gene rapporteur lacZ est,

quant a elle, visualisée par un test X-Gal.
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e Milieu sélectif -LW pour un litre : Yeast Nitrogen Base 6,7 g, do-LW 1,54 g, NaOH 5 N 0,8 ml,
glucose 2% final (autoclavé séparément). Pour obtenir un milieu sélectif -L, ajouter 76 mg de

W. Pour obtenir un milieu sélectif -W, ajouter 380 mg de L. Pour obtenir un milieu solide,

ajouter 20 g/L de Bacto-agar.

e Milieu sélectif -LWH pour un litre : Yeast Nitrogen Base 6,7 g, do-LWH 1,46 g, NaOH 5 N 0,8

ml. Le glucose est autoclavé séparément et ajouté a une concentration finale de 2%. Pour

obtenir un milieu sélectif -H, ajouter 76 mg de W et 380 mg de L. Pour obtenir un milieu

sélectif supplémenté en 3-AT, a partir d'un stock 1 M filtré, ajouter le volume requis apres
refroidissement du milieu jusqu'a environ 50°C.

Les milieux a tester sont fraichement préparés avant chaque test de facon a obtenir des
concentrations finales de 25 g.L-1 pour L-Alanine (A), L-Histine (H), L-Uracile (U), L-Tryptophane
(W) et 50 g.L-1 pour L-Leucine (L). Au préalable, trois solutions d’acides aminés (H+A+U, H+A+U+L,
H+A+U+W) sont préparées a partir de poudre pure de chaque acide aminé (L-amino acids, Sigma-
Aldrich) dissoutes dans de I’eau bidistillée et filtrée a 0,45 pum. Toutes les solutions utilisées dans cette
étude sont préparées avec de l'eau dstillée traitée au DEPC afin de prévenir une contamination par

des RNases.

Tests en goutte.

Le croisement sexuel a été plus spécifiquement utilisé pour obtenir les résultats d’interaction
présentés dans la partie IV. Le croisement sexuel entre deux souches de signe sexuel opposé (Y187 et
CG1945) permet d'obtenir des levures diploides. Cette méthode est une alternative a la co-
transformation pour mettre en présence dans la méme cellule les deux plasmides du systeme double-
hybride et présente 1'avantage d'étre beaucoup plus efficace. Les deux partenaires du croisement a
réaliser sont étalés sur le milieu sélectif approprié aux marqueurs de sélection qu'ils contiennent et
incubés de 3 a 5 jours a 30°C. Apres croissance, les 2 partenaires sont mélangés sur milieu YPD solide
et incubés une nuit a 30°C. Le lendemain, ces étalements sont repris dans de l’eau et sont déposés

selon des dilutions (1 a 10-4) sur boites -LW et -LWH en goutte de 10 ul

Name Genotype

Yeast strains

CG1945 MATa, ura3-52, his 3-200, lys2-801, ase2-101, trp1-901, leu2-3, 112, Gal4-542, Gal80-
538, cyh-2, Lys2::Gallyas-Gall1ara-HIS3; URA3::GAL4 17mers(x3)"CYC1tata-lacZ
MATa, ura3-52, his3-200, ade2-101, trp1-901, leu2-3, 112, gal4A, met—, gal80A, MELA1,

Y187 URA3::GAL1 s -GAL11ara-lacZ
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ANNEXE 2 : LA METHODE CRAFT.

