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PREAMBULE

Le but de cette these est d’étudier 1’évolution d’une famille de systémes macro-
moléculaires présente a la fois dans la membrane des bactéries et dans celle des
archées, la super-famille des filaments de type IV.

Les membres de cette super-famille sont connus pour étre impliqués dans ’adhé-
sion, la sécrétion de protéines, la motilité par contraction, la motilité flagellaire
(chez les archées, sans rapport avec le flagelle bactérien), 'absorption d’ADN; la
conduction électrique. Cette super-famille est aussi largement répandue parmi les
différent phyla bactériens et archéens. Cependant, 1'histoire évolutive de cette fa-
mille de systemes reste peu claire et il n’existe pas d’outil précis qui permet de
détecter ces systeémes dans les génomes bactériens et archéens.

Dans une premiere partie, je vais introduire des concepts clés sur les cellules
bactériennes et archéennes pour permettre de comprendre I’environnement globale
dans lesquels les systémes se situent. Je vais ensuite introduire les mécanismes
évolutifs qui se sont succédé au cours de I’évolution de cette super-famille. Les
membres de cette super-famille se sont répandu parmi les bactéries et les archées
par transferts horizontaux et certains membres participent a ces mécanismes, je
vais donc détailler un peu plus en détail ces mécanismes. Enfin j’introduirai chaque
membre de la super-famille de type IV pour montrer la diversité de systémes et
de fonctions qui existe au sein de cette famille.

Dans une deuxieéme partie, je vais m’intéresser aux mécanismes de co-option
et « bricolage » moléculaire, qui ont permis, par exemple, dans le cas de la super-
famille de type IV de permettre la diversification ses membres autour d’un en-
semble de briques communes. Cette partie ne se limitera pas seulement au cas
de la super-famille de type IV, mais exposera comment ces mécanismes évolutifs
ont permis chez les bactéries et archées 'apparition d’une majorité de différents
systemes de sécrétions.

Enfin dans une troisieme et derniere partie, je vous présenterai la contribution
que j’ai apporté a I’étude de la super-famille des filaments de type IV. Cette étude
la super-famille a permis de clarifier 'histoire évolutive de cette derniere. Elle a
également permis de mettre en lumiere des proches parentés entre des systeme ar-
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Preambule

chéens et bactériens. Et également a montré grace a des approches de génomique
comparative et d’analyses phylogénétiques comment une poignée de composants
clés ont donné lieu a une profusion d’appareils impliqués dans d’importants pro-
cessus cellulaires bactériens et archéens (motilité, adhésion, sécrétion de protéines
et absorption d’ADN).

Ce travail a eu pour but d’avoir une meilleure compréhension de ces systemes,
mais également de fournir un outil pour permettre leur détection. Il offre également
un éclairage sur I’évolution des systémes membranaires et augmente, a son échelle,
la compréhension globale de I'évolution bactérienne et archéenne.
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Introduction

1 Breéve introduction sur les bactéries et les ar-
chées

1.1 Définition Bactérie et Archée

Les bactéries, les archées et les eucaryotes composent les trois domaines du
vivant. Les bactéries et les archées, contrairement aux eucaryotes, ont leur matériel
génétique libre dans le cytoplasme et non pas stocké dans le noyau. De ce fait,
ces organismes sont appelés des procaryotes. Les procaryotes sont des organismes
unicellulaires que 1'on peut trouver dans la majorité des environnements sur Terre.
Dans les deux paragraphes suivants, je reviendrai brievement sur ce qu’est une
bactérie et ce qu’est une archée ainsi que sur ce qui les différencie. Par la suite, je
détaillerai plus particulierement deux points : 1) la composition de la membrane
de ces organismes et en quoi le transport a travers cette membrane est important ;
2) les moyens utilisés par ces organismes pour se mouvoir dans ’environnement et
quelles stratégies ils utilisent pour se fixer a leur nouvel environnement.

Bactéries En 1656, Antonie Van Leeuwenhoek a observé, sous un microscope de
sa propre conception, pour la premiere fois, une bactérie [1]. Mais ce n’est qu’en
1828 que le mot « bacterium » fut introduit par Christian Gottfried Ehrenberg [2].
Les bactéries se trouvent dans la majorité des environnements sur Terre. On re-
trouve dans le corps humain une quantité presque similaire de cellules bactériennes
que de cellules humaines (1,3 cellule bactérienne pour une cellule humaine) [3]. Par
exemple, on trouve au niveau du microbiote intestinal 10! & 10 bactéries corres-
pondant a plus de 500 especes différentes [4].

Historiquement, on a divisé les bactéries en deux grands types de bactéries
mis en évidence par le protocole du bactériologiste danois Hans Christian Gram
en 1884. Ce protocole permet d’observer les propriétés de la paroi bactérienne.
Les bactéries, qui répondent positivement a la coloration de Gram (gram +), sont
généralement dotées d’une simple paroi avec une grande quantité de peptidogly-
cane en surface, et celles qui répondent négativement (gram -) sont généralement
composées de moins de peptidoglycane mais pourvues d’une membrane externe
supplémentaire, je reviendrais dans la section suivante sur les différent types de
membranes. Les bactéries peuvent se trouver sous différentes formes et différentes
tailles. Elles ont typiquement une taille comprise entre 0,5-5 um et des formes qui
peuvent étre une sphere (coque), une ellipse (bacille), on peut méme en trouver
qui ont des formes de filaments...

Archées En 1977, Woese et Fox et al. ont défini les archées comme un groupe
procaryote différent de celui des bactéries en se basant sur des études des séquences
génétiques de ’ARN ribosomal 16S [5]6]. Les analyses phylogénétiques ont ainsi
conduit a la proposition d’une nouvelle division de la vie en trois domaines : les
bactéries, les archées et les eucaryotes. Certains des organismes que nous connais-
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sons aujourd’hui sous le nom d’archées étaient déja connus et étudiés. Le groupe
des archébactéries comprenait les organismes méthanogenes, halophiles et extré-
mophiles, qui faisaient déja I'objet d’études [7]. Elles ont été trouvées dans des
environnements extrémes comme les lacs salés et sources d’eau chaude acide, de
températures tres élevées... Cependant, les progres récents du séquencage envi-
ronnemental et des analyses phylogénétiques et métagénomiques ont permis de
découvrir que les archées sont omniprésentes. Plus spécifiquement, elles ont été
identifiées dans I'océan, les sols, des sédiments, des lacs, des environnements sou-
terrains, en association avec des bactéries et des eucaryotes et dans différentes
parties du corps humain, y compris la cavité buccale, I'intestin et le vagin [g].

Plusieurs caractéristiques distinguent ’enveloppe cellulaire des archées de celle
des bactéries, notamment la composition lipidique de la membrane cytoplasmique,
qui est principalement composée d’éther-lipides, contrairement a la liaison ester
que l'on trouve dans les glycérophospholipides plus courants chez les bactéries.
De plus, une couche superficielle (le « S-Layer » ou couche-S) est présente dans la
partie la plus externe de I’enveloppe cellulaire de la majorité des archées. La couche-
S est composée de glycoprotéines et forme une structure poreuse paracristalline.
La couche-S des archées représente la surface en contact avec ’environnement
extracellulaire, détermine la forme des cellules et sert de barriere protectrice et
sélective [9,/10].

1.2 Les types de membranes et le besoin de transport

Toute cellule, peu importe son origine (archée, bactérie ou eucaryote), est dé-
limitée par une membrane lipidique. Cette membrane permet a la cellule d’avoir
une forme définie et la protege de l'environnement en servant de barriere sélec-
tive qui permet le transport de molécules [11]. Comme expliqué dans la section
précédante, on peut ainsi classifier les organismes en se basant sur le nombre de
membranes cellulaires que possede la cellule : ainsi les organismes avec une seule
membrane sont appelés monodermes (fig. [Ip) et ceux avec deux membranes sont
appelés didermes (fig. [Th) [12]. Chez les bactéries, la membrane interne, la paroi et
la membrane externe sont les composants principaux de ’enveloppe bactérienne.

Chez les didermes, la membrane externe est la couche la plus externe de 1'en-
veloppe cellulaire. Cette membrane contient des phospholipides au niveau de sa
couche interne et des glycolipides au niveau de sa couche externe. Ces glycolipides
vont avoir tendances a se lier entre eux créant ainsi une barriere pour les molécules
hydrophobes. On retrouve également dans cette membrane des protéines telles que
des récepteurs et des porines. Parmi ces protéines membranaires, on retrouve deux
types de protéines : les protéines transmembranaires, qui vont permettre la diffu-
sion passive des petites molécules hydrophiles, et les lipoprotéines, qui vont servir
de liaisons entre la membrane externe et le peptidoglycane [14].

En dessous de la membrane externe, on retrouve la paroi cellulaire qui est
présente dans toutes les bactéries [15]. Dans les cellules didermes, elle se compose
d’une couche fine de peptidoglycane, et est aussi appelée périplasme servant de
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monodermes. (c) Paroi des cellules archéennes. Figure inspirée de .

compartiment supplémentaire et de barriere pour le passage d’ions et molécules
. Chez les monodermes, elle est présente sous forme d’une couche épaisse de
peptidoglycane. Le peptidoglycane sert d’exosquelette a la cellule . C’est lui
qui détermine la forme de la cellule.

La membrane interne, ou cytoplasmique, est la couche la plus interne de I’en-
veloppe cellulaire. Elle contient des protéines qui ont un réle, par exemple, dans la
production d’énergie, dans la sécrétion ou insertion de protéine ainsi que d’inter-
nalisation de nutriments. On retrouve dans cette membrane des glycérophospho-
lipides, des phosphatidyléthanolamines et du phosphatidylglycérol [17]. La mem-
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brane interne sert de barriere sélective, elle est imperméable aux ions et aux pro-
tons, ce qui permet le stockage d’énergie sous forme de gradient de protons et
d’ions. Cependant, elle possede des protéines qui permettent le transport de mo-
lécules, la translocation de protéines et le transport d’électrons.

La présence de ces structures dans ’enveloppe cellulaire permet une compar-
timentation et donc un espace qui abrite des machineries transportant des molé-
cules a travers cette enveloppe. Il est a noter que certaines de ces machineries sont
nécessaires a I'assemblage de structures permettant la motilité (pili, flagelles) et
d’autres a la sécrétion ou absorption de macromolécules (systemes de sécrétion,
transporteurs, pompes a efflux...) [18].

Chez certaines bactéries, il existe des couches protectrices a I'extérieur. Par
exemple, la couche-S, qui est une couche monomoléculaire composée d’une ré-
pétition de protéines identiques ou encore la capsule, composée généralement de
polysaccharides.

1.3 Motilité et adhésion

Pour coloniser un environnement, les bactéries et archées peuvent avoir besoin
de deux choses : 1) de pouvoir se déplacer pour aller explorer leur environnement
et ainsi trouver un terrain favorable a leur développement ou pour trouver des
nutriments (sans forcément aller ensuite s’y installer) 2) de pouvoir se fixer a
un endroit propice a leur développement. Je vais donc développer ici des moyens
connus chez ces organismes pour se mouvoir (motilité) ainsi que des moyens a leur
disposition pour se fixer aux surfaces (adhérences).

1.3.1 La motilité

Motilité par rotation. Ce type de motilité est présent chez les bactéries et les
archées et est dii a la rotation d’une structure filamenteuse appelée flagelle. Ce type
de motilité permet A la cellule de nager dans les environnements liquides (fig. [2h).
Il est a noter que méme si le flagelle présent chez les bactéries et chez les archées
sont des structures qui produisent le méme type de motilité, ils ne sont pas issus
de la méme famille de systeme moléculaire et ne sont pas homologues. Ainsi le
flagelle bactérien fait partie de la méme super-famille que le systéeme de sécrétion
de type III (T3SS) [19], tandis que le flagelle archéen (aussi appelé archaellum) est
un membre de la super-famille des filaments de type IV, comme le pilus de type IV
(T4P) et le systeme de sécrétion de type I (T2SS) [20]. Dans ce type de motilité, le
mouvement est controlé par la vitesse a laquelle le flagelle tourne sur lui-méme [21].
Par exemple, chez Halobacterium salinarium I'archaellum a fréquence de rotation
moyenne de 23 + 5 Hz pour une vitesse moyenne de nage de 3,3 + 0,9 pym par
seconde [22]. Les flagelles bactériens peuvent avoir une vitesse allant de 2 ym par
seconde (p.ex. chez les Beggiatoa) a 200 pm (p. ex. chez les Vibrio) [23].
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Motilité par contraction. En plus de la motilité passant par l'action du fla-
gelle, les bactéries possedent un autre type de motilité appelé motilité par contrac-
tion (twitching motility, Fig. Pb). Ce type de motilité utilise un filament appelé
le pilus de type IV (T4P) et passe par des cycles d’extension et rétraction de ce
pilus pour produire un mouvement en deux dimensions [24-28]. L’extension du
pilus est induite par la polymérisation de la fibre et va permettre d’adhérer a la
surface, la rétraction est induite par la dépolymérisation de la fibre et permet la
libération et la propulsion de la cellule. Ce mouvement est souvent mis en action
par la coopération de plusieurs pili [29-31]. Il est intéressant de savoir qu’un seul
pilus peut générer une force de 100 pN et un amas de pili peut atteindre une force
de 1-2 nN pour une vitesse de 1-2 pm par seconde [29,32,33]. Une récente étude
chez Pseudomonas aeruginosa [34] décrit les différentes étapes de ce mouvement.
En premier lieu, on va avoir une exploration de I’espace par le pilus, au contact
de la surface celui-ci va adhérer et commencer a rétracter le pilus. Enfin la cel-
lule bactérienne va avancer grace a la rétraction du pilus pour arriver au point
d’attachement.

. a- Motilité flagellaire

Rotation du flagelle

9
9 > >
2
 b- Motilté & laide du pilus
Extension du pilus Rétraction du pilus Extension du pilus
> >

Figure 2 — Mécanismes de motilité des cellules bactériennes et archéennes. (a) Motilité utilisant le flagelle comme
moteur de déplacement. (b) Motilité utilisant le pilus de type IV comme moteur de déplacement.

1.3.2 Adhésion

Pour pouvoir coloniser un environnement, il est important que les cellules bac-
tériennes (ou archéennes) se fixent a une surface pour ensuite se reproduire et
former des colonies. Ainsi, la faculté de la cellule a atteindre la surface et a se fixer
a un point donné est soumise a plusieurs contraintes et met en jeu différents fac-
teurs. Par exemple, la force ionique et le pH sont des facteurs majeurs qui peuvent
altérer la capacité d’une bactérie a atteindre et a adhérer a la surface. Il est a no-
ter que l'accessibilité aux nutriments peut aussi nuire ou favoriser I’adhérence des
bactéries [3536]. Par exemple, pour Agrobacterium tumefaciens, les limitations en
fer et en manganese altérent indépendamment I’adhésion cellulaire [37], alors que
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la limitation en phosphate déclenche la fixation cellulaire [38]. En plus des facteurs
de I'environnement, on peut retrouver a la surface des cellules des machineries qui
vont lui permettre d’adhérer plus facilement aux différentes surfaces. Ainsi, par
exemple, les flagelles et les pili, qui en plus d’avoir un role dans la motilité, vont
dans le cas des flagelles permettre a la cellule d’adhérer de facon réversible a la
surface et pour les pili jouer un role dans 'adhésion des bactéries didermes .

' Q Forces d'adhésion Déformation de Production d’adhésines !
. ‘ I'enveloppe cellulaire '

> >

b- Adhésion par répression de la rotation du flagelle

Flagelle

Répression de la rotation du flagelle Production d'adhésines '

c- Adhésion en utilisisant le moteur flagellaire comme mécanosenseur

Détection de surface Production d’adhésines

Moteur
flagellaire

.
.
.
. en fonction du rotor
.
.
.
.
.
.
.

'd-Adhésion alaide dupilus

Pilus Rétraction du pilus Production d’adhésines

>

Figure 3 — Mécanismes majeurs d’adhésion aux surfaces. (a) Aprés un contact avec la surface, la cellule est
sujette aux forces d’adhésion venant de la surface (fléche marron), lesquelles vont entrainer la déformation de
la cellule. (b) Le contact initial avec la surface permet de diminuer la rotation du flagelle, qui va entrainer un
signal de production de génes liés a 'adhésion. (¢) Un contact physique entre la cellule et la surface entraine un
changement de conformation du moteur qui va permettre de stimuler la production d’adhésine. (d) L’intéraction
entre le pilus et la surface entraine la rétraction du pilus qui va permettre la production d’adhésine. Figure adaptée

de .

Les premieres forces physico-chimiques que les bactéries subissent a ’approche
d’une surface solide sont : les interactions de Van der Waals, qui sont générale-
ment attractives, les interactions électrostatiques (modulées par le pH et la force
ionique de I'environnement) et enfin les interactions hydrophobes et acido-basiques,
qui varient d’attractives a répulsives selon le milieu et les bactéries . L’enve-
loppe cellulaire bactérienne est souvent chargée négativement, ainsi les surfaces
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sont chargées positivement ou qui sont neutres sont plus facilement colonisées que
celles étant chargées négativement [42]. La méme remarque est également valable
en ce qui concerne ’hydrophobicité de la surface sur I'adhésion bactérienne : les
bactéries dont la surface cellulaire est plus hydrophobe colonisent de préférence
les matériaux hydrophobes et vice versa [42]. L’hydrophobicité des bactéries varie
selon les especes bactériennes et est influencée par le milieu de croissance, ’age
des bactéries et la structure de leur surface [42].

En plus des interactions physico-chimiques, on retrouve également a la surface
de I'enveloppe cellulaire bactérienne diverses protéines, lipides et polysaccharides
ainsi que des structures filamenteuses et non filamenteuses [39]. De nombreuses
cellules bactériennes abritent diverses machineries extracellulaires composées de
protéines qui ont un role direct ou indirect dans I’adhésion. Par exemple, en plus
de propulser les bactéries, le flagelle joue un role important dans l'adhésion en
assurant un contact physique avec la surface mais aussi en fonctionnant comme
adhésif [43]44]. Tandis que les différents pili vont étre impliqués dans I’adhésion
initiale aux surfaces [39]. Il existe ainsi différents types de pili qui sont impliqués
dans les premieres étapes de I’adhésion. On peut citer, par exemple, le pilus de type
[ (T1P) [45], le pilus & adhérence étroite (« tight adherence pilus », Tad) [46,47]
et le pilus de type IVa (T4aP) [48].

Apres avoir atteint la surface, les cellules bactériennes, pour renforcer la fixation
a la surface, vont adapter certaines interactions entre la cellule et la surface. Ceci se
produit grace au repositionnement du corps cellulaire et des structures de surface,
mais également par la production de molécules d’adhésine [40]. Une fois 'adhésion
irréversible des cellules obtenue, les cellules peuvent commencer la colonisation de
la surface et 'établissement d'un biofilm [40].

2 Mécanismes d’évolution moléculaires

Au sein des bactéries et archées, une multitude de machineries ont évoluées
pour répondre aux besoins primordiaux des cellules. Je vais donc dans la cette
partie m’intéresser a leurs mécanismes d’évolution. Il existe chez les étres vivants
des mécanismes qui leur permettent d’évoluer, de s’adapter a un changement de
leur environnement. Dans cette section nous allons présenter les moyens qu’ont les
étres vivants pour évoluer et les forces évolutives auxquelles ils sont soumis.

2.1 Mutation, sélection et le devenir des genes

Au cours du temps, des variations peuvent survenir dans le matériel génétique
d’un individu, c’est ce qu’on appelle une mutation. Ainsi a chaque génération au
niveau d’une population donnée, un individu peut présenter dans son génome un
état différent de celui de ses parents, créant un polymorphisme. Par la suite, le
devenir de cette mutation reste incertain. Si le mutant initial ne se reproduit pas,
la mutation disparait de la population avec lui. Si la mutation ne disparait pas
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directement, les mutants ont éventuellement un poids sélectif. La fréquence de la
mutation dans la population va changer en fonction de cela et de la taille efficace
de la population. Si la fréquence diminue dans la population la mutation peut
disparaitre de celle-ci. A contrario, si la fréquence de cette mutation ne disparait
pas et envahit la population, on parle de fixation.

Lors de la comparaison de génomes, on rencontre souvent des changements
ponctuels des quatre nucléotides A, T, G ou C, mais aussi des insertions/délétions,
des duplications de genes et des inversions de genes... Parmi les mutations ponc-
tuelles, il existe différents types qui n’ont pas le méme effet en ce qui concerne
les processus biologiques qui vont se produire apres (transcription, traduction).
On peut ainsi avoir des mutations dites synonymes, qui vont modifier la base nu-
cléotidique mais qui ne changeront pas 'acide aminé au niveau de la séquence
protéique qui correspond, ou des mutations non synonymes qui vont, elles, modi-
fier la séquence protéique associée et donc altérer la fonction et ou la structure
de la protéine (de fagon positive ou négative). La modification la séquence peut
aussi provoqué une arrivée d’un codon stop prématuré qui peut provoqué, suivant
sa position dans la séquence, une protéine plus petite et non fonctionnelle qui sera
dégradée.

Associée aux mutations qui permettent ’évolution des populations, il existe
une force qui s’applique aux mutations et qui joue un role dans sa fixation, c’est
la sélection naturelle. Cette force va avoir tendance a ramener la fréquence d'une
mutation défavorable vers 0 et d'une mutation favorable vers 1. La probabilité de
fixation va étre plus importante dans le cas d’'une mutation favorable que dans
le cas d’une mutation défavorable, et ne va pas avoir de grand effet quand il
s’agit d’'une mutation neutre. Cependant certaines mutations restent en fréquences
intermédiaires, soit parce que I’hétérozygote a plus d’avantage (eucaryotes), soit
parce qu’il y a de la sélection qui dépend de la fréquence (p. ex. certains traits
ne sont adaptatifs que quand ils sont rares). Certaines mutations peuvent étre
également fixées par hasard, par exemple, parce qu’elles sont liées génétiquement
a une mutation bénéfique (phénomene de « hitchhiking ») [49)].

De récentes critiques soutiennent que le biais de mutation et le biais de dé-
veloppement peuvent expliquer 1'origine des adaptations indépendamment, ou en
plus, de la sélection naturelle [50,/51]. Les mutations ne sont certainement pas ré-
parties au hasard dans le génome, et les différentes régions du génome présentent
des taux de mutation différents, soit en raison de contraintes structurelles [52],
soit en raison de la sélection pour différents taux de mutation optimaux [53]. Les
taux de substitutions peuvent également évoluer dii a des changements dans 1’ef-
ficacité de la sélection naturelle avec un changement dans la taille efficace de la
population [54] ou par une sélection de deuxieme ordre lors de I'adaptation a de
nouveaux environnements [55|. Enfin, les taux de substitutions sont directement
influencés par des facteurs environnementaux externes tels que le rayonnement UV
et la température [56},57].

Les génes sont aussi soumis a d’autres processus biologiques en plus des muta-
tions ponctuelles et de la sélection. Un processus, appelé la duplication, conduit a
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la présence au sein d’'un méme génome d’une séquence en deux copies, initialement
unique. Les deux copies, initialement identiques, peuvent par la suite diverger au
cours de I’évolution. L’existence de duplications nombreuses et de longueurs variées
est tres visible dans les génomes. De ce fait, la plupart des génomes contiennent
des familles de genes homologues. Ces familles multigéniques, qui peuvent com-
prendre de deux jusqu’a plusieurs centaines de genes, sont le résultat de processus
de duplication de geénes a l'intérieur des génomes, mais aussi de transferts de génes
(que je détaillerai dans ma prochaine sous-section). Les geénes homologues issus
de duplication sont appelées paralogues, pour les différencier des orthologues qui
sont eux issus d'un évenement de spéciation. Il a été souligné le role important des
duplications durant 1’évolution des étres vivants, en particulier pour 'acquisition
de nouvelles fonctions [58], cependant cette information est & modérer chez les
bactéries ou la grande majorité des expansions des familles de protéines sont dues
a des transferts de protéines [59].

La fusion de genes, quant a elle, est un mécanisme qui aboutit a la concaténa-
tion de deux genes a co6té dans le génome pour en faire un seul. Elle se traduit,
d’un point de vue protéique, par une protéines unique possédant les domaines de
deux protéines initiale. A contrario, la fission constitue le phénomene inverse de
la fusion et conduit a la division d'un gene en deux autres genes. Il est important
de noter, que s’il existe la forme fissionnée d’un gene et la forme fusionnée dans
deux génomes différents, il est difficile de faire I’hypothese d’une fusion plutot que
d’une fission. Cependant il a été montré, que les fusions sont en moyenne quatre
fois plus fréquentes que les fissions [60]. On peut également rajouter que si une
fission se produit sur une protéine qui possede deux domaines identiques, la fission
de celle-ci peut mener a deux protéiques qui possedent une fonction similaire. Les
genes ainsi nouvellement crées sont encodés cote a cote dans le génome, ce qui
peut faire penser a une duplication de genes. Il est donc important de prendre
en compte I'histoire générale d’une protéine pour lui attribuer un évenement de
duplication ou fission de gene.

2.2 Transfert horizontal de génes (HGT)

Les bactéries et les archées croissent par division cellulaire. Chaque nouvelle
cellule est le clone de la cellule mere. Par cette méthode, la transmission de genes
(entre la cellule mere et la cellule fille) est dit vertical. Il a été montré que les
bactéries et les archées sont capables d’acquérir des genes venant d’autres especes
de bactéries et /ou d’archées et/ou d’eucaryotes par plusieurs moyens dont les plus
étudiés sont : la conjugaison [61], la transduction [62] et la transformation [63}/64].
Ces mécanismes sont responsables des transferts horizontaux de géenes (HGT) ou
transferts latéraux de geénes (LGT) pour les opposer a la transmission verticale de
genes. Les HGTs sont connus pour étre un mécanisme permettant de transférer des
genes de résistance aux antibiotiques entre différentes especes [65). 11 a également
été découvert que les transferts horizontaux de genes n’existent pas seulement au
sein des bactéries et des archées mais on aussi entre tous les domaines du vivant.

29



Introduction

C’est par exemple le cas de Agrobacterium tumefaciens, qui induit la production
de tumeur chez la plante en transférant un plasmide dans la plante pour faciliter
I'infection bactérienne . On peut aussi citer le cas du transfert d’'une synthé-
tase tyrosyl-ARNt d’une haloarchée chez I'ancétre commun des opisthoconthes qui
constitue un caractere dérivé partagé de ce groupe, et donc suggere qu’ils ont un
ancétre commun a l'exception des autres especes . Ces HGTs peuvent donc se
produire entre différents domaines du vivant et ont été découverts assez tot au
court de I'histoire de la biologie moléculaire [63,68]. Ces mécanismes de trans-
ferts de genes sont importants pour 1’évolution des espéces, plus nombreux chez
bactéries et archées mais également montré comme cruciaux chez les eucaryotes,
permettent 'obtention de nouveaux genes et fonctions. Je vais détailler ces diffé-
rents mécanisme de transferts dans la suite de cette section.

2.2.1 Conjugaison

Le mécanisme de conjugaison est un mécanisme qui implique un contact direct
entre deux cellules voisines. La machinerie de conjugaison est encodée dans le
génome sur des éléments génétiques mobiles, qui vont étre intégrés dans le génome
de la bactérie. La conjugaison bactérienne comprend deux mécanisme distincts,
impliquant le transfert soit d’ADN double brin soit d’ADN simple brin. Un troi-

- Conjugaison d’ADN simple brin
a- Conjugaison d simple b Elément conjugatif

A \‘I
C' .

Cellule donneuse Cellule receveuse

Cellule receveuse

Figure 4 — Mécanismes majeurs de conjugaison. (a) Conjugaison utilisant un ADN simple brin. L’élément
conjugatif (rouge), intégré ou non, va étre coupé par la relaxase sur un de ses deux brins dans la cellule donneuse
(vert) et un des deux brins va s’attacher a la relaxase. Il va ensuite étre sécrété au niveau de la cellule receveuse
(bleu) en passant par le T4SS et s’intégrer ou non dans le génome de la cellule receveuse. (b) Conjugaison double
brin. L’élément conjugatif (rouge), intégré ou non, va étre transferé de la cellule donneuse (vert) a la cellule
receveuse (bleu) par l'intermédiaire de la protéine de transfert Tra et sera intégré ou non dans le génome de la
cellule receveuse. Figure adaptée de .
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sieme mécanisme plus rare, mal compris, spécifique aux Mycobacterium spp. est
appelé transfert conjugatif distributif |[70]. Ce dernier mécanisme transfere des
fragments d’ADN de taille variable (50 bp jusqu’a 200 kbp) qui vont étre intégrés
a différentes positions dans le chromosome [70].

La conjugaison utilisant ’ADN simple brin a été trouvée dans la majorité des
bactéries impliquant des éléments conjugatifs |71]. Cette nanomachinerie est com-
posée : du systeme de sécrétion de type IV (T4SS), d'une protéine de couplage de
type IV (T4CP) et d’une relaxase. La relaxase va produire une coupure simple-brin
et se lier de fagon covalente a ce brin. Ensuite, en utilisant la T4CP, le complexe
relaxase-ADN va étre sécrété par le T4SS dans lautre cellule (fig. [4h).

La conjugaison utilisant un double brin d’ADN est, elle, spécifique aux Acti-
nobacteria. Cette conjugaison utilise une seule protéine [72] et n’implique pas le
T4SS et ne transfere de 'ADN qu’a l'intérieur du mycélium formé par plusieurs
actinobactéries (fig. [4p).

La conjugaison utilisant un seul brin d’ADN est un mécanisme de transfert
horizontal qui permet de transférer sur une tres grande distance phylogénétique,
par exemple, entre bactéries et plantes ainsi que bactéries et levures [66].

2.2.2 Transduction

La transduction a été le dernier mécanisme de transfert horizontal découvert
[62]. Ce type de mécanisme met en oeuvre des virus bactériens appelés phages
(ou bactériophages) ou des virus d’archées. Il existe différents types de phages
qui impliquent donc différents types de transduction. Au sein des phages, on va
trouver des phages dits virulents, qui se répliquent intensivement dans la cellule
et lysent la cellule (cycle lytique) (fig. [FJA) [73], et dits tempérés, qui peuvent soit
agir comme des phages virulents, soit rester sous forme latente en s’intégrant au
chromosome bactérien ou en restant sous une forme plasmidique dans la cellule
(cycle lysogénique) (fig. ph) [73]. Quand le phage est en cycle lysogénique, il est
appelé prophage. La transduction est un processus de transfert de genes dune
bactérie a 'autre par I'intermédiaire d’un phage.

Ce mécanisme peut se trouver sous plusieurs formes et dépend du cycle de vie
du phage et du mécanisme d’encapsidation [69]. On a tout d’abord la transduction
dite spécialisée (fig. ) qui se produit lorsqu’un phage tempéré passe en phase
lytique et récupere, au moment de ’excision, un ou plusieurs génes de son voisinage
qui seront transférés au prochain héte de ce phage [73]. Une autre forme de ce
mécanisme est la transduction dite généralisée (fig. ), qui se produit durant la
phase lytique quand un phage encapsule de ’ADN de son hdte et le transfere
dans un autre hote. Cet évenement est relativement rare, il a été estimé pour le
phage P22 qu’a peu pres 2% des virions contiennent de ’ADN du chromosome
donneur [74]. Cependant, une étude récente [75] a montré que ce taux était plus
élevé au sein de communautés naturelles.
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Figure 5 — Mécanismes majeurs d’HGT médiés par les phages. (a) L’infection par un phage peut mener soit &
un cycle lytique (en vert) si le phage est virulent ou tempéré, soit & un cycle lysogénique si le phage est tempéré.
(b) La transduction spécialisée est due & un défaut d’excision d’un prophage, créant un génome de phage avec
de ’ADN de phage (en rouge) et de PADN de I’'héte (en noir). (c) La transduction généralisée peut transférer
un fragment aléatoire de ’ADN de I’héte dans des cellules sensibles a ce phage. Cela se produit quand un phage
encapsule ’ADN de ’héte (en noir) a la place de PADN du phage (en rouge). Figure adaptée de .

2.2.3 Compétence

La compétence, ou transformation naturelle, est le premier mécanisme de trans-
fert horizontal de génes & avoir ét¢ découvert [63]. Ce mécanisme est caractérisé par
la faculté a récupérer de I’ADN exogene dans 'environnement. Les génes codant
les systemes permettant la compétence semblent étre présents dans la majorités
des especes bactériennes, seulement environ 80 especes ont été montrées comme
transformables . Les geénes permettant la compétence sont, pour la majorité
des bactéries, apparentés a la super-famille de nanomachines comprenant le pilus
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Figure 6 — Mécanisme majeur de compétence. Apres lyse de la cellule, ’ADN de la cellule (en rouge) se retrouve
libre dans I’environnement. Une cellule compétente (en bleu) va alors pouvoir attacher son pilus de compétence
a un fragment d’ADN. La cellule va ensuite rétracter son pilus dans le périplasme pour que le récepteur a ’ADN
(ComEA) s’attache a celui-ci, ’ADN sera ensuite clivé par la nucléase et un des deux brins d’ADN va passer
dans le cytoplasme de la cellule grace au pore ComEC. Une fois ’ADN simple brin dans la cellule, on aura une
recombinaison homologue qui va permettre & I’ADN simple brin d’étre intégré dans le génome de la cellule (en
noir). Figure adaptée de [69].

de type IV (T4P) et le systeme de sécrétion de type II (T2SS) [76], & 'exception
des Helicobacter et des Campylobacter qui utilisent un systéme de sécrétion de
type IV (T4SS) [77].