La technique de CRAfT a été mise au point par P.J.J] Hooykaas et A. Vergunst (Sylvius
Laboratory de, Université de Leiden, Pays-Bas) pour démontrer la sécrétion d’effecteurs de bactéries
intracellulaires via le T4SS d’Agrobacterium tumefaciens. Nous avons alors réalisé le clonage des
différents genes cibles (pk1, pk2 et phos) dans le vecteur pSDM3197 fourni par A. den Dulk-Ras. Pour
cela nous avons procédé de la méme facon qu’avec le clonage d’inserts dans les vecteurs utilisés en
double-hybride. Nous avons amplifiés les inserts par PCR avec une polymérase tes fidele a partir
d’extraits d’ADN d’animaux Armadillidium vulgare infectés par wVulC. Ces produits ont été purifiés
par précipitation, coupés avec le couple d’enzymes de restriction adapté, purifiés de nouveau par
précipitation puis liés au plasmide pPSDM3197 prédigéré par le méme couple. Les produits de ligature
ont servi a transformer la souche DH5a d’E. coli (Invitrogen). Les clones positifs étaient screenés sur
des boites de pétri contenant un mileu gélosé LB et I'antibiotique gentamicine (40 mg/L final). Une
PCR colonie a confirmer les clones positifs et une PCR de séquengage a partir des minipréparations de
plasmides nous ont permis de vérifier la séquence des genes d’intérét ainsi que le cadre de lecture en
fusion avec la séquence codant la Cre. Les bactéries transformées et ensemencées sur milieu LC ont

ensuite été envoyées par courrier aux collegues hollandais.
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ANNEXE 3 : L'EXTRACTION ET LA PURIFICATION

D’ARN.

Animaux et prélévement des ovaires.

Les animaux utilisés appartiennent a I'espece Armadillidium vulgare Latreille (1804) hébergeant
wVulC, souche de Wolbachia qui a pour origine le site de Celles-sur-Belle (79, France). Cette population
est entretenue au laboratoire depuis plusieurs années dans des salles a 20°C, en photopériode
naturelle ou en photopériode stimulante: 18 heures de lumiere et 6 heures d’obscurité (18/6 : L/D). Les
animaux sont maintenus dans des boites (10 x 30 cm) contenant du terreau humide et sont nourris ad
libitum (feuilles de tilleuls séchées et carottes). Des femelles infectées par Wolbachia ont été
sélectionnées selon leur age, leur taille et le stade de développement de leurs ovocytes de facon a
obtenir des échantillons les plus homogenes et reproductibles possibles. Ces ovocytes ont été choisis
en fin de phase de vitellogenese car ils présentent une densité maximale de bactérie (P. Greve, comm.
personnelle). Lors du repos sexuel hivernal, les femelles ont été placées plusieurs semaines en

photopériode stimulante (L/D : 18/6) afin d’obtenir des ovocytes de taille optimale.

Extraction classique d’ARN totaux.

Les ovaires prélevés par dissection (n=30) sont immédiatement déposés dans des tubes
Eppendorf plongés dans '’azote liquide en attendant I’extraction d’ARN. Celle-ci a été réalisée a l'aide
du kit RNeasy® Mini Kit (Qiagen) selon les instructions du fournisseur. Les gonades ont été broyées
et homogénéisées a 1'aide d'un sonicateur dans 350 pL de tampon RLT 10X contenant 1% de f-
mercaptoéthanol et 44 U d’inhibiteur de RNAses (Invitrogen). Apres centrifugation (12000 x g, 3 min),
la phase aqueuse contenant I’ARN est mélangée a 350 pL d’éthanol 70 % par plusieurs pipetages. Le
volume total est déposé sur une colonne d’affinité. Apres centrifugation (12000 x g, 15 s), la colonne
est lavée avec 700 uL de tampon RW1 et 2 fois avec 500 uL de tampon RPE (la composition des
tampons RLT, RW1 et RPE n'est pas précisée par le fabriquant). Les ARN sont ensuite élués de la
colonne par 27 uL d’eau ultrapure et stockés a -80°C. L’ADN contaminant est digéré avec 3 a 5 U de
DNAse (Ambion) pendant une demi-heure a 37°C. Le dosage de la solution d’ARN est réalisé a l’aide
d’un spectrophotometre par mesure de 1’absorbance a 260 nm (A260), et la pureté de 1’échantillon est

estimée grace au rapport de A260/A280 a l’aide d’un Nanodrop.
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Extraction d’ARN enrichis en ARN bactériens.