La compétence est divisée en quatre étapes (fig. [6) : 1) Libération de 'ADN
dans 'environnement par lyse d’une cellule bactérienne ou par sécrétion de ’ADN
par la bactérie [78]. 2) Absorption de 'ADN grace au pilus de compétence [79).
L’absorption de 'ADN fait référence au transport de 'ADN a travers l'enve-
loppe bactérienne. 3) La translocation de ’ADN & travers la membrane cytoplas-
mique [80]. Généralement, ce processus actif commence par la liaison de ’ADN au
pilus; I'absorption se fera probablement par rétraction de pilus de type IV pour
tirer ’ADN dans le périplasme en passant par les pores de la sécrétine dans le cas
des bactéries didermes [81]. Une fois dans le périplasme, un seul brin de I’ADN
est transféré a travers la membrane cytoplasmique tandis que ’autre brin est dé-
gradé. Cette derniere étape menant a une transformation naturelle nécessite un
mécanisme d’absorption de PADN qui est composé d’un récepteur membranaire
de liaison a ’ADN (ComEA), d’une protéine formant un canal a la membrane
cytoplasmique (ComEC) et d'une ATPase (ComFA) [80]. Pour finir, I’ADN simple
brin entre dans la cellule et est éventuellement intégré au génome de la bactérie
par recombinaison homologue.

3 La super-famille des filaments de type IV (TFF-
SF)
Durant ma these, je me suis intéressé a la super-famille des systemes bacté-
riens et archéens, qui comprend : le systeme de sécrétion de protéines de type II

(T2SS), le pilus de type IVa (T4aP), le pilus de type IVb (T4bP), le « mannose-
sensitive hemagglutinin » pilus (MSH), le pilus & adhésion étroite (Tad), 'appareil
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de compétence (Com) et le pilus de type IV chez les archées (Archaeal-T4P). Ces
systemes ont des composants homologues centraux, parfois en plusieurs copies, et
présentent des similitudes en termes d’architecture macromoléculaire ,.
L’organisation de ces systemes et de leurs fonctions sera détaillée systeme par
systeme dans cette section.

Les systemes de la super-famille des filaments de type IV (TFF-SF) sont im-
pliqués dans des fonctions typiquement associées aux pili extracellulaires chez les
procaryotes, y compris la fixation cellulaire et la formation de biofilms, et sont
exploités par les phages pour l'infection cellulaire [84-86]. Les T4aP, T2SS, T4bP
et Tad sont également des facteurs de virulence importants des bactéries patho-
genes [87-92]. Néanmoins, et malgré leur homologie, les différentes familles de la
TFF-SF ont développé des fonctions biochimiques spécifiques. Les T4aP et T4bP
permettent aux bactéries de se déplacer (grace a la motilité par contraction, un
mouvement causé par des cycles répétés d’extension-rétraction du pilus) [25}93].
Certains TFFs sont impliqués dans I’adhérence efficace aux surfaces abiotiques fa-
cilitant la formation de biofilms . Le T2SS sécrete les protéines du périplasme a
travers la membrane externe [95]. Certains T4aP, Com et Archaeal-T4Ps facilitent
I’absorption de 'ADN de I'espace extracellulaire dans la cellule . Dans les
bactéries, ces systemes sont de loin les appendices les plus fréquemment impliqués
dans la transformation naturelle. Les Archaeal-T4Ps comprennent le flagelle ar-
chéen impliqué dans la motilité par rotation de 'appendice (Archaellum), le pilus
impliqué dans l'absorption du sucre (bindosome ou Bas), le pilus Ups impliqué
dans I'établissement de contacts cellule-cellule pour permettre la réparation de
I’ADN,; et plusieurs pili aux fonctions encore mal définies [97H99).
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T2SS T4aP Tad MSH T4bP Com (monoderme) Archaeal-T4P

Membrane
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p
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Function _[Protéine SD ATPase _|IM platiorme[Piline majeure |Piline mineure Protéine d' repiline peptidasd Pilotine| Fonctions diverses
T2SS GspC | GspD | GspE GspF GspG GspH-I-JK |GspL GspM GspO Gsps
TaP PilP PilQ |PilB-T-U PilC PIlA PIENVIX 1piM PO PiIN PIlD
Tad RopA | TadA  TadZ | TadB-C Fip TadE-F TadG RepB Tadv TadD [RepC
Com ComGA ComGB | ComGC ComC ComEAENdA ComEC ComFA
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Figure 7 — Schéma de la super-famille des filaments de type IV. Les composants homologues sont représentés
avec la méme couleur. La table en légende indique le code couleur et le nom des composants dans les différents
systemes. SDA est l'initiale de « secretin-dynamic associated » et IM de « internal membrane ».

3.1 T4aP : Type IVa pilus

Les pili de type IV (T4P) sont des structures filamenteuses minces, longues,
flexibles et assemblées a la surface de nombreuses especes bactériennes. Les T4P
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sont impliqués dans de nombreuses fonctions telles que la motilité cellulaire, I’adhé-
rence aux surfaces, la prédation, la formation de biofilms, ’absorption de ’ADN et
la sécrétion de ses protéines extracellulaires [28]/32,/100,101]. L’adhérence peut étre
assurée par les propriétés adhésives de la piline majeure ou par certaines pilines mi-
neures, comme PilV dans Neisseria meningitidis et Neisseria gonorrhoeae [83}/102] ;
ou par des protéines associées au pilus, comme 'adhésine PilY1 de Pseudomonas
aeruginosa [103].

Le phénomene d’aggrégation/agglutination des bactéries voisines, favorisé par
les T4P, permet la formation des microcolonies par une interaction pilus-pilus
produite a 'aide des sous-unités de pilines mineures, telle que PilX chez Neis-
seria meningitidis [104]. La formation de microcolonies groupe les cellules pour
concentrer les toxines sécrétées (p. ex. Vibrio cholerae), cette agglomération est
également utile comme protection contre la réponse immunitaire de I’hote. La for-
mation de microcolonies par les T4P est connue pour participer a la formation
du biofilm, ou I'attachement efficace a une surface et 'aggrégation cellulaire sont
essentiels [105(107].

La pathogénicité liée a la motilité par contraction a été caractérisée chez les es-
peces de Neisseria, en particulier chez Neisseria gonorrhaeae, qui est capable d’ac-
tiver certaines des cascades de signalisation de I’'h6te. La motilité par contraction
se produit dans les surfaces semi-solides comme I’épithélium muqueux et in vitro
sur les surfaces humides a viscosité modérée [48]. Outre la motilité, les contractions
sont également nécessaires pour la colonisation de 1’hote, et la rétraction est requise
chez certaines especes pour I'absorption de ’ADN pendant la compétence [108].

Les T4Ps se composent de différents groupes phylogénétiquement distincts et
sont, considérés comme des facteurs clés de virulence de nombreux agents patho-
genes de végétaux, d’animaux et d’humains tels que Francisella tularensis, Neis-
seria gonorrhaeae, Oichelabacter nodosus [101,[109,[110]. Ainsi, on retrouve sous le
terme de T4P plusieurs groupes phylogénétiquement distincts : les T4aP, les T4bP
et les Tad (ou T4cP). Sous cette sous-section je vais m’intéresser exclusivement au
T4aP.

Grace aux dernieres données de cryo-EM, on sait que le T4aP a une architecture
globale qui est divisée en quatre parties principales [100] (fig. , dont les genes sont
généralement localisés en plusieurs groupes dans différents loci sur le génome [112] :

— Le compleze de la membrane externe (absent chez les bactéries monodermes) :
comprenant la sécrétine, PilQQ, une protéine associée a la sécrétine PilP et
dans quelques cas une lipoprotéine, la pilotine PilF. La sécrétine est un mul-
timere de sous-unités PilQ) qui forme un canal dans la membrane externe
pour la sortie du pilus. La lipoprotéine PilF est impliquée dans I'oligoméri-
sation de PilQ et aide a une localisation correcte de PilQ dans la membrane
externe |113]. Par ailleurs, PilP semble étre nécessaire dans la croissance des
fibres, cependant cette protéine n’est pas présente chez les monodermes et
donc son réle ne semble pas avéré [114,/115]. PilP peut également étre un
constituant spécifique aux didermes servant d’ancre macromoléculaire néces-
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Figure 8 — Schéma détaillé du pilus de type IVa. Figure inspirée de , .

saire pour promouvoir un assemblage efficace du pilus [100].

— La plateforme d’assemblage : localisée dans la membrane cytoplasmique de
la bactérie. Elle comprend les protéines PilC, PilM, PilN et PilO. PilC est
une protéine polytopique qui agit comme une plateforme durant la formation
du pilus [116,[117]. Elle est essentielle pour la polymérisation du pilus et la
motilité par contraction . De plus, les domaines cytoplasmiques de PilC
semblent interagir avec les ATPases PilB et PilT [48117]. Les protéines PilM,
PilN et PilO forment un complexe associé a la membrane cytoplasmique
par l'interaction de PilM et PilN . PilM, PilN et PilO sont structurés
en forme de « cage » dans laquelle PilC est située au centre [100]. Il a
été proposé que PilC joue un role dans le mouvement de rotation du pilus
pendant 1’assemblage ,, comme chez le T2SS . Le complexe
PilM-PiIN-PilO joue un role de maintien de la machinerie pour aligner la
plateforme d’assemblage avec la sécrétine, par interaction avec PilP, pour
assurer la sortie du pilus au moment de 'assemblage [1004[111},119}]121].

— Le complexe moteur : formé soit par I’ATPase d’extension, PilB, ou par
I’ATPase de rétraction, PilT et/ou PilU . PilB, PilT et PilU ont une lo-
calisation cytoplasmique ; PilB est impliquée dans la polymérisation du pilus
tandis que PilT est impliquée dans la rétraction du pilus par dépolymérisa-
tion . Des analyses structurales révelent une rotation dans le sens
horaire de la cavité centrale de PilB qui peut se traduire par la rotation
de PilC et du pilus. La force générée par un seul filament rétractable (100
pN) permet & la cellule de déplacer 10 000 fois sa propre masse [114],
faisant du T4aP le moteur linéaire le plus puissant rapporté a ce jour. La
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tension exercée sur la fibre peut affecter de fagon réversible la morphologie
du pilus, comme dans le T4aP de Neisseria gonorrhoeae [30]. Les données
structurelles suggerent que la rétraction de I’ATPase PilT fonctionne par ro-
tation inverse par rapport a I’ATPase PilB pour favoriser le démontage de
la fibre [125].

— Le filament : fibre de largeur comprise entre 60 et 80 acides aminés (AA)
et longue de plusieurs um. Elle est formée par la piline majeure PilA et les
pilines mineures FimT, FimU, PilV, PilW, PilX, PilE. [’adhésine PilY1 est
nécessaire a la formation des filaments et semble faire partie du méme com-
plexe, cependant sa localisation n’est pas claire [126]. Le filament (ou pilus)
est composé de milliers d’exemplaires de la sous-unité principale (la piline
majeure) et de plusieurs pilines mineures en faible abondance. Les pilines
sont de petites protéines d'un poids moléculaire inférieur a 20 kDa; elles
sont synthétisées sous forme de préprotéines, clivées par la prépiline pepti-
dase PilD [127]. Ce processus est essentiel pour la poursuite de 1’assemblage
du pilus. Les pilines ont une structure « de sucette » (téte globulaire suivie
d’une queue). Les tétes globulaires fournissent au T4aP leurs propriétés fonc-
tionnelles, et les interactions du domaine de la téte déterminent la spécificité
de I'assemblage et contribuent a la stabilité des fibres [128]. Les glucides de
surface associés au pilus peuvent interférer avec la reconnaissance des anti-
corps anti-T4aP en imitant les antigenes de 1’'hote. Des études du T4aP chez
Geobacter sulfurreducens, composé d’une petite piline majeure (66 AA), ont
montré des propriétés remarquables de ce pilus, comme la capacité d’agir
comme des nanofils électriquement conducteurs [129,/130]. L’adhésine PilY1,
associée au pilus chez Pseudomonas aeruginosa, se lie a l'intégrine jouant
un role dans l'adhérence. De plus, il a récemment été démontré que PilY1
fonctionne comme un mécanosenseur induisant la virulence lors la fixation a
I'héte [103,126,131). Chez Neisseria gonorrhaeae, PilY1 est située a l'extré-
mité de la fibre et participe a la reconnaissance d’un récepteur glycoprotéique
de cellules humaines. Les pilines mineures, forment un complexe d’initiation
qui amorce I'assemblage du pilus [126]. Certaines d’entre elles (PilV, PilW et
PilX) interagissent et participent a la présentation en surface de 1'adhésine
PilY1 [132,/133]. Les pilines mineures sont nécessaires a une piliation efficace
et sont utiles dans des fonctions diverses comme 'aggrégation ou la moti-
lité [134}136]. Les pilines mineures ne sont pas localisées aux extrémités des
fibres, mais semblent plutot étre distribuées dans tout le pilus [135].

3.2 T4bP : Type IVDb pilus

Au sein des systemes dénommés T4P, on retrouve un groupe phylogénétiquement
distinct, le groupe des T4bP [137]. Les T4bP ont des pilines plus grandes (180-208
AA) que celles des T4aP (150-160 AA) [92]. Les genes des T4bPs encodent un plus
petit ensemble de protéines codantes (10-12), qui sont toujours majoritairement
regroupées dans un seul opéron et peuvent se situer dans des plasmides ou des
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éléments mobiles [138]. T4bP sont communément trouvés dans des pathogénes (p.
ex. le pilus formant des faisceaux (Bfp) d’Escherichia coli entéropathogene
et le pilus corégulé par des toxines (Tcp) de Vibrio cholerae . Les T4bP vont
avoir une architecture similaire & celle des T4aP (fig. E[), ils possedent un filament
composé d'une sous-unité de piline majeure, PilA ainsi qu'une ou plusieurs pi-
lines mineure, Pilk; une prépiline peptidase PilD ; un complexe moteur avec une
ATPase, PilB, dans quelques cas une deuxieme ATPase, PilT ; une plateforme d’as-
semblage composée d'une protéine membranaire intégrale cytoplasmique, PilC, qui
est liée a deux protéines qui forment un complexe cyclique autour de PilC, PilM
et PilN, mais qui n’ont pas de similarité de séquences avec leur homologues chez
T4aP ; et un complexe de la membrane extérieure composé d’une sécrétine, PilQ
et une protéine associée a la sécrétine, PilP [141].

[] Pip
Membrane
- PilQ externe
|:| PilB »
Périplasme
[] PilT
- PilC Membrane
interne
I PilA
[ PilE
Cytosol
[ PiD

Figure 9 — Schéma du détaillé du pilus de type IVb. Figure inspirée de \ .
Parmi les T4bP décrit il existe :

Lng. Le pilus long ( « longus pilus », Lng) est présent chez Echerichia coli
entérotoxigene. Ce pilus est exclusivement exprimé a la surface de la bactérie si
la température de culture est a 37 °C et a un pH de 7,5. Cette expression du
pilus Lng suggere qu’il doit étre présent dans les différents segments de I'appareil
gastro-intestinal en réponse au changement interne de pH , mais on en sait
encore peu sur ce pilus.

Bfp. Le pilus formant des faisceaux ( « bundle forming pilus », Bfp) est trouvé
chez Echerichia coli entéropathogene (EPEC). Les genes du pilus Bfp sont en-
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codés sur un plasmide appelé EAF (EPEC adherence factor) |143]. Le pilus Bfp
possede des sous-unités qui lui permettent de reconnaitre les récepteurs N-acétyl-
galactosamine présents dans les cellules humaines intestinales lors d’'une déficience
de microvillosités [143,144]. 11 a une fonction d’adhérence qui peut étre médiée par
les propriétés adhésives de sa piline majeure [144].

Tcp. Le pilus corrégulé par des toxines (toxin-coregulated pilus, Tcp), présent
chez Vibrio cholerae, ne possede pas d’ATPase de rétraction (homologue de PilT)
et est donc considéré comme incapable d’effectuer la rétraction du pilus et des
fonctions associées a la rétraction [145,146]. Le Tcp favorise 'aggrégation des bac-
téries voisines pour former des microcolonies. Cela peut étre dii a la piline majeure
et est utile lors de colonisation de I'héte |146]. Le Tcp est un récepteur connu du
bactériophage CTX qui porte les geénes qui encode une toxine cholérique [141]. Le
Tcp est capable de sécréter des protéines solubles, notamment le facteur de colo-
nisation TepF [147]. Son architecture a été révélé récemment par cryotomographie
électronique [141].

R64. Le pilus R64 est un pilus fin dont les genes ont été découverts sur le plas-
mide conjugatif R64 chez Salmonella enterica [13§]. 1l est requis pour 'appariement
des cellules en milieu liquide et pourrait jouer un role lors de la conjugaison [148],
cependant peu de choses sont connues sur ce pilus.

Cof. Le pilus a facteur de colonisation (colonization factor, Cof) a été découvert
chez les Echerichia coli entérotoxigéniques (ETEC). Le domaine C-terminal du
pilus adopte un repliement spécifique qui suggere que la piline majeure du pilus Cof
permet 'attachement et la colonisation de I’épithélium intestinal de 1'hdte [149).
De plus, il a été montré que ce pilus était capable de sécréter une protéine, CoflJ,
a l'extrémité de son pilus qui permet 'ancrage lors de ’adhésion et qui augmente
la pathogenese [149].

3.3 Tad (T4cP) : « tight adherence pilus »

Le pilus a adhérence étroite (« tight adherence pilus », Tad) a d’abord identi-
fié chez les Aggregatibacter actinomycetemcomitans. 1l représente un sous-groupe
distinct chez les T4P et sont aussi appelés T4cP [46}(150,/151]. Ce pilus est pré-
sent chez plusieurs bactéries didermes et monodermes [152] et est connu pour
participer a l'adhérence sur différentes surfaces, la formation de biofilms extré-
mement tenaces en milieux liquides, la pathogénese et la transformation natu-
relle [28,[83,|150}|151},/153-156]. Il est également connu comme un récepteur au
bactériophage CbK [157]. Cette machinerie est généralement composée de douze
genes encodés en un seul cluster.

Le Tad a, comme les autres systéemes homologues de la TFF-SF| une architec-
ture globale divisée en quatre parties principales [154] (fig. :
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Figure 10 — Schéma du détaillé du pilus a adhérence étroite (Tad, T4cP). Figure inspirée de .

— Le filament : fibre composée de sous-unités de piline majeure, Flp (fimbrial
low molecular weight protein) [158]. Cette piline est plus courte (50-70 AA)
que celle présente chez les T4aP et T4bP . La piline majeure, joue un role
dans la formation de biofilm et 'adhérence car une mutation de cette pro-
téine altere ces fonctions . Les pilines mineures TadE et TadF semblent
former une structure oligomérique dans le périplasme, afin de permettre I’as-
semblage du pilus ainsi qu’assurer un contact entre les deux membranes chez
les bactéries didermes . Une protéine, TadG, présente dans l'opéron
semblerait avoir une fonction d’ancrage du pilus au niveau de la membrane
cytoplasmique . Les pilines sont synthétisées avant d’étre assemblées
dans le pilus en pré-pilines, qui sont clivées par la prépiline peptidase TadV
et ensuite incorporées dans le pilus.

— Le compleze d’assemblage : complexe composé de deux protéines homologues
transmembranaires , TadB et TadC, elles forment la plateforme sur laquelle
le pilus s’assemble. Associée a cette plateforme, on retrouve une protéine
cytoplasmique, TadZ, qui semble appartenir a la super-famille des ATPase
MinD/ParA mais pour laquelle nous n’avons que peu d’information sur sa

fonction dans la machinerie Tad et qui n’a aucun homologue connu parmi
les protéines des autres machineries de la TFF-SF [154].

— Le complexe moteur : TadA, ATPase située dans le cytoplasme, elle est néces-
saire a la formation du pilus en apportant ’énergie nécessaire a 1’assemblage
du pilus, facilité par le complexe d’assemblage . Fait intéressant, cette
ATPase semble avoir un lien phylogénétique avec I’ATPase non ubiquitaire
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du systéme de sécrétion de type IV, VirB11 [154].

— Le complexe de la membrane externe : présent exclusivement chez les di-
dermes, ce complexe est composé d’'un pore (la sécrétine RcpA) qui per-
met a la fibre de sortir a travers la membrane externe des bactéries di-
dermes [154,[161]. De la protéine RepB, localisée dans la membrane ex-
terne, qui semble requise pour la stabilité et ’assemblage de la sécrétine
en association avec une autre protéine localisée dans la membrane externe,
TadD ,. Cependant nécessité de la protéine RepB ne semble pas
totalement prouvée mais semble essentielle a la formation du pilus .
Enfin, une derniere protéine, RepC, également localisée dans la membrane
externe, semble étre impliquée dans la modification post-traductionnelle de

la piline [154].

3.4 T2SS : Type II secretion system

Le systeme de sécrétion de type II (T2SS) est utilisé chez plusieurs especes bac-
tériennes pathogenes et non pathogenes, il permet de s’adapter aux conditions
environnementales (en sécrétant des enzymes de dégradation) [163]. Le T2SS est
également connu comme l'une des branches terminales de la voie sécrétoire gé-
nérale ( « general secretory pathway ») des bactéries didermes [164-166]. Cette
machinerie est composée de douze & quinze protéines différentes, appelées Gsp (ge-
neral secretion pathway), qui, en général, sont encodées en un seul cluster de trois
opérons . L’opéron gsp est généralement composée de treize génes nommés C

a 0.
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Figure 11 — Schéma du détaillé de 'appareil de sécrétion de type II. Figure inspirée de \ .

Grace aux dernieres données de cryo-EM, on sait que le T2SS a une architecture
globale qui est divisée en quatre parties principales [167] (fig. :

41



Introduction

— La plateforme d’assemblage : complexe composé de quatre protéines mem-
branaires intégrales qui se situe dans la membrane interne : GspC, GspF,
GspL et GspM [168]. Cette plateforme permet 1'extraction membranaire des
sous-unités de pseudopiline et leur incorporation dans la fibre, entrainant la
croissance de pseudopilus. Les protéines GspC, GspL et GspM sont dispo-
sées de maniere cylindrique avec leurs domaines périplasmiques formant le
bord extérieur du T2SS dans le périplasme, tandis que GspF est située au
centre de cet anneau formé par les trois autres composants [95,169]. Parmi
les protéines de la plateforme, GspC permet la connexion de la plateforme
d’assemblage avec la sécrétine, GspD |170L[171]. GspL et GspM sont des pro-
téines bitopiques de structures similaires [172,/173]. GspL permet le lien avec
GspE [171], qui est renforcé par la GspF, qui se lie aux deux protéines et les
stabilise |174]. GspF, contrairement aux autres protéines, est une protéine
polytopique intégrale de la membrane nécessaire a la sécrétion de protéines
et la construction du pseudo-pilus [171,/175.|176].

— Le pseudo-pilus : fibre hélicoidale assemblée dans le périplasme au niveau de
la plateforme d’assemblage [120,/177]. Ce sous-complexe est principalement
formé par la pseudopiline majeure, GspG, qui est la sous-unité principale,
mais aussi par les pseudopilines mineures GspH, Gspl, GspJ et GspK, qui
forment un complexe tertiaire impliqué dans l'initiation de la fibre et se re-
trouvent donc a I'extrémité du pseudo-pilus [178-180]. Les pseudopilines sont
de petites protéines, variant de 12 a 20 kDa, situées dans la membrane in-
terne avant assemblage [181],182]. Ces protéines sont synthétisées sous forme
de pré-pseudopilines et sont coupées du c6té N-terminal par la prépiline pep-
tidase dédiée, GspO, pour obtenir des pseudopilines qui sont incorporées dans
le pseudo-pilus par la suite |101]. Le pseudo-pilus est un filament qui croit
a partir de la base, en ajoutant des sous-unités au niveau de la membrane
interne.

— Le complexe moteur : GspE, ATPase située sur la face cytoplasmique de la
membrane interne, associée a la plateforme d’assemblage. Elle fournit 1’éner-
gie nécessaire a la polymérisation de la fibre, par 'hydrolyse de ’ATP en
ADP, permettant la formation du pseudo-pilus mais également la sécrétion
de substrat [183H185]. L’ATPase interagit avec GspF, entrainant la rotation
de GspF et 'assemblage du pseudopilus [120]. GspE est liée au T2SS par son
association & GspL [168,171,/186.|187].

— La sécrétine : pore présent dans la membrane externe qui est formé par I'as-
semblage des sous-unités de sécrétine en dodécamere [188189|. Elle permet
la sécrétion des protéines a l'extérieur de la bactérie. Elle est formée par
oligomérisation de GspD et son insertion dans la membrane [190]. Dans cer-
tains cas, 'insertion dans la membrane externe de GspD est facilitée par une
lipoprotéine, la pilotine GspS, cependant la présence de GspS n’est pas né-
cessaire [191,[192]. GspD est un complexe dodécamérique fermé, cependant
il existe un petit pore constitutivement ouvert qui permet le passage de pe-
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tites molécules (<600 Da) [193]. Il y a donc un réarrangement du canal qui
se produit lors de la sécrétion des exoprotéines ou du pseudopilus de 6 nm
de large.

3.5 MSH : mannose-sensitive hemagglutinin pilus

Le « mannose-sensitive hemagglutinin » pilus (MSH pilus) est un pilus qui tient
son nom du fait qu’en présence de D-mannose il ne permet plus d’agglutiner les
globules rouges (activité d’hémaglutination) . Ce pilus peut cependant avoir
cette activité en absence de D-mannose, et est un facteur de colonisation chez
Vibrio cholerae [195].
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B mshL
[] MmshE
Membrane
MshM
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B MshG
- MshA
Périplasme
[ MshB/C/D/O i
[] Mmshi2
] Mshi Membrane
- MShJ inteme
= o (00)
MshN
L] Cytosol
B MshQ

Figure 12 — Schéma du détaillé du pilus « mannose-sensitive hemagglutinin ». Figure inspirée de .

Ce pilus est composé de dix-sept sous-unités (fig. . Parmi ses sous-unités,
on retrouve ’ATPase (MshE) permettant la synthese du pilus depuis la protéine
membranaire intégrale (MshG) jusqu’au milieu extérieur en passant par la sécrétine
(MshL). On trouve également une ATPase secondaire (MshM) dont la fonction
n’est pas tres bien connue. Le pilus est composé majoritairement d’une piline
majeure (MshA) et de pilines mineures (MshB, MshC, MshD, MshO). C’est grice a
la piline majeure MshA que le pilus est capable d’avoir la fonction hémagglutinante
[195]. Enfin, le systéme posséde des protéines de diverses autres fonctions associées
au maintien du pilus dans le périplasme (MshF, MshH, MshI, MshJ, MshK, MshN;,
MshP, MshQ) [86].

La présence de pili sur les cellules bactériennes est souvent associée a la capa-
cité de coloniser les surfaces. Une étude portant sur des souches mutantes AmshA
a démontré le role du MSH dans la colonisation et la formation de biofilms sur
les surfaces abiotiques et les surfaces biotiques, mais n’a pas de réle dans la vi-
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rulence [196]. Le pilus MSH est un récepteur connu de bactériophages (p. ex. le
choleraphage 493) et permet donc aux phages d’infecter la bactérie .

3.6 Le pilus de compétence

La transformation naturelle est un mécanisme qui implique le transport ac-
tif de ’ADN exogene a travers 'enveloppe bactérienne dans le cytoplasme. Pour
se transformer, les bactéries développent un état appelé compétence, caractérisé
par l'expression de genes de compétence (Com) et, chez la majorité des especes,
I’expression de genes des machineries appartenant a la TFF-SF sont également
impliqués . La transformation naturelle a été étudiée chez plusieurs bactéries
modeles. Les modeles les mieux étudiés parmi les especes monodermes sont Bacil-
lus subtilis et Streptococcus pneumoniae, tandis que les représentants des bactéries
didermes sont Haemophilus influenzae et Neisseria gonorrhoeae . Cependant
ici, nous n’allons pas nous intéresser a la compétence chez Helicobacter pylori, car
cette bactérie utilise un systeme apparenté au systeme de sécrétion de type IV

DIDERME | MONODERME

PilB ComGA

PilC i ComGB

Membrane
externe

PilA/E i ComGC
PilD ComC Périplasme
ComA i ComEC
Membrane

ComE | ComEA ~ ©Ytplasmique

EndA

EEERERRD

ComF | ComFa &Vt

Figure 13 — Schéma du détaillé du pilus de compétence chez les didermes et les monodermes. La légende de
cette figure ne montre que les protéines communes aux deux pili, pour plus de légende sur le pilus de compétence
des didermes voir ﬁgure Figure inspirée de .

Toutes les bactéries monodermes naturellement transformables possedent dans
leur chromosome un opéron comG, codant pour une ATPase (ComGA), une pro-
téine membranaire intégrale (ComGB), une piline majeure (ComGC) et des pi-
lines mineures (ComGD, ComGE, ComGF, ComGG), y compris un géne codant
pour une prépiline peptidase (ComC) . Les protéines de I'opéron comG sont
impliquées dans l’assemblage de ce qui a été proposé comme étant un pilus de
compétence. Ces genes sont essentiels a la transformation chez Bacillus subtilis et

Streptococcus pneumoniae (fig. .

44



Introduction

Le pilus de compétence n’avait pas été visualisé en action jusqu’a récemment
[79,202]. C’est chez Streptococcus pneumoniae, que pour la premiere fois, on a
visualisé le pilus de compétence d’'une bactérie monoderme par fluorescence et
microscopie électronique. Cette étude a montré que le pilus de compétence est une
fibre longue, mince et flexible composée de la piline majeure ComGC, qui se lie
directement a ’ADN extracellulaire.

Les modeles actuels proposent que la fonction du pilus de compétence est de
lier TADN extracellulaire et de permettre sa translocation a travers ’enveloppe
cellulaire |203|. Le pilus de compétence permettrait a ’ADN exogeéne d’accéder
au complexe d’absorption de ’ADN de la membrane cytoplasmique composé du
récepteur de P’ADN double brin ComEA [76,204], de la nucléase EndA, qui dé-
nature I’ADN double brin en ADN simple brin et le transmet au pore ComEC
au niveau de la membrane cytoplasmique, qui permet le passage de ’ADN simple
brin dans le cytoplasme [205]. ComEC est aidé par ’ATPase ComFA au moment
du transport de ’ADN simple brin & travers la membrane [206].

Dans les bactéries didermes, la compétence nécéssite majoritairement le T4aP,
possedant une piline mineure qui semble avoir la faculté d’attacher ’ADN [80}207]
(fig. . L’ADN est ensuite transporté a travers la double membrane par le ca-
nal de la sécrétine (PilQ) et livré a la protéine périplasmique de liaison a I’ADN
(ComkE) [208,209]. L’ATPase de rétraction du T4aP (PilT) pourrait jouer un role
actif en rétractant le pilus et en tirant le complexe ComP-ADN lié dans le pé-
riplasme [207]. Une fois que ’ADN double brin atteint le recepteur a I’ADN,
ComE, qui relie ’ADN au canal cytoplasmique formé par le ComA, un seul brin
d’ADN entre dans le cytoplasme [210]. Chez Vibrio cholerae, les génes de la compé-
tence sont induits par la présence de chitine dans I’environnement, ils comprennent
des genes codant pour un T4aP et des composants de son mécanisme de biogé-
nese [2114213]. Ce T4aP a récemment été visualisé par microscopie d’immunofluo-
rescence (IF) et son abondance moyenne est d'un pilus par cellule [79,214].

3.7 Les différents pili chez les archées

Les archées interagissent avec I’environnement par l'intermédiaire de structures
extracellulaires qui interviennent dans la colonisation des surfaces. La variété des
filaments de surface que possedent les archées permet ’adhésion aux surfaces bio-
tiques et abiotiques, I’échange d’ADN, les interactions intercellulaires, la formation
de biofilms et la motilité. Les machineries de surfaces peuvent étre classés en fonc-
tion de la composition protéique en plusieurs groupes : comme les filaments de
surface de type IV (archaellum, pili adhésifs, bindosome, pilus Epd et pilus induc-
tible par les UVs) ou encore d’autres machineries de surface qui ne sont pas de
type IV (p. ex. le systeme Ced, le filament « hamus », les cannulae) [215].
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3.7.1 L’Archaellum

Longtemps connu comme le flagelle archéen ou ’archaellum n’a aucune relation
(structurelle ou évolutive) avec le flagelle bactérien [82]. C’est un systéme macro-
moléculaire homologue au pilus de type IV , contrairement au flagelle bac-
térien (qui a des homologies avec le systeme de sécrétion de type III, T3SS )
I'archaellum est un filament de type IV constitué de sous-unités (les pilines ou
aussi nommé archaellines) qui sont associées grace a une ATPase cytoplasmique

homologue a I’ATPase PilB [217].
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Figure 14 — Schéma du détaillé de Parchaellum. Figure inspirée de [218}[219).

L’archaellum permet a la cellule de nager grace a une force de rotation similaire
a celle du flagelle bactérien, a la différence que 1’énergie utilisée pour la rotation
de l'archaellum est d’origine ATPasique. De plus, I'archaellum joue un rdle dans
diverses activités comme la formation de biofilms, l'interaction cellule-cellule et
I’adhésion [220-222].

L’archaellum est composé de sept a quinze protéines organisées en trois parties
principales (fig. : le corps basal, le crochet et le filament . Dans I'un des
systemes les mieux étudiés chez Sulfolbus acidocaldarius, le filament est formé par
des sous-unités FlaB qui sont assemblées de la méme facon que tous les systemes
de la TFF-SF. En comparaison avec le flagelle bactérien, I’archaellum ne possede
pas de lumiere centrale et est plus fin (10-14 nm contre 18-24 nm), cependant son
épaisseur est plus grande que celle des T4aP (6-9 nm) . Le nombre d’archael-
lines varie selon les especes : chez Sulfolobus solfataricus, 'archaellum ne possede
qu’un seul gene de 'archaelline, tandis que pour I'archaellum de Halobacterium sa-
linarum il y a cinq archaellines codées dans le génome . Toutes les pilines qui
composent ce filament sont clivées par la prépiline peptidase FlaK (aussi appelée
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PibD) et assemblées en filament par I’ATPase Flal [225].