Les ovaires de femelles infectées (n=30) sont prélevés puis directement déposés dans 500 pl
d’une solution iso-osmotique de PBS-sucrose-glutamine (NaCl 137 mM, Na2HPO4 7.8 mM, KCI 2.7
mM, KH2PO4 147 mM pH 7.4, L-glutamine 5 mM, Saccharose 0,25 M) additionnée de 44 U
d’inhibiteur de RNAses (Invitrogen) et maintenue sur de la glace. Les ovaires sont ensuite
homogénéisés a 1'aide d'un broyeur de tissus Potter de Thomas, composé d'un piston en Téflon®,
d’un cylindre en verre, et d'une téte de piston a embout rond strié (espace piston-cylindre compris
entre 130 et 180 um). L’homogénat est ensuite centrifugé a 200 X g pendant 15 min, a 4°C, afin de se
débarrasser des noyaux et autres débris cellulaires. Le surnageant est prélevé et soumis a deux
centrifugations successives dans les mémes conditions. Le surnageant final est ensuite centrifugé a
4100 g, pendant 15 min a 4°C, sans frein. Le culot résultant correspond a un culot enrichi en bactéries
qui est homogénéisé au sonicateur dans une solution de kit Ambion RiboPure. Les ARNs sont alors
précipités dans de 1’éthanol 100% froid (2,5 V) et de I'acétate de sodium 3 M pH 6,0 (1/9 Vol.). Apres
centrifugation et séchage a l’air libre, les ARNs sont repris dans de I'eau DEPC et conservés a — 80°C.
L’ADN contaminant est digéré avec 3 a 5 U de DNAse (Ambion) pendant 30 min a 37°C. La

concentration des ARNSs totaux est déterminée comme précédemment.

Transcription inverse (Reverse Transcription, RT).

e Moloney-Murine Leukemia Reverse Transcriptase (M-MLV RT)

Les ARNs totaux (1 pg) et 50 pmoles d’amorces non spécifiques (solution
d’hexadésoxyribonucléotides de séquence aléatoire, 30 unités de DO/ul) sont mélangés dans 6 pl
d’eau bidistillée, puis dénaturés a 65°C pendant 5 min et placés immédiatement sur de la glace. A
cette solution, sont ajoutés 4 pl de tampon RT 5X (KCI 375 mM ; MgCl2 15 mM ; Tris-HCI 250 mM, pH
8,3), 2 ul de DTT (20 mM), 5 pl de ANTP (2 mM chacun) et 1 pul de M-MLV RT (200 U/ul, Gibco-BRL).
Apres 1 h d’incubation a 42°C, la solution d”ADNCc est stockée a -20°C.

e  SuperScript I1I

La réaction est effectuée dans un volume final de 20 pl contenant 0,2 a 5 pug d’ARN total,
préalablement dénaturé a 65°C pendant 5 min, 50 ng d'une solution d’hexadésoxyribonucléotides
(amorces aléatoires), 50 pmoles de mélange de désoxyribonucléotides triphosphates (ANTP, 10 uM),
du tampon de RT (composition non précisée par le fabriquant), 0,1 M de DTT, 25 mM de MgCI2 et 200
U d’enzyme SuperScript III RT.
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Apres addition de 'enzyme, le mélange réactionnel est incubé pendant 10 min a 25°C, 50 min
a 50°C et 5 min a 85°C. Enfin, les échantillons sont traités avec 2 U de RNase H et incubés 20 min a

37°C. La solution d’ADNCc est conservée a -20°C.

RT-PCR et analyse des produits d’amplification.