Bien qu’il appartienne a la TFF-SF, on en sait peu sur 'architecture globale
de T'archaellum. Comme les autres membres de la TFF-SF, il possede une AT-
Pase hexamerique cytoplasmique, Flal, impliquée dans l'assemblage des pilines
dans le filament mais aussi dans la rotation de ’archaellum permettant la mo-
bilité de la cellule [226}227]. L’ATPase est associée & une protéine membranaire
cytoplasmique, FlaJ, ainsi qu’a une ATPase, FlaH, appartenant a la super-famille
des ATPases RecA [215]. L’ATPase FlaH ne semble pas hydrolyser 'ATP mais en
a besoin pour se lier a Flal . Flal et FlaH se lient également a FlaX pour
former un complexe moteur stable . Deux autres protéines, FlaF et FlaG,
sont également utiles pour la rotation et 1’assemblage de ’archaellum ,.
Ces protéines membranaires se situent principalement dans le pseudo-périplasme
de la membrane et FlaF se lie également au « S-Layer » ,. Il a été proposé
que FlaF forme un canal entre la membrane plasmique et le « S-Layer » qui ancre
la machinerie a ’enveloppe de I'archée et permet a ’archaellum en croissance de
traverser 'espace pseudo-périplasmique .

3.7.2 Les autres pili : Aap, Bindosome, Ups et Epd
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Figure 15 — Schéma du détaillé des autres TFFs chez les archées. Figures inspirées de
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Aap : Archaeal adhesive pilus. Le pilus Aap (fig. est le filament le
plus abondant observé chez Sulfolobus acidocaldarius en conditions de croissance
en milieu riche. Ce pilus sert a ’adhésion mais il a aussi un role dans la formation
de biofilms en facilitant les structures en forme de tours [230]. Il a été montré que
I’Aap et I'Ups pilus (voir ci-dessous) sont nécessaires a la structure du biofilm
chez Sulfolobus acidocaldarius [231]. 11 est encodé dans le génome en un locus de
cinq genes codant pour les protéines de la piline mineure (AapA), de la piline
majeure (AapB), de 'ATPase (AapE), de la protéine membranaire intégrale et
d’une putative iron-sulfur oxidoreductase (AapX) [231].

Bindosome. Le bindosome (aussi appelé Bas pilus, fig. est un pilus présent
chez Sulfolobus solfataricus, il intervient dans I’expression des protéines de fixation
aux sucres dans ’enveloppe cellulaire. Le pilus est composé de I’ATPase d’assem-
blage (BasE), la protéine membranaire intégrale (BasF) et trois pilines (BasA,
BasB et BasC) [232]. La délétion de l'opéron du bindosome suggere que le pilus
est impliqué dans la localisation correcte des protéines permettant la fixation, et
donc I'absorption de sucres.

Ups : UV-inducible pilus of Sulfolobus. Le pilus Ups (fig. est exprimé
en réponse a l’exposition aux UV chez les Sulfolobolus. 1l favorise 'aggrégation des
cellules, ce qui facilite ’échange d’ADN chromosomique entre les archées. Cet ADN
est ensuite utilisé lors de la recombinaison homologue au moment de la réparation
de 'ADN. C’est un des seuls systeémes de pilus connu associé a ’échange d’ADN
chez les archées.

Les genes du pilus Ups sont organisés dans un systéeme d’opéron et encodent
une ATPase (UpsE), une protéine membranaire intégrale (UpsF'), deux pilines (ap-
pelées UpsA et UpsB) et un géne qui code pour une protéine de fonction inconnue
(UpsX). Les pilus Ups sont des structures rigides de 10 nm de diametre et de
longueur variable [233].

Epd : EppA-dependent pilus. Le pilus Epd (fig. n’a été décrit que chez
Methanococcus maripaludis [234,235]. Ce pilus se compose de douze geénes répartis
en quatre loci. Le premier locus a été décrit par Szabo et al. [234] et contient les
genes codant pour : la prépiline peptidase (EppA, euryarchaeal type IV prepilin
peptidase A), des pilines mineures (EpdA, EpdB et EpdC), ainsi que des genes
de fonctions inconnues mais nécessaires a la pilliation (EpdF, EpdG, EpdH et
Epdl). Les deux suivants ont été décrits par Nair et al. [235] et sont répartis en
deux genes isolés dans le génome, la piline majeure (EpdE) et une piline mineure
(EpdD), et un dernier locus qui contient les génes de deux protéines membranaire
intégrales (EpdJ et EpdK) et une ATPase (EpdL). La fonction de ce pilus reste
malheureusement inconnue a ’heure actuelle.
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3.8 Tableau récapitulatif des systéemes de la super-famille

Fonctions T4aP T4bP Tad (T4cP) T2SS MSH Com Archaellum Aap Bindosome Epd Ups
Formation de biofilms . . . . . .
Motilité . .
Adhérence . . . . . .
Pathogénicité . . . . .
Récepteur de bactériophages . . .
Echange d’ADN . . . .
Absorption de substrat .
Interaction cellules-cellules . . . . .

Table 1 — Tableau récapitulatif des systemes de la super-famille des filaments de type
IV.
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CHAPITRE 1

CO-OPTION ET BRICOLAGE MOLECULAIRE

1.1 Article 1 : Playing molecular building sets :
the evolution of protein secretion systems
and related cellular appendages

Ce chapitre introduit la notion de co-option et de « bricolage » moléculaire. Ces
notions sont détaillées dans cette revue qui sera publié dans Trends in Microbiology.
Je vais dans un premier temps énoncer les points importants détaillés dans la revue
qut seront suivis de la revue elle méme.

Les familles de systemes, y compris les systemes de sécrétion de protéines, par-
ticipent a la virulence, au mutualisme, a la compétition, a la motilité, a 'adhésion
et a de nombreux autres processus d’importance capitale chez les procaryotes. Par
exemple, la superfamille des filaments de type IV, qui comprend le systeme de
sécrétion de type 11 (T2SS), a évolué vers des systémes spécialisés dans I'aggréga-
tion, la transformation naturelle et plusieurs types de motilité [236] qui révelent
encore de nouvelles fonctions [46]. Des histoires évolutives complexes ont égale-
ment conduit & l'innovation fonctionnelle d’autres systéemes associés aux mem-
branes. Le systeme de sécrétion de type VI (T6SS), éventuellement dérivés de
phages |237,238], et I'inhibition dépendante du contact par le systéme de sécrétion
de type V (T5SS), qui fait partie d'un grand clan de porines bactériennes, ont
des roles clés dans les interactions sociales antagonistes entre bactéries [239,240].
Le systeme de sécrétion de type IV (T4SS) sécrete des protéines, mais est égale-
ment responsable de la conjugaison de I’ADN [241,242]. Le systéme de sécrétion
de type III (T3SS) est un facteur clé de virulence et provient d’'une structure
homologue présente dans le flagelle bactérien [19]. Ces systémes fournissent des
exemples uniques de la fagon dont un ensemble commun de composants centraux
peut se diversifier en une multitude de fonctions moléculaires aux réles écologiques
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variés. Au-dela de I'analyse de I’évolution des systémes de sécrétion, nous souhai-
tons attirer 'attention des microbiologistes sur les contributions de ces études pour
comprendre I'innovation fonctionnelle.

Ce manuscrit est divisé en sections mettant en évidence les différents méca-
nismes qui agissent sur I’évolution et la diversification de ces systémes : 1) comment
la promiscuité protéique peut favoriser 'innovation fonctionnelle, 2) comment le
recrutement de nouveaux composants se fait par cooptation de genes impliqués
dans d’autres processus, 3) comment la spécialisation des systémes conduit a 1'in-
novation fonctionnelle, 4) comment cela conduit & de grandes familles de nanoma-
chineries qui se sont diversifiées par rapport a un ensemble commun de composants,
et enfin 5) comment cela peut conduire a de nouvelles fonctions radicales dans les
communautés microbiennes suite a des mutations et au transfert génétique hori-
zontal. La conclusion de I'article soulignera les tendances communes aux processus
évolutifs affectant les systemes de sécrétion de protéines et la facon dont ils peuvent
étre exploités pour identifier de nouveaux systemes.
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Playing with molecular building sets: the evolution of protein secretion
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Abstract

The emergence of complex molecular systems in natural history remains an intriguing
evolutionary process. Protein secretion systems of Bacteria are complex membrane-
associated nanomachines important for many biotic and abiotic interactions. They constitute
remarkable examples of systems that evolved by the combination of a multitude of molecular
evolution mechanisms from the co-option of parts of other membrane-associated
nanomachines. Here, we review what is known on the evolution of protein secretion systems.
We highlight how these evolutionary processes depend on the complexity of the systems, the
functional differences between extant systems and the original co-opted system, and the
mechanisms of effector recognition. Understanding these processes provides clues on how to

find novel systems in poorly sampled bacterial lineages.

Keywords: Molecular evolution; horizontal gene transfer; exaptation; secretion; functional

innovation.
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Glossary

Co-option/Exaptation: use of an existing biological function for a novel adaptive purpose.

Diversifying selection: when natural selection leads to the rapid diversification of a gene;

frequent in proteins involved in pathogenesis.

Effector protein: a secreted protein that has an effect on another cell, e.g. a virulence factor

that subverts the function of an eukaryotic cell.

Functional innovation: change in a function to provide an adaptive response.

Monoderms/Diderms: Bacteria lacking/having an outer membrane. Diderms tend to be gram

negative and monoderms gram positive, but several exceptions are known.

Neo-functionalization: a process where a gene acquires a new function.

Protein secretion systems: systems allowing the transfer of proteins across the outer
membrane of diderm Bacteria. Systems with homologous components may exist in

monoderms, and are sometimes also called protein secretion systems.

Sub-functionalization: a process where a gene with several functions specializes in a subset of

them.

Tinkering: recruitment of a component into a new biological system (pathway, protein

complex, regulon).
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Main text

The mechanisms and the plausibility of the evolution of complex functions have been one of
the most intriguing and contentious points in evolutionary biology [1]. Microbes have an
increasingly important role in studies aiming to unravel the evolutionary mechanisms of
functional innovation because they can be easily manipulated, evolved, and analyzed in the
laboratory. In nature, their large effective population sizes and their ability to exchange genes
horizontally render selection processes efficient [2, 3]. Furthermore, Prokaryotes emerged in
the planet billions of years before Eukaryotes, and were responsible for many structural,

biochemical and genetic innovations.

The creation of novel genes from random sequences seems rare in most phyla. Instead, novel
functions arose by the modification of previous genes and genetic structures (tinkering) [4],
by mutations, deletions or accretions of genetic material and by recombination. The resulting
variants — in terms of biochemical reactions, cell localization, genetic regulation — were then
purged or amplified by natural selection. Horizontal gene transfer spreads these novel
adaptive functions when there are ecological opportunities, as currently observed in the
evolution of antibiotic-resistant Bacteria [5, 6]. The transfer of genes into a genome also
provides genetic variants that may often be under relaxing selection and may become the
substrate of further functional innovation by mutation and recombination. For example,
genomes contain many mobile genetic elements that can evolve novel functions for the host
advantage [7]. In this process, a gene or system that originally evolved to respond to a given
adaptive need was co-opted (or exapted) to provide a function that tackles a different need
[8]. Comparative genomics, phylogenetics and experimental studies showed that the tinkering
of existing cellular machineries was at the origin of most, if not all, extant protein secretion

systems of Bacteria.

Protein secretion systems and related nanomachines

Prokaryotes use secreted proteins (effectors and auxiliary proteins) to protect themselves,
manipulate their environment, and interact with other individuals [9, 10]. Protein secretion

systems are defined as machines that transfer proteins across the outer membrane in diderm
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Bacteria [11]. They are called “TXSS” for type “X” secretion system, where X is a number from
1 to 9 (so far, for broad reviews see [12, 13]). Some systems transfer proteins either directly
from the cytoplasm (T1SS, T3SS, T4SS, T6SS, T7SS) or from the periplasm (T2SS, T5SS, T8SS,
T9SS). Protein secretion systems have different numbers of components for assembling and
transporting proteins across the outer membrane, across the cytoplasmic membrane (when
relevant), and a system to recognize effectors. Some systems further deliver proteins into

other cells using specialized pili (T3SS, T4SS, T6SS).

Evolutionary associations underlie the numerous structural and sequence similarities between
components of secretion systems and other cellular nanomachines (Figure 1). For example,
the T2SS is related to the super-family of type IV filaments (TFF), the T3SS is homologous to
the secretion system of the bacterial flagellum, the T4SS is closely related to the conjugative
pilus, and some T6SS components shares striking similarities with bacteriophage proteins. The
study of the evolutionary processes leading to protein secretion systems provides clues on
their structural biology, assembly, genetics, and distribution across taxa (and vice-versa). It
may also provide means of finding novel systems and ways to manipulate secretion [14]. In
the following sections, we exemplify evolutionary processes that were at the origin of the

best-studied protein secretion systems.

Minor tweaks for novel functions

Many biological systems have multiple functions that can foster processes of specialization.
An interesting example is provided by the AAA+ ATPases of the T4SS, a system that originated
for DNA exchange by conjugation (Figure 2b). In the latter process, a nucleoprotein complex
composed of a single-stranded DNA molecule and the relaxase is transferred into another cell
by the mating pair formation (MPF) apparatus (reviewed in [15-17]). The MPF contains a T4SS
whose phylogeny can be divided into eight major clades with some different accessory
components [18]. Such analyses indicate that the T4SS was originally involved in conjugation
in diderm Bacteria and only later was transferred to monoderms (Bacteria and Archaea). Two
AAA+ ATPases of all TASS —VirB4 and the coupling protein (T4CP) — arose from an event of
gene duplication preceding the emergence of modern T4SS. The TACP specialized in mediating

the interaction between the relaxase and the T4SS, whereas VirB4 became tightly involved in
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the function and/or assembly of T4SS. Other homologous ATPases are found in some sub-
types of T4SS, e.g. the VirB11 ATPase that was recruited from a TFF [19]. Alternative
mechanisms of conjugation that transport double stranded DNA, such as those associated

with TraB and TdtA, also have homologs of VirB4/T4CP [20, 21].

Conjugation is a protein secretion mechanism because the relaxase is recognized by the T4CP
and then secreted by the T4SS with the covalently linked DNA [22]. This has facilitated its
co-option into a machine specialized in protein secretion. Pathogenic bacteria use T4SS to
secrete virulence factors into Eukaryotic cells [15] and a T4SS of Xanthomonas citri was
recently shown to secrete toxins into other bacteria [23]. Phylogenetic analyses show many
independent co-options of T4SS into specialized protein secretion systems, but known
secretion systems are only found in two of the eight T4SS clades (named T and 1) [18]. The
reasons why specialized protein secretion is so far known to be restricted to these types of
T4SS are unknown and could relate to specific characteristics of their T4SS allowing them to
interact with eukaryotic cells, as suggested by the observation that broad host range
conjugative systems tend to be of type T [24]. Two of the eight T4SS clades are present
exclusively in monoderms and these are devoid of systems able to deliver effectors directly
into other cells. The functional promiscuity of the T4SS, i.e. its ability to intrinsically secrete
proteins, implicates that the evolution of a protein secretion system from the adequate
conjugation pilus can take place in a very small number of steps: acquisition of a T4CP-
interacting domain by the effector (or horizontal transfer of the effector) and loss of the
relaxase. T4SS with intermediate properties have been observed, including secretion of the
relaxase without ssDNA by conjugative systems [25], and DNA conjugation and protein
secretion of virulence factors by the same system [26]. In contrast, the evolution of a T4SS of
Campylobacterales into a competence pilus for DNA uptake discovered in Helicobacter pylori
required many more changes and seems to have taken place only once [27]. The specialization
of the T4SS into a protein secretion system may facilitate the subsequent expansion of its
ability to secrete multiple effectors (see Box 1). For example, the T4SS of Legionella spp. can
deliver numerous different effectors into eukaryotic cells because its TACP binds adaptors that

recruit distinct subsets of effectors [28, 29].
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Specialization stimulates subsequent innovation

As the conjugation pilus is inherently able to secrete DNA-associated proteins, the bacterial
flagellum includes a secretion system — the flagellar T3SS (F-T3SS) — to export the
components of the flagellar filament during its biosynthesis. Flagella are complex machines
containing the F-T3SS, the motor, the hook and the filament (Figure 2a). While the key
function of the flagellum is to allow motility, it can provide many other functions including
adhesion, biofilm formation, and interaction with immune systems [30]. The secretion of
toxins and other proteins by flagella was reported in several bacteria [31-33], showing that
protein secretion to the extracellular milieu has evolved multiple times in the F-T3SS. The
flagellar basal bodies devoid of most extracellular structures observed at the cell surface of
Buchnera spp. [34] could function as secretion systems, since the extracellular components of
the flagellum are not required for this function. This reduction of the flagellar structure is
reminiscent of the mechanism used by some bacteria to cut the costs on cell motility under
nutrient depletion by ejecting the flagellum hook and filament [35]. Hence, simple gene losses
could have driven the specialization of the F-T3SS into systems able to secrete proteins in the

environment, but unable to provide cell motility.