L’amplification est réalisée dans un volume de 25 pl, contenant 0,5 pl de solution d”ADNc, 25
pmol de chaque amorce (sens et antisens), du tampon GoTaq 4X (KCl 50 mM ; MgCI2 1,5 mM ; Tris-
HCl 10 mM, pH 9,0; 0,1% de Triton X-100), des dNTP (2,5 mM chacun) et 1,25 U de GoTaq
polymérase (Promega). L’amplification est effectuée par 35 cycles correspondant a une dénaturation
de I’ADN a 95°C pendant 1 min, une hybridation des amorces a différentes températures (de 47 a
62°C) pendant 1 min, et une élongation a 72°C pendant 2 min. Cette amplification est suivie d'une
extension finale de 5 min a 72°C. Les produits d’amplification sont analysés sur un gel d’agarose 1,5%
dans du tampon TAE 0,5X (Tris 20 mM ; acétate de sodium 10 mM ; EDTA 0,5mM, pH §,3) et
visualisés grace au Bromure d’éthidium (BEt) sous UV. Leur taille est vérifiée a I'aide d’un marqueur

de masse moléculaire approprié.

Northern Blotting.

e Electrophorese

Les échantillons d’ARN (0,5-20 pg) sont séchés au concentrateur sous vide réfrigéré (Speed
Vac, Savant®) pendant une dizaine de minutes a —40°C puis resuspendus dans 10 uL de tampon de
charge (formamide 48 % ; formaldéhyde 6,4% ; bleu de bromophénol 0,5 % ; glycérol 6,6 % dans du
tampon MOPS 1X (3[N-morpholino]propane sulfonicacid, pH 7,0) (MOPS 10X= MOPS 0,2 M ; acétate
de sodium 0,05 M ; EDTA 0,01 M, pH 5,5), et séparés par électophorese en conditions dénaturantes sur
gel d’agarose 0,8% dans du tampon MOPS 1X (3[N-morpholino]propane sulfonicacid, pH 7,0 / MOPS
5X: MOPS 0,1 M ; acétate de sodium 40 mM ; EDTA 1 mM), auquel sont ajoutés du formaldéhyde (17
%) et 0,57 ug/mL de bromure d’éthidium. La migration est réalisée dans du tampon MOPS 1X sous
une tension de 10 V/cm et la visualisation des ARN est réalisée sous lumiere ultraviolette. Apres
migration, le gel est lavé par 2 bains successifs d’eau bidistillée afin d’éliminer le formaldéhyde qui est
préjudiciable a la qualité du transfert. Le gel est équilibré pendant 15 min dans un tampon SSC 20X
(NaCl 3 M ; citrate de sodium 3 M ; pH 7,0) puis transféré sur une membrane de nylon (Q-Biogene®)

dans le méme tampon.
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e Transfert sur membrane

Le gel d’ARN, apres migration, est transféré sous vide pendant 2h a I’aide du VacuGene™ XL
(Pharmacia LKB Biotechnology) sur une membrane de Nylon® (Hybond-N+ nylon membrane
QBiogene®) dans du tampon SSC 20 X (NaCl 3 M ; citrate de sodium 3 M ; pH 7,0). Les ARN sont
ensuite fixés sur la membrane par séchage a 80°C pendant 2h. Les membranes de nylon, sur lesquelles
ont été transférés les ARN, ont été réhydratées dans une solution d’EDTA 2 mM pH 8, SDS 0,1 %. Les
sites d’adsorption non spécifiques ont été saturés pendant 4 h a 42°C, avec 5 ml de tampon
d’hybridation [formamide 40 %, Dextran sulfate 10 %, SSC 4 X, Denhardt 1X (polyvinylpyrrodine 10
mg/mL, ficoll 400 10 mg/mL), Tris-HCI 20 mM, pH 7,4], contenant 0,3 mg/ml d’ADN de sperme de
saumon fraichement dénaturé. La sonde d’ADNc marquée au 32P a été dénaturée pendant 5 min a
95°C, puis mélangée a 5 ml de tampon d’hybridation. Les membranes sont incubées dans ce mélange
pendant 16 a 20 h a 42°C. Les membranes de nylon sont ensuite rincées successivement, sous
agitation, dans du SSC 2X, 0,1 % SDS a température ambiante (2 x 30 min), et dans du SSC 0,1X, 0,1%
SDS a 52°C (2 x 30 min). La radioactivité sur les membranes a été révélée par exposition au

phosphorimager « STORM » (Molecular Dynamics®, CA., USA).