One particular case of flagellar reduction led to the subsequent evolution of the non-flagellar
T3SS (NF-T3SS, here shortened to T3SS). The T3SS has many genes homologous to the
flagellum, even if it has fewer components (flagella are encoded by ~50 genes, T3SS by less
than half) [36-38]. The analysis of the components of the T3SS, and of their phylogeny, shows
that most core components of the T3SS were directly derived from the ancestral flagellum,
including the filament and the F-T3SS. This process was accompanied by the loss of many
flagellar genes, which may have led to intermediate systems involved in protein transport to
the periplasm or to the extracellular space [39]. A few systems of unknown function in
Myxococcales may be representative of such intermediate systems. Some crucial gene gains
then led to the T3SS, a machine that secretes a plethora of effectors directly into eukaryotic
cells (Figure 2a). The only recognizably ubiquitous component of the T3SS that lacks a homolog
in the flagellum is the pore-forming secretin, which was shown by phylogenetic inference to
have been acquired at least three times from different origins (see Box 2 and Figure 3). Other
key components found in the T3SS and lacking in the flagellum are the device puncturing the

eukaryotic cells (translocon and tip of the needle). They provide functions relevant for the
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T3SS, but not for the F-T3SS. Their relations of homology within the different sub-types of T3SS
cannot always be ascertained because they evolve very fast and the analogous components
often lack sequence similarity. Rapid evolution of these components may be the result of
diversifying selection because they are in direct contact with the host and are targeted by
immune responses [40]. Hence, following the initial crucial steps of gains and losses, T3SS
evolved into systems adapted to the peculiarities of eukaryotic cells, notably into variants
dedicated to puncture either animal, plant or fungi cells [41]. T3SS concomitantly spread by
horizontal gene transfer among Bacteria, events that are rarely observed among flagella [42,
43]. Some Bacteria (e.g. Burkholderia) encode multiple T3SS to interact with multiple types of
eukaryotic hosts [44]. The natural history of T3SS shows that complex systems can be co-opted
following the loss of some of their functional modules and then lead, by accretion of novel

components, to system with novel characteristics.

Functional diversity using a common set of components

The T2SS resulted from the co-option of a type IVa pilus (T4aP) presumably involved in
twitching motility. Together with other systems of Archaea and Bacteria, these two systems
constitute the super-family of type IV filaments (TFF) [45, 46]. TFFs typically have, among
others, five to six core components: AAA+ ATPase(s), major and minor pilins, cytoplasmic
membrane platform(s), a prepilin peptidase and sometimes a secretin (see Figure 4). The
phylogeny of the ATPase family places the root of the tree between the bacterial and the
archaeal groups of TFF, suggesting that the system pre-dated the last common ancestor of all
cellular life forms [46]. Most other key components have recognizable homology across TFF,
suggesting that they were already present in the ancestor of all TFF. Extant TFFs then evolved
by a succession of mutations, gene deletions, duplications, fissions and fusions, resulting in
systems involved in adhesion, protein secretion, twitching motility, flagellar motility (in
Archaea, unrelated with the F-T3SS) and DNA uptake [27, 47-50]. For example, T2SS have
evolved pseudo-pili producing shorter structures than those found in the T4aP from which
they seem to derive. These specialized components are involved in protein secretion by
transporting effectors across the outer membrane [51]. The traces of the evolution of some

types of components show complex scenarios. Soon after the divergence of the ancestral TFF
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into an archaeal and a bacterial branch, the ATPase of the latter systems was duplicated into
a pair of proteins specialized in pilus extension (PilB) and retraction (PilT). This event was
thought to have endowed the T4aP with the ability to provide twitching motility by rounds of
pilus extension and contraction. Recent results have shown that the single homologous
ATPase of the tight adherence (Tad) pilus systems can perform both functions [19]. Hence, the
PilB/PilT duplication seems to have allowed a specialization of two ancestral functions (sub-
functionalization). When the T2SS evolved from a T4aP, the retraction function was

unnecessary and the corresponding specialized ATPase was lost.

TFFs specialized in the secretion of protein effectors (T2SS-like) have emerged multiple times
along the evolution of TFF [46]. Many components — including the major pilin of the T2SS-
like system of Chlamydiales — were recruited from different TFFs and have phylogenies
different from that of the T2SS. The T2SS-like systems from Bacteroidetes, e.g. those of
Cytophaga, constitute independent co-options of (different) T4aP for protein secretion [46].
This suggests that a specialized protein secretion system may require relatively few steps to
evolve from the T4aP, possibly because the latter already secretes a specific type of protein
(pilins). Once the T2SS evolved into a specialized secretion system it became able to secrete

many different types of proteins [52, 53] (Box 1).

The spread of TFF among Prokaryotes was promoted by horizontal gene transfers. For
example, the Tad pilus originated from an archaeal pilus that was transferred to diderm
Bacteria, where it recruited a secretin, and then spread to many phyla [46] (see Box 2). In such
situations, horizontal transfer not only spreads functions across communities, but it spurs
innovation because the systems may be maladapted to the novel genetic background. Yet,
horizontal transfer of a system can only take at high rates if its genetic organization is compact.
Systems encoded in a single locus, such as the Tad and the T2SS, are more frequently
transferred horizontally than those encoded in several loci scattered on the genome [46],
presumably because one single event of transfer is enough to provide a novel function to the

recipient [54].
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Co-options leading to radical inventions

The T6SS exemplifies how functional innovations can result from co-option of machines with
radically different functions. The T6SS delivers effectors directly into eukaryotic or prokaryotic
cells and is implicated in inter-specific competition, virulence, resource scavenging, and
genetic exchanges [55-57]. The T6SS has a baseplate-like platform bound to the membrane,
which anchors a contractile sheathed tube decorated by a puncturing device that allows toxins
to penetrate the target cells (see Figure 2). The structure of many of these components
resemble bacteriophage proteins and the overall T6SS resembles an inverted phage tail [58-
62], which suggests that a large part of the T6SS derived from a phage. Unfortunately,
sequence similarities between phage and T6SS homologs are very low and preclude the study
of the initial processes of co-option using standard phylogenetic approaches. There are also
similarities between T6SS and phages in terms of assembly/disassembly dynamics. In
particular, T6SS sheaths are contractile in order to project the tube towards target cells, in a
similar fashion that phage tails contract for DNA delivery into target cells [63]. This activity is
dependent on the ClpV ATPase [63], which is an AAA+ ATPase, homologous to ATPases of T2SS
and T4SS, but not related to any phagic components (see Figure 1). The T6SS also has two
components homologous to the type IVb pilus (T4bP) of the TFF super-family, which led to its
initial misnaming as a T4bP [64]. This suggests that T6SS arose by integration and co-option of
a tail and a baseplate from a phage with components present in the genome that were

implicated in other processes.

Some genomes encode many different T6SS. For example, Burkholderia thailandensis have
five different systems, one of which is specialized in the interaction with the host and another
with competing Bacteria [65]. As the structural components of the T6SS are also effectors (Box
1), different systems may be associated with different effectors. There are four known major
variants of T6SS. Variants of the most widespread T6SS (T6SS) were initially found in
Francisella (T6SS") and in Bacteroidetes (T6SS") [66-68]. In spite of having specific
components, these systems include most of the T6SS' core components and are presumed to
have derived from the same ancestor. More remarkably, the T6SSV is present in at least six
phyla, it has most of the core components of other T6SS, but seems to lack some components
of non-phagic origins, such as the ATPase or the trans-envelope complex [69]. It was

speculated that it could have emerged from phages independently from other T6SS or,
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alternatively, it could have given rise to other bacterial contractile-injection systems (including
T6SS) and phages [69]. These results suggest that even the evolution of a very complex
machine with functions very different from the original one — protein secretion versus DNA

injection — may occur several times in parallel.

Concluding Remarks and Perspectives

The frequency of co-option events and its determinants are unknown, but the study of
secretion systems provides interesting clues on both aspects. The evolution of T4SS
exemplifies how this process may require relatively minor changes when there is a priori some
functional promiscuity (the original system is inherently capable of protein secretion). The key
step of this co-option is probably the acquisition of the ability to recognize a variety of protein
effectors, explaining why it evolved many times independently in natural history [18].
Similarly, all TFF secrete to the extracellular space components producing some sort of
filament, which may have facilitated the multiple independent evolution of T2SS-like systems.
The history of TFF illustrates how a common set of components can diversify into systems with
very different functions. The evolution of the T3SS required more steps, including gene losses
and gains, and the ability to interact specifically with diverse effectors. Some of these steps
occurred several times, notably the loss of parts of the flagellar component, the acquisition of
secretins (Box 2), and possibly the acquisition of translocons [39]. However, all known T3SS
are monophyletic, suggesting that the whole path to T3SS took place only once. Finally, the
T6SS has components from phages and from other systems and the function of protein
secretion it performs is very different from the original function of phage tails. The complexity
of this evolutionary process might suggest it occurred only once in natural history, but at least
another T6SS-like system may have emerged independently [69]. If true, this unexpected
observation may stem from the constant influx of temperate phages in bacterial genomes that
provide abundant genetic material for evolutionary tinkering [70]. Based on these works, it is
thus tempting to speculate that the frequency of co-option events is shaped by the availability
of machinery that can be tinkered by natural selection, the magnitude of the functional
differences between the original machines and the final protein secretion system, and the

complexity and plasticity of the mechanisms of effector recognition.
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The evolution of a novel secretion system requires the existence of components for the key
functions: ATPases for assembly and eventually secretion, membrane channels, effector
recognition, and eventually a pilus. Analogous components between different systems are not
simply interchangeable, but genomes show many putative systems that share only a fraction
of the expected homologs with known systems. Many of them may be non-functional, but
there is the distinct possibility that they correspond to unknown co-options of membrane
nanomachineries. This is illustrated by systems that are chimeras of different secretion
systems and other related machines. One clade of T4SS — type |, also called T4SSb — includes
a T4bP that is essential for conjugative transfer of plasmid R64 in liquid media and for
adherence to host cells by the T4SS of Legionella [71]. Some Haemophilus spp. export DNA to
the environment, favoring biofilm formation, using components of a T4SS and a TFF secretin
[72]. The core export apparatus of the T3SS was co-opted to produce nanotubes that allow
bacteria to extract nutrients from infected host cells [73]. Finally, the T1SS is itself a system
composed of two more ancient components: an outer membrane porin and an ABC
transporter connected by a membrane fusion protein [74]. The frequency with which
components were combined to produce novel systems suggests that humans could engineer
secretion systems with novel features by recruiting components of membrane-associated

machines.

This review focused on well-known secretion systems, but many relations of homology
between protein secretion systems and other machines have been reported. For example, the
ESX inner membrane transport system in monoderms has components homologous to the
T4SS, the autotransporters (T5SS) are structurally homologous to the porins of the novel FAP
system that exports amyloid subunits in Pseudomonas [75], and there are intriguing
homologies between components of several secretion systems and a system putatively
involved in the transport of proteins between mother and forespore cells in Firmicutes [76].
A TonB-dependent transporter (TBDT) of Myxococcus xanthus, a widespread family of systems
usually involved in protein and nutrient import, was recently shown to be involved in the two-
step protein secretion of a protein [77]. Finally, little is known about the evolution of the other
secretion systems. Notably, the T9SSis present in many bacteria of the
Fibrobacteres-Chlorobi-Bacteroidetes super-phylum and is involved in both gliding motility

and protein secretion [78, 79], but its evolutionary associations with other cellular
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components has not been studied. The T7SS is present in Actinobacteria and shares homology
to systems involved in protein transport across the cytoplasmic membrane of Firmicutes, both
types of systems containing AAA+ ATPases like T4SS and T2SS [80, 81]. To the list of known
secretion systems one can't, but would like to, add all systems we don’t know yet. Research
programs to identify novel systems can now rely on the abundance of genomes to identify
components homologous of membrane-associated machineries, metagenomics data to
investigate conditions where they are expressed, structural and microbial cell biology to
understand their function and evolutionary biology to help integrate this information. This will

likely accelerate the discovery of novel systems.
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Box 1: Where do all effectors come from?

At a given moment in evolution, protein secretion systems acquired the key ability to
recognize novel effectors. This is particularly remarkable for systems able to secrete many
different effectors, such as T2SS, T3SS, T4SS, T6SS, or T9SS, many of which evolved from
machines able to secrete at least one protein (pilins, flagellins, etc). Systems able to secrete
many different effectors may be more efficient than systems secreting a single one, because
the production of one single machine is sufficient to secrete a large panel of proteins. Also,
sometimes these effectors must interact to be efficient, which means they must be secreted
at the same time. For example, T3SS effectors require co-secretion of specific protein
translocases to traverse the membrane of eukaryotic cells [82]. Selection for the ability to
secrete many different effectors in a single cell may have been a driver of the evolution of the
complex machineries of T2SS, T3SS, T4SS, and T6SS [38]. On the other hand, systems with
fewer components, but usually associated with one or a few effectors like the T1SS and the

T5SS, can be horizontally transferred with their effectors across bacteria.

Secretion systems discriminate effectors using mechanisms that provide some clues on how
effector recognition evolved. Some effectors of T6SS are structural proteins of the system
making them more recognizable [83], and some T4SS effectors have domains that are
structural homologs of the recognition domain of the relaxase or that interact with partners
of the T4CP [84]. In both cases, gene fusions could be simple mechanisms driving the evolution
of novel effectors. Gene fusions are frequent in secreted proteins, as revealed by the
combinatorial variation of domains of secreted polymorphic toxins [85]. The mechanisms of
effector recognition for some systems are poorly known, which complicates the study of their
evolution. To further blur this picture, some effectors can be recognized by multiple systems.

For example, a toxin was recently shown to be secreted by both T2SS and T3SS in Vibrio [86].

Some effectors might evolve by co-option, just like their cognate secretion systems. A large
fraction of the repertoire of Legionella T4SS effectors may have been co-opted from proteins
of Eukaryotes [28], and Burkholderia deploy a T3SS anti-fungal protein that may have been co-
opted from a prophage tail-like protein [87]. Proteins that evolved to become secreted by a

protein secretion system can subsequently endure processes of gene duplication and transfer,
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and diversify into novel functions. Genes encoding secreted proteins are very often on mobile

genetic elements, such as plasmids [9] and temperate phages [88].
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BOX 2. Sharing and recruiting components

The transfer of a system to another genetic background may require novel functions already
present there, in which case the latter may be recruited from other systems and initially
shared with them. An interesting example is provided by the T1SS, a system composed of an
ABC transporter, a porin, and a fusion protein connecting the two. In several T1SS of E. coli,
the porin is TolC, a protein also involved in the transport of small molecules [89]. In this case,
a single gene, distant from the other genes of the T1SS, provides multiple functions to the cell.
Similar gene sharing is observed in TFF, where some prepilin peptidases contribute to the
assembly of both T4P and T2SS [90]. However, a component that is shared by several systems
accumulates functional, structural and regulatory constraints [91]. Hence, one expects that
subsequent gene duplication and sub-functionalization may eventually result in the presence

of multiple homologous genes in the genome.

The initial gene sharing of a residing secretin — outer-membrane porins — by systems in
diderm Bacteria lacking an outer membrane porin may have been common. It was probably
the mechanism leading to the proto-Tad system when it was transferred from an archaeon to
a diderm bacterium. It also probably took place three times independently in the evolution of
the T3SS, and occurred in some filamentous phages that use a secretin to secrete virions from
living cells (Figure 3). The grafting of secretins into secretion systems requires a remarkable
structural flexibility. Secretins assemble independently of the rest of the translocons in T2SS
and in filamentous phages, and the substitution of a single amino-acid in some T4P secretins
was shown to make them capable of self-assembly [92]. Yet this structure is not stable in the
absence of the inner-membrane components with which its N-terminus domains interact [93,
94]. It is tempting to speculate that the ability of secretins to assemble autonomously from
the rest of the system for a short period of time has facilitated the initial recruitment of the

secretin by so many different systems.
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Figure 1 — Pairwise HMM profile alighments between all the proteins of the TXSS-related
systems. The HMM profiles were obtained from TXSScan [46, 95]. The color of nodes
represents systems in which the proteins were found. To establish relationships of homology
between the components of the different systems, i.e. to draw edges between nodes, we
made pairwise alignments of their HMM protein profiles using HHSearch v3.0.3 (p-value
threshold of 0.001). Groups of proteins that gathered more than two components from at
least two systems are displayed. The function attributed to each group is written in grey in its
background. Given the current difficulty in precisely delineating the functions of the TFF of

Archaea, they were put together under “Archaeal-T4P”.
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Figure 2 — The evolution of protein secretion systems delivering effectors directly into other
cells. (a) The diversification of the T3SS from the bacterial flagellum involved initially the loss
of flagellum-specific genes and the motility function. The subsequent multiple acquisitions of
pore-forming secretins, translocons, and a few other genes led to the extant T3SS. On the
right, the rooted cladogram represents the history of the T3SS [39]. The Myxococcales system
is not a genuine T3SS since, to the best of our knowledge, it lacks an outer membrane porin.
(b) Conjugative apparatuses, involved in ssDNA conjugation, were co-opted multiple times

independently into T4SS secreting proteins into other cells. On the right, the rooted cladogram
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represents the evolution of T4SS [18]. MPF stands for mating pair formation and includes the
T4SS. (c) The T6SS resulted from the co-option of contractile tail phage genes (and their
integration with other genes). This resulted in a contractile structure able to puncture
eukaryotic or prokaryotic cells and deliver effectors, often toxins. On the right is presented a
non-rooted cladogram of the history of T6SS [69]. MAC stands for metamorphosis- inducing
structures. Afps stands for insecticidal anti-feeding prophages. The drawings of the systems
are based on [38]. OM stands for outer-membrane, IM for inner (cytoplasmic) membrane; the

periplasm is shown in brown between the IM and OM; “Entero” stands for enterobacteria.
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Figure 3 — Phylogeny of secretin proteins. The tree was built using the secretin domain of the
protein sequences from [46], with the addition of T3SS and phage sequences from [39]. We
aligned the sequences using MAFFT v7.273 (einsi algorithm) [96], selected informative sites in
the multiple alignment using Noisy v1.5.12 [97] (default parameters), and inferred the
maximume-likelihood tree from these alignments with IQ-TREE v1.6.7.2 [98] (using the best
evolutionary model, options -MF, BIC criterion, -allnni, -ntop 1000, -nm 10000). Node supports
displayed at nodes were estimated using the option -bb 1000 for ultrafast bootstraps [99]. The
tree is consistent with the results of several previous studies. The root was positioned
between T4bP and the remaining clades, as suggested elsewhere [39, 46, 92]. If correct,

secretins were first components of the TFF superfamily and subsequently co-opted by phages
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and T3SS (three times independently from Tad for Rhizobiales, from T2SS for Chlamydiae, and
from T4aP for other proteobacterial T3SS). They were also recruited by the Tad upon the
transfer of the ancestor of this system from Archaea. The color of circles at the tip of the tree
corresponds to different bacterial phyla. The colors of groups and drawings on the right depict

the different systems where secretins have been identified.
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Figure 4 & KEY FIGURE — Diversification of the type IV filament (TFF) superfamily around a
common set of components. The TFF superfamily diversified into many different systems
using a few homologous core components (in the middle) and integrating some new ones. The
different machines were able to diversify into functions as different as secretion of toxins,
DNA uptake, motility, adhesion to surface. Components colored in the same way correspond

to homologs. The drawings of the systems are based on [100].
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CHAPITRE 2

INTRODUCTION

2.1 Contexte

Les procaryotes produisent a la surface de leur membrane différents types de
systemes macromoléculaires. Ces appendices sont utilisés par la cellule dans diffé-
rentes fonctions (motilité, sécrétion de toxines, échange d’ADN...). Du fait de leur
grande diversité, ils permettent a la cellule de s’adapter au changement de leur
environnement. Les appendices bactériens sont des exemples frappants de diver-
sification fonctionnelle. Il s’agit de machineries macromoléculaires complexes, qui
dépendent de nombreux genes, englobant plusieurs compartiments cellulaires et
qui peuvent évoluer vers de nouvelles fonctions. Par exemple, le systeme de sécré-
tion de protéines de type III (T3SS) a évolué a partir de I'appareil de sécrétion du
flagelle bactérien [19], le T4SS a partir de 'appareil de conjugaison [242], et le T6SS
a possiblement évolué a partir de la co-option des structures phagiques [243}244].

Une illustration particulierement remarquable de ces processus est fournie par
la super-famille des systemes bactériens et archéens qui comprend le systeme de
sécrétion de protéines de type II (T2SS), le pilus de type IVa (T4aP), le pilus
de type IVb (T4bP), le pilus mannose-sensitive hemagglutinin (MSH), le pilus
a adhésion serrée (Tad), 'appareil de compétence (Com) et les pili de type IV
dans les archées (Archaeal-T4P). Ces systémes partagent plusieurs protéines ho-
mologues notamment des AAA+ ATPases (parmi lesquelles le T4aP PilT est le
moteur moléculaire le plus puissant connu [245]), une plateforme de la membrane
interne (IM plateforme) et une peptidase de prépiline qui permet la maturation
un ensemble de pilines ou pseudo-pilines spécifiques [95]. Les bactéries didermes
codent également une sécrétine qui forme un pore dans la membrane externe [246].
D’autres protéines de ces systemes sont spécifiques de chaque systeme ou évoluent
trop rapidement pour permettre d’inférer des relations d’homologie.
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2.2 Diversité

La superfamille des filaments de type IV a été identifiée et étudiée expéri-
mentalement chez de nombreuses bactéries et archées. Il a été montré que cette
superfamille est présente chez virtuellement tous les clades de bactéries et d’ar-
chées du fait que l'on trouve des homologues des protéines composant les TFFs
au sein de tous ces clades [83]. Cette analyse montre que les TFFs sont bien plus
répandus qu’étudié précédemment |112]. Ceci est probablement la conséquence de
leur extréme polyvalence fonctionnelle et du fait qu’un ancétre des TFFs pourrait
déja étre présent dans I'ancétre commun aux bactéries et aux archées.

Il a été suggéré que les membres des TFFs sont encodées dans les génomes
d’environ 1800 especes différentes [83] et qu’on trouve des T2SS, des T4aP et des
Tad chacun dans environ un tiers des génomes de la base de données du NCBI
Refseq (Novembre 2013) [152]. Ces especes couvrent la plupart des phyla bactériens
et archéens. Ces résultats sont renforcés par le fait que ces especes présentent
simultanément des genes qui codent pour une peptidase de prépiline, une ATPase
de trafic et une protéine de membrane cytoplasmique.

La diversification fonctionnelle de la super-famille n’est donc pas spécifique aux
clades puisque différents types de systemes sont présents dans les mémes clades.
Cela suggere un transfert horizontal fréquent et/ou une origine ancienne de la
super-famille. Le T4aP et le Tad pilus se trouvent dans la plupart des phyla [112,
154] et les Archaeal-T4Ps dans la plupart des archées [99]. Les T2SS, T4bP et MSH
n’ont été décrits que dans les didermes |152}/164]. La répartition de appareil de
compétence est mal connue car dans les didermes un T4aP est souvent nécessaire
mais pas suffisant pour la compétence [76]. En résumé, le TFF-SF s’est diversifié en
plusieurs fonctions différentes par des procédés de co-option utilisant un ensemble
commun de composants homologues identifiables dans les procaryotes.

2.3 Objectifs

Des adaptations complexes peuvent se produire par une série de petites étapes
adaptatives. Par exemple, les réseaux métaboliques évoluent par étapes pour s’adap-
ter & de nouvelles réactions [247]. L’innovation peut également résulter de proces-
sus de néo-fonctionnalisation ou de sous-fonctionnalisation suite a la duplication
de genes codant des protéines a fonctions multiples ou a 'acquisition, par transfert
horizontal, de systemes génétiques homologues (ces fonctions acquises par trans-
fert peuvent ou non avoir des homologues dans le génome receveur). La fagon dont
ces processus faconnent 1’évolution des complexes macromoléculaires demeure mal
connue.

Les études consacrées a ’évolution des AAA+ ATPases, Tad, T4aP et T2SS
datent de la décennie précédente [20}/154,248|/249], lorsque les données étaient rares
et les méthodes phylogénétiques moins sophistiquées. Les systemes archéens ont
été étudiés en détail récemment [99,223], mais indépendamment de I’évolution des
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systemes bactériens. Des travaux plus récents n’ont étudié que brievement les phy-
logénies de certains des composants de ces systémes [46]. Il est important de noter
le manque d’études intégrant tous les systémes et toutes les données génomiques
disponibles, qui sont des prérequis pour comprendre les processus de diversification
fonctionnelle de la super-famille. Ici, nous avons identifié les systemes typiques de
la TFF-SF et leurs variantes en utilisant des outils d’annotation spécifiques sur
tous les génomes complets de procaryotes. Ces systemes ont été analysés a 1'aide
de techniques phylogénétiques pour caractériser ’histoire de la TFF-SF, clarifier
les relations entre ses membres et déchiffrer les mécanismes d’évolution moléculaire
sous-jacents a sa diversification fonctionnelle. Enfin, nous avons caractérisé leurs
organisations génétiques et leurs relations avec les taux de transfert horizontal de
genes. Cette analyse intégrative a fourni un scénario complet pour la diversification
de la super-famille impliquant des processus de duplication, de fission, de transfert,
d’accrétion et de diversification des séquences.
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METHODES ET RESULTATS

3.1 Article 2 : Diversification of the type IV fi-
lament super-family into machines for adhe-
sion, protein secretion, DN A uptake and mo-
tility
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Abstract

Processes of molecular innovation require tinkering and shifting in the function of existing
genes. How this occurs in terms of molecular evolution at long evolutionary scales remains
poorly understood. Here, we analyse the natural history of a vast group of membrane-associ-
ated molecular systems in Bacteria and Archaea—the type 1V filament (TFF) superfamily—
that diversified in systems involved in flagellar or twitching motility, adhesion, protein secre-
tion, and DNA uptake. The phylogeny of the thousands of detected systems suggests they
may have been present in the last universal common ancestor. From there, two lineages—a
bacterial and an archaeal—diversified by multiple gene duplications, gene fissions and dele-
tions, and accretion of novel components. Surprisingly, we find that the ‘tight adherence’
(Tad) systems originated from the interkingdom transfer from Archaea to Bacteria of a sys-
tem resembling the ‘EppA-dependent’ (Epd) pilus and were associated with the acquisition of
a secretin. The phylogeny and content of ancestral systems suggest that initial bacterial pili
were engaged in cell motility and/or DNA uptake. In contrast, specialised protein secretion
systems arose several times independently and much later in natural history. The functional
diversification of the TFF superfamily was accompanied by genetic rearrangements with
implications for genetic regulation and horizontal gene transfer: systems encoded in fewer
loci were more frequently exchanged between taxa. This may have contributed to their rapid
evolution and spread across Bacteria and Archaea. Hence, the evolutionary history of the
superfamily reveals an impressive catalogue of molecular evolution mechanisms that
resulted in remarkable functional innovation and specialisation from a relatively small set of
components.

Introduction

New complex forms, functions, and molecular systems arise by the shift in function (co-
option) of elements that may have evolved to tackle different adaptive needs [1]. At the molec-
ular level, this involves tinkering with pre-existing molecular structures by diverse processes,

PLOS Biology | https://doi.org/10.1371/journal.pbio.3000390 July 19, 2019 1/34
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including mutation, recombination, and gene fusion and fission [2]. These variants are ulti-
mately subject to natural selection and may eventually become fixed in populations [3]. In Bac-
teria and Archaea, this is facilitated by the constant income of novel genetic information by
horizontal gene transfer [4-6]. Complex adaptations can evolve through a series of small adap-
tive steps. E.g., metabolic networks evolve stepwise to accommodate novel reactions at their
edges [7]. Innovation may also arise by processes of neofunctionalisation or subfunctionalisa-
tion following the duplication of genes encoding proteins with multiple functions or the acqui-
sition by horizontal transfer of homologous genetic systems. How these processes shape the
evolution of macromolecular complexes remains poorly known.

The appendages of Bacteria and Archaea are striking examples of functional diversification.
They are complex macromolecular machineries encoded by many genes and spanning several
cellular compartments that can evolve towards novel functions. E.g., the type III protein secre-
tion system (T3SS) evolved from the secretion apparatus of the bacterial flagellum [8], the type
IV secretion system (T4SS) from the conjugation apparatus [9], and the type VI secretion sys-
tem (T6SS) possibly from co-option of phage structures [10,11]. A particularly remarkable
illustration of these processes is provided by the type IV filament (TFF) superfamily of bacte-
rial and archaeal systems that include the type II secretion system (T2SS), the type IVa pilus
(T4aP), the type IVb pilus (T4bP), the mannose-sensitive hemagglutinin pilus (MSH), the
tight adherence (Tad) pilus, the competence pilus (Com), and the type IV-related pili in
Archaea (Archaeal-T4P), which includes the archaeal flagella (archaellum). These systems
have core homologous components, sometimes in multiple copies, and present similarities in
terms of macromolecular architecture throughout Bacteria and Archaea (Fig 1) [12-14]. They
include AAA+ ATPases, among which the T4aP PilT is the most powerful molecular motor
known [15]; an integral (cytoplasmic) membrane (IM) platform; and a prepilin peptidase that
matures a set of specific pilins or pseudopilins (in T2SS) [16]. Bacteria with two cell mem-
branes (diderms) also encode a secretin that forms an outer-membrane pore [17]. Other

DIDERM MONODERM

Tad T4bP Com (monoderm) Archaeal-T4P

o

Membrane S-Layer
Periplasm
Inner Cytoplasmic
Membrane Membrane
Cytosol m
Function DA protein| Secretin ATPase IM platform | Major pilin|  Minor Pilin Assembly protein Prepilin peptidase| Pilotin Diverse functions
T2ssS GspC GspD | GspE GspF GspG GspH-I-J-K  |GspL GspM GspO GspS
T4P PilP PilQ |[PilB-T-U PilC PilA  |PIIE-V-W-X-FimT| PilM PilO  PilN PilD
Tad RcpA | TadA TadZ TadB-C Flp TadE-F TadG RcpB TadV TadD |RcpC
Com monoderm| ComGA ComGB ComGC ComC ComEAENdA ComEC ComFA
Archaeal-T4P Flal FlaH FlaJ FlaB PibD/FlaK FlaF FlaGFlaX
MSH MshK MshL | MshE MshM MshG MshA MshB-C-D-O  [Mshi2 MshJ Mshl MshQ MshN MshF-P|
T4bP PilP PilQ PilB-T PilA PIlE PiIN PilD

Fig 1. Schematic representation of the different systems and associated genes. Homologous components are represented in the same colour. The table below
the drawing indicates the colour code and the name of the different components in each type of system. For the Archaeal-T4P, the representation of the systems is
based on the representation of the archaellum, and the genes mentioned in the legend are the names of the genes used in the literature (not the arCOG database’s
names). Some systems have multiple homologues of the ATPase, and these are shown as multiple clusters in the figure (with same shape and colour). Archael-
T4P, type IV-related pili in Archaea; arCOG, archaeal Cluster of Orthologous Genes; Com, competence pilus; IM, integral membrane; MSH, mannose-sensitive
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https://doi.org/10.1371/journal.pbio.3000390.9001
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proteins of these systems are either specific for each system or evolve too fast to allow the infer-
ence of homology among all variants.

The TFF nanomachines assemble filaments composed of subunits with an N-terminal
sequence motif named class III signal peptide, generically named type IV pilins [14]. These
systems are involved in functions typically associated with extracellular pili in Bacteria and
Archaea, including adherence, cell-cell attachment, and the formation of biofilms [18-20].
They are exploited by phages for cell infection [21]. T4aP, T2SS, T4bP, and Tad are also impor-
tant virulence factors in pathogenic Bacteria [22-27]. Nevertheless, and in spite of their homol-
ogy, TFFs have evolved specific biological functions. T4aP and T4bP allow Bacteria to move by
twitching motility (a form of surface movement promoted by repeated cycles of extension-
retraction of the pilus) [28,29]. T2SS secrete proteins from the periplasm across the outer
membrane [16]. Some Com, T4aP, and Archaeal-T4P facilitate the uptake of extracellular
DNA into the cell [30,31]. In Bacteria, these systems are by far the most frequent appendages
involved in natural transformation [31], the exception being Helicobacter, which use a system
derived from a T4SS [32]. Archaeal-T4P include the archaellum involved in motility by rota-
tion of the appendage, extracellular structures involved in sugar uptake (Bindosome or Bas),
the UV-inducible pilus of Sulfolobus (Ups) involved in establishing cell-cell contacts to enable
DNA repair under stress conditions, and several pili with poorly characterised functions
[33-35].

The functional diversification of the superfamily is not clade-specific because different
types of systems are present in the same clades. This suggests frequent horizontal transfer and/
or an ancient origin of the superfamily. T4aP and the Tad pilus can be found in most bacterial
phyla [36,37], and Archaeal-T4P in most Archaea [35]. The T2SS, T4bP, and MSH have only
been described in diderms [38,39]. The distribution of the TFFs involved in competence is
poorly known because different types may be involved in the process, in which they have a
necessary but not sufficient role [31], and still keep additional functions associated with motil-
ity or adhesion. In summary, the TFF superfamily has diversified into several different func-
tions by co-option processes using a common set of homologous components identifiable
across Bacteria and Archaea.

Previous studies dedicated to the evolution of the AAA+ ATPases, Tad, T4aP, and T2SS
date from the previous decade [12,37,40,41], when data were scarce and phylogenetic methods
less sophisticated. Archaeal systems were studied in detail recently [35,42] but independently
of the evolution of bacterial systems. More recent works only briefly studied the phylogenies of
some of the components of these systems [43]. Importantly, there is a lack of studies integrat-
ing all the systems and all available genomic data, a prerequisite to understand the processes of
functional diversification of the superfamily. Here, we identified the typical TFFs and their var-
iants using specific annotation tools on all complete genomes of Bacteria and Archaea. These
systems were analysed using phylogenetic techniques to characterise the history of the TFF
superfamily, clarify the relationships among its members, and decipher the molecular evolu-
tion mechanisms underlying its functional diversification. Finally, we characterised their
genetic organisations and how they relate to the rates of horizontal gene transfer. This integra-
tive analysis provided a consistent scenario for the diversification of the superfamily involving
processes of gene duplication, fission, transfer, accretion, and mutation.