e Marquage radioactif de sondes d’ADNc par amorgage aléatoire (random priming)

Deux sondes, obtenues par amplification par PCR a partir de matrices d’ADN génomique de
femelles infectées par Wolbachia wVulC, ont été utilisées pour cette étude. Une sonde correspondant au
produit de PCR de 900 pb obtenu par amplification de '’ ADNc de 165 rDNA de Wolbachia wVulC, et
une sonde correspondant a I’ADNc partiel codant I’actine d”Armadillidium vulgare. Chaque sonde est
marquée par la méthode d’amorcage aléatoire. Les sondes sont préparées a partir de 100 ng de
produits de PCR purifiés a l'aide du kit Jet Pure (Genomed) selon les instructions du fournisseur. Les
fragments d'ADNc sont ensuite dénaturés par la chaleur (95°C pendant 5 min), puis refroidi sur de la
glace. La solution est mélangée a 5 ul d'une solution d'hexadésoxyribonucléotides (Pharmacia), 20 ul
de tampon de réaction (N-[2-hydroxyéthyl]piperazine-N'-[2-éthanesulfonate] (HEPES) 0.5 M, pH 6.6,
MgCI2 12 mM, B-mercaptoéthanol 25 mM, Tris-HClI 12 mmol, pH 8), contenant les
désoxyribonucléotides dATP, dTTP, dGTP (0.1 mM chacun), 2 ul de la solution de nucléotide
radioactif [a-32P]-dCTP, (3 Ci/umole, 10 pCi/ul, Amersham) et 5 U d'une solution d'’ADN polymérase
(fragment de Klenow, Gibco-BRL) (Feinberg et Vogelstein, 1983). Le mélange réactionnel est incubé
pendant 1 h a 37°C, et la réaction arrétée par l'addition de 20 ul d'une solution d'EDTA 0.5 M (pH 8).
Une fraction de 0,5 pl est prélevée avant l'arrét de la réaction, et précipitée dans 5 ml d'acide
trichloroacétique 10%. Apres filtration sur membrane Whatman GF/C, la radioactivité incorporée est

mesurée a l'aide d'un compteur a scintillation.
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ANNEXE 4 : LA MICROSCOPIE CONFOCALE.

Par ses capacités de réaliser des coupes otiques verticales ou obliques, point par point, la
microscopie confocale représente stirement le développement le plus important de la microscopie
optique au cours des 10 dernieres années. Grace a son principe de sectionnement optique, cette
technique améliore de fagon spectaculaire la résolution dans les plans XY et XZ et permet 1’analyse
d’échantillons semi transparents jusqu'a 150um d’épaisseur sans nécessiter de coupe mécanique
préalable. Le traitement informatique associé permet d’afficher des images provenant du signal
enregistré par un détecteur tres sensible et de reconstituer la distribution tridimensionnelle de la
fluorescence. L’expérimentation a été réalisée dans le cadre d'une formation d’une semaine proposée
par 1’école doctorale de Poitiers et avait pour objectif de mettre au point un protocole servant a
localiser les bactéries dans les ovocytes hotes. Les ovaires de femelles d’A. vulgare (population ZN)
infectées par la souche de Wolbachia wVulC ont été prélevés par dissection puis placés sur une lame de
verre. Afin de perméabiliser la membrane des ovocytes, les ovaires ont été soumis a une exposition a

différents détergents avant et/ou apres fixation au PFA (paraformaldéhyde, 0,25% final) :

Temps 15 min 15 min 30 min
Détergent
Témoin 0.1%
0.1% Eixation 0.1%
Triton X-100 ';FA
0.1%
0.2%
NP40 0.1%
NaBH4 0.1%

Les noyaux ont ensuite été marqués avec du TOPRO-3 (1:1000, Interchim). Les observations
ont été effectuées avec l'aide d’Anne Cantereau (Ingénieur de recherche CNRS dans I'Institut de
Physiologie et Biologie Cellulaires (IPBC)) sur le microscope confocal Biorad MRC 1024 de la
Plateforme Image de I'Université de Poitiers basée au Pdle Biologie Santé. Les résultats ont été
encourageants mais ont révélé une coloration insuffisante des noyaux et de 1’actine. Etant donnée la
grande taille des ovocytes, la possibilité de faire des micro-injections de marqueurs a l'intérieur méme

des ovocytes a été avancée.
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Systéme de sécrétion de type IV et protéines a domaines ankyrines dans les interactions Wolbachia-arthropodes.

Wolbachia est une bactérie Gram-negative intracellulaire modifiant la reproduction de nombreux arthropodes. Chez
I’isopode Armadillidium vulgare, la souche wVulC entraine la féminisation des males. Nous avons caractérisé deux opérons
vir s’exprimant dans tous les tissus hotes et codant un systeme de sécrétion de type IV (T4SS) pouvant permettre d’exporter
des effecteurs bactériens vers le cytoplasme de I’hdte. La comparaison des séquences et de 1’organisation des génes de 37
souches de Wolbachia a révélé la forte conservation des deux opérons vir suggérant I’importance du T4SS dans la biologie de
la bactérie. Nous avons également identifié¢, dans le génome en cours de séquencgage de wVulC, 66 genes codant des protéines
a domaines ankyrines. Ces motifs forment des sites d’interactions protéine-protéine chez les eucaryotes et sont supposés étre
impliqués chez Wolbachia dans I’interaction avec des protéines de 1’héte. Nous avons montré qu’une des trois copies du gene
pk2 de wVulC, n’est exprimée que chez des souches féminisantes mais chez aucune des 3 souches induisant I’incompatibilité
cytoplasmique chez les isopodes terrestres. Ce produit du géne pk2 pourrait étre impliqué dans la féminisation de I’hote.
Toutefois, nous avons réalisé¢ des tests d’interaction par double-hybride en levures et par la méthode CRAfT (Cre-
recombinase Reporter Assay for Translocation) entre les protéines du T4SS et cinq protéines a domaines ankyrines dont Pk2
afin de savoir si ces dernicres étaient sécrétées par ce systéme. Les résultats montrent qu’aucun des cinq produits de génes

ank testés n’est sécrété par la bactérie mais se révélent encourageants pour identifier les effecteurs de Wolbachia.

Type IV secretion system and ankyrin domain-containing proteins in Wolbachia-arthropods interactions.

Wolbachia are intracellular Gram-negative bacteria that are reproductive manipulators of many arthropods. In the
isopod Armadillidium vulgare, the Wolbachia wVulC strain induces male feminization. Here, we characterized two vir
operons which are expressed in all host tissues and which encode a type IV secretion system (T4SS) used to translocate
bacterial effectors into host cytoplasm. Gene organization and sequence comparison in 37 Wolbachia strains highlighted the
high conservation of both vir operons and their importance for the biology of the bacteria. We also identified in the on-going
assembly of the wVulC genome, 66 ankyrin domain-encoding genes. Ankyrin motifs are known to mediate protein-protein
interactions in eukaryotic organisms and thus are suggested to mediate in Wolbachia the interaction with host molecules. We
showed that one of the three copies of the wVulC pk2 gene is only expressed in feminizing strains but not in the three strains
inducing cytoplasmic incompatibility in terrestrial isopods. The associated Pk2 protein could be involved in male
feminization. We thus tested the interaction between three T4SS proteins and five ankyrins (including Pk2) via the yeast two-
hybrid and CRAfT (Cre-recombinase Reporter Assay for Translocation) methods. None of the five ankyrin proteins were
revealed to be secreted by the wVulC strain. Nevertheless, this promising approach may enable us to identify Wolbachia

effectors.
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