Results

Relations of homology between the key components of the machineries

We started our study by building MacSyFinder models [44] for the identification of TFFs in
the complete genomes of Bacteria and Archaea. Briefly, these models give a detailed account of
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the genetic composition and organisation of the systems. We adapted previously published
models of T4aP (including the Com systems of diderms), T2SS, and Tad [39,45], in which we
incorporated additional components and stricter rules in terms of genetic composition and
organisation to identify TFFs with high stringency for the initial phylogenetic and genomics
analyses (S1 Fig). We used the literature to produce equivalent models and associated hidden
Markov model (HMM) protein profiles for the Com of monoderms (ComM) and for the
Archaeal-T4P. For the latter, we used 66 archaeal Cluster of Orthologous Genes (arCOGs)
identified from [35] after a step of reanalysis of the initial 191 arCOGs to remove redundancy.
We could not build models for T4bP and MSH systems at this point because too few systems
were described in the literature. This work resulted in five initial models, including 154 HMM
protein profiles, of which 17 are novel (S1 Table).

To establish the relations of homology between the components of the different systems in
a precise and homogeneous manner, we made pairwise profile-profile alignments of their
HMM protein profiles using HHsearch v3.0.3 [46] (p-value threshold of 0.001). These align-
ments are very sensitive and highlight more distant relations of homology than typical
sequence alignment methods [46]. We obtained a graph with 10 components (sets of con-
nected nodes), representing the significant relations of reciprocal similarity between the pro-
files (Fig 2). The five largest components include the proteins known to be homologous and
represent each individual key function: secretins, prepilin peptidases, ATPases, IM platforms,
and pilins (major and minor). The ATPase component includes TadZ, a protein from another
subfamily of P-loop ATPases (FleN) with an atypical Walker-A motif that retains ATP binding
capacity while displaying low ATPase activity [47,48]. It localises at the pole at early stages of
pili biogenesis and functions as a hub for recruiting other Tad pili components, contrary to the
ATPases involved in pilus assembly or retraction.

These results establish a precise and extensive network of sequence similarity between the
key components of TFFs, systematising previous descriptions. The largest component of the
graph includes the major and minor pilins, which are small and very diverse across the TFF
superfamily. Their profile-profile alignments suggest they are all evolutionarily related. The
remaining components were smaller and usually revealed at most one component per TFF
family.

The phylogenies of the components of the TFF superfamily

The presence of homologues of the major functional components of the TFFs across most
types of systems raises the question of how their functional diversification took place from a
common ancestor. To study this, we added to the models described above a very simple
generic model to identify all systems with three key components (the ATPase, the IM platform,
and a major pilin). Accessorily, it also searches for a secretin, absent in monoderms, and a pre-
pilin peptidase, sometimes shared between systems [49-51] (S1 Fig). The search for systems
using the MacSyFinder models resulted in the identification of 6,652 systems in 3,700 genomes
(1,486 species) (S2 Fig), of which 1,584 were classed as generic systems, reflecting the conserva-
tive character of the initial models. This data set was too large to analyse using sophisticated
phylogenetic methods and included many systems that were very similar, e.g., from different
strains of the same species. We reduced this redundancy by clustering very similar systems.
We then picked one representative per cluster, thus preserving most of the diversity of the data
set. In this process, we prioritised the inclusion of experimentally validated systems, including
MSH (1) and T4bP (5), for which models were not available (see Methods). This nonredun-
dant set contains 309 representative systems (33 T4aP, 47 Archaeal-T4P, 29 T2SS, 5 T4bP, 1
MSH, 31 ComM, 72 Tad, 101 generic) (S2 Table). Hence, the systems used in the subsequent
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https://doi.org/10.1371/journal.pbio.3000390.9002

analyses are associated with a (sometimes large) number of other very similar systems that are
from the same cluster.

We inferred the phylogeny of each of the five core protein components (AAA+ ATPase, IM
platform, major pilin, secretin, and prepilin peptidase) by maximum likelihood with IQ-Tree
[52]. We made 10 reconstructions per component with the most thorough mode of topological
search to account for the stochasticity of the method. The detailed analysis of key events
revealed by these trees can be found in S3 Table (the trees themselves are in S4 Table). The
ATPase trees are very well supported at most of the key nodes, they are consistent across repli-
cated inferences, and they clearly separate the different types of systems (S3 Fig). The trees
include two system-specific duplication events of the ATPases, one ancestral to the large clade
—including T4aP, T4bP, MSH, T2SS, and ComM (PilT/PilB)—and another within a clade of
T4aP (PilT/PilU). The IM platform tree also discriminates between types of systems and
includes pairs of homologues in Tad (TadB/TadC) and some archaeal systems (S6 Fig). The
prepilin peptidase tree is poorly supported and shows scattered distribution of the different
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types of systems (S8 Fig). Because prepilin peptidases can be exchanged between systems [49—
51], we have excluded them from further analyses. The secretin and major pilin trees have
some poorly supported branches, but they separate the different systems well. Overall, the pro-
tein components’ trees show that the ATPase, the IM platform, and the major pilin are good
phylogenetic markers for the evolution of the TFF superfamily. The secretin tree, even if rela-
tively well supported, is less informative for inferring the global evolutionary scenario because
the component is absent from monoderms.

The root of the TFF superfamily

The ATPase tree is the only one that can be rooted because this is the only ubiquitous compo-
nent with well-conserved homologues in distinct machineries that can serve as external groups
[40,41]. We used FtsK as an outgroup to root the tree because it is very conserved, single-copy,
present and essential in most bacterial phyla [53,54], and shows little evidence of horizontal
transfer [41]. Its closest homologue, HerA, is an archaeal protein from which it diverged con-
comitantly with the archaeal-bacterial division after the last universal common ancestor [41].
We retrieved the sequences of FtsK from a previous study [9], aligned them with the ATPase
sequences of the investigated systems, and inferred a maximum likelihood tree. This tree
shows that the FtsK sequences are monophyletic (100% Ultrafast Bootstrap Approximation
[UFBoot] support) and branch between two large clades: Tad and Archaeal-T4P on one side
(100% UFBoot) and a clade grouping the T2SS, T4aP, ComM, and T4bP on the other side
(100% UFBoot) (S4 Fig). The overall rooted topology is very similar to that of the unrooted
tree in 8 out of 10 trees (S3 Table). The inclusion of the ubiquitous ATPase of the T4SS
(VirB4) as an outgroup with FtsK also showed a split between the archaeal and the bacterial
branches of the tree (S5 Fig). This confirms that this ATPase family is also an outgroup of the
TFF superfamily. We rooted the trees of the IM platform and major pilin using the root of the
ATPase trees because all three proteins showed a consistent split between Tad/Archaeal-T4P
on one side and the remaining systems on the other (56 and S7 Figs).

The analysis of gene duplications provides additional information on the possible roots of
the superfamily phylogenetic tree. Placing a duplication event on a tree corresponds to setting
as anterior the branch in which the duplication occurred, and as posterior, those of the two
paralogues [55,56]. The duplications of the ATPases therefore exclude the root from the group
T4aP, T4bP, ComM, MSH, and T2SS. The duplication of the IM platform in the Tad system,
also present in some Archaeal-T4P, excludes the root from within these groups. Hence, the
analyses of duplication events are consistent with the root as defined above by the tree of the
ATPases.

Producing a concatenate tree

Because the ATPase and the IM platform have phylogenetic trees that are broadly consistent
(S3 Table) and are the most informative markers of the phylogeny, we computed a phyloge-
netic tree of their concatenate using a partition model (best model for each gene partition, as
computed by IQ-Tree). The major pilin was excluded from the concatenate because it shows
less-consistent and less-supported topologies. Concatenation required the use of a procedure
to deal with multiple homologues in the same system (to have one marker per component per
system). For those present in a few taxa, we chose in each system the protein most similar in
sequence to the most closely related systems lacking paralogues (see Methods). For the
ATPases, we used PilB because this ATPase is responsible for the assembly of the pilus, which
is an essential function in all families, contrary to the function of PilT/PilU (retraction). There
was no good argument to pick TadB or TadC platform proteins, and we therefore made 10
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phylogenetic reconstructions with each of them in parallel in ATPase/IM platform concate-
nates. As expected, the best trees (highest log likelihood) for the two TadB/PilB and TadC/PilB
concatenates were never rejected by the individual proteins’ alignments (p > 0.05, Approxi-
mately Unbiased [AU test], S7 Table). Furthermore, after correction for multiple comparisons,
only two of the 40 comparisons between the individual proteins and the concatenate trees
were significantly incongruent (TadB versus the two trees with lowest likelihood obtained for
the TadB/PilB concatenate). We present in Fig 3 the highest log-likelihood tree obtained for
the TadC/PilB concatenate (the combination of markers with no significant conflict with the
gene trees). Overall, these concatenate trees show that the TFF families derived from an ances-
tral system, which diversified initially into an archaeal system ancestor of Tad/Archaeal-T4P
and a bacterial system ancestor of the remaining TFFs.

The archaeal systems and the emergence of Tad

The ATPase, IM platform, and concatenate trees are broadly consistent with five or six groups
within Archaea (Fig 3, S3, S6 and S10), several of which replicate previous findings (groups
archaellum, Halo pilus, Epd, ‘Adhesive archaeal pilus’ [Aap], Bas/Ups [35]). All experimentally
validated archaella are part of a highly supported clade (100% UFBoot, group 3 in [35]) that is
the sister clade to another highly supported clade containing two pili involved in surface adhe-
sion in Halobacteria (Halo pilus, group 2 in [35]). They are sister groups of a clade gathering
the Bas, the Ups, and noncharacterised pili from Crenarchaeota and Thaumarchaeaota (group
4 in [35]). Aap cluster with the Halo pilus in the concatenate TadC/PilB and group apart closer
to the Bas and the Ups pilus in other trees. The rooted tree shows two basal clades of Archaeal-
T4P systems of unknown function, mostly found in methanogens (group 1 from [35], which is
separated by the root in our tree).

Unexpectedly, the position of the root places Tad as a system derived from Archaeal-T4P
systems. This feature is found in the trees of ATPase, IM platform, and major pilin with high
confidence. Furthermore, all these trees showed a monophyletic clade, including the Tad and
the ‘EppA-dependent’ (Epd) pilus (clade ‘Epd-like’), whose major pilins have similarly short
sequence lengths when compared to the others from Archaeal-T4P (S7 Fig). Both Epd-like pili
and Tad have two homologous genes encoding the IM platform, suggesting that their common
ancestor already contained them both. We examined the domain structure of these two genes
and found that each has one “T2SSF’ domain (PFAM domain PF00482), whereas most other
Archaeal-T4Ps have two such domains and longer IM platform proteins. This strongly sug-
gests that TadB and TadC were derived from an ancestral event of gene fission and not a dupli-
cation as previously suggested. To confirm this observation, we aligned the TadB and TadC
profiles with the archaeal IM platforms containing two T2SSF domains. In these cases, TadC
aligned best with the N-terminal domain, while TadB aligned best with the C-terminal domain
of the archaeal proteins. To further test the gene fission scenario, we made a tree using the con-
catenate of TadC and TadB, and this tree was similar to the tree of the concatenate (S4 Table).
Finally, the Tad systems have a protein, TadZ, that has significant HMM-HMM profile align-
ments with Archaeal-T4P components (arCOG00589 and arCOG05608), including those
from the Epd-like clade (group 1 from [35]), but not with profiles from the bacterial systems.
Altogether, these results strongly suggest that an ancestral Archaeal-T4P harbouring two genes
encoding the IM platform diversified into Epd-like systems in Archaea and was transferred
horizontally, apparently only once, to Bacteria, leading to the extant Tad systems.

The transfer of the system from Archaea to Bacteria was very ancient. Tad systems were fre-
quently transferred among Bacteria since then (see below), and it is not possible to infer the
precise bacterial taxa that acquired the original system. However, the Tad systems at the basis
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of the clade are from Proteobacteria in 18 out of 20 concatenate trees, often with very good
support (S3 Table). The two odd concatenate trees place Firmicutes at the base of the Tad
clade but with very low support. This suggests that the ancestor of the Tad system was acquired
by a diderm bacterium, and the accretion of the outer-membrane, pore-forming secretin to
the Tad system may have been the founding event of these systems.

The diversification of the bacterial TFF superfamily

The other major clade of the TFF superfamily only has bacterial systems (T4aP, T4bP, ComM,
MSH, T2SS). The vast majority of the concatenate and component trees place T4bP at the
basal position in the clade (in the others, some generic systems take this position). This is fol-
lowed by a split between ComM on one side and T4aP, MSH, and T2SS on the other. T4aP are
polyphyletic in all the phylogenetic reconstructions, showing a few clusters with the experi-
mentally validated systems (Fig 3). Some of these systems are in monoderms such as Firmi-
cutes and Actinobacteria, as previously observed [14,57]. MSH and T2SS are both clearly
distinct and derived from the T4aP. The MSH system falls in a highly supported clade (100%
UFBoot) with other systems of very similar gene composition. Intriguingly, all MSH loci lack a
prepilin peptidase. They may use a protein from another system because MSH were systemati-
cally present in genomes with T2SS, T4aP, or Tad, which encode a prepilin peptidase. Systems
previously identified as T2SS show two exceptions to monophyly. First, the position of chla-
mydial T2SS next to the other T2SS is highly supported in the ATPase and in the concatenate
tree (>95% UFBoot) but not in the trees of the secretin, major pilin, and IM platform. This
suggests a chimeric origin for this system in which different components were recruited from
different types of systems. Second, the so-called T2SS of Bacteroidetes (represented by Cyto-
phaga, [58]) always cluster with T4aP and away from the remaining T2SS.

The key early event in the ATPase trees of the Bacteria-only TFF large clade was the amplifi-
cation leading to the paralogues PilB (the assembly ATPase) and PilT (the retraction ATPase).
This event appears as a simple duplication at the base of the tree in certain of the ATPase trees
but also shows more complex scenarios in others (S3 Table). In the PilB part of the ATPase
tree, T4bP is basal, and the other systems are regrouped with T4aP. This scenario is consistent
with that of the secretin tree, in which if one places the root between T4aP and T4bP, one finds
T2SS deriving from a T4aP system, as in the PilB trees. This is also sustained, albeit with low
support, by the major pilin tree, in which one finds at basal positions T4aP and T4bP. The
presence of PilT in the early stages of evolution of the TFF superfamily could be an indication
that the most ancient systems already had ATPases specialised in pilus retraction.

One of the most interesting functions of the superfamily, from the evolutionary point of
view, is the involvement of some of its systems in natural transformation. The ComM system
is commonly found in Firmicutes, even if it is unclear whether it is always involved in transfor-
mation. It is monophyletic in all the phylogenetic reconstructions we made, usually with very
high support (>95%). In the concatenate trees, ComM branches apart from a group gathering
T4aP, MSH, and T2SS after the divergence with T4bP. The trees of individual components
show similar scenarios once one accounts for the effects of the ATPase paralogues and for the
low support of some parts of the IM platform trees. In summary, these results suggest that
ComM arose early and only once in the history of the TFF superfamily. The T4aP systems
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experimentally linked to natural transformation in diderms were systematically identified as
T4aP and also tend to cluster together in the tree.

TFFs are ubiquitous in the prokaryotic world

We used the best concatenate tree, rooted using the information of the rooted ATPase tree, to
class the numerous generic systems that we had previously identified. We assumed that clades
in which all systems were either generic or of a single type (of which at least one was validated
experimentally) could be tentatively assigned to that type. Generic systems in clades lacking
experimentally validated systems were left unassigned. Only two types of systems were para-
phyletic in the tree—T4aP and Archaeal-T4P—and were thus treated differently. T4aP was
split in a few monophyletic clades, and systems within each clade were reassigned using the
method above. The Archaeal-T4P systems, from which Tad derives, can be easily distinguished
from the latter and thus reassigned using a taxonomic criterion. This analysis significantly clar-
ified the systems’ assignment (compare S2 Fig with S11 Fig): 1,795 out of the 2,031 generic sys-
tems were reassigned to classical systems, mostly T2SS (479) and T4aP (748).

We used these tentatively assigned systems to produce more sensitive MacSyFinder models.
First, we changed the HMM profiles to account for the genetic diversity introduced by the
reassigned systems. Second, we created models to detect T4bP and MSH because we now had
a much larger number of examples of these systems. Finally, we searched for genes systemati-
cally associated with the systems’ loci in a neighbourhood of +20 genes that were not matched
by any of the HMM profiles of the models. We clustered the proteins by sequence similarity
and analysed the largest families. This ‘guilt-by-association’ approach failed to show other pro-
teins systematically associated with a particular type of system (S5 Table), suggesting that our
models already encompass their most frequent components. This process resulted in more
sensitive models that accounted for all known types of systems and correctly identified the 94
experimentally validated systems of Bacteria analysed in S2 Table, except the T2SS of Chla-
mydia and Bacteroidetes (shown above to be peculiar).

Using the improved models, we found 9,026 systems within 4,610 genomes, including
1,728 T2SS, 2,021 Tad, 2,558 T4aP, 908 ComM, 559 Archaeal-T4P, 177 T4bP, 191 MSH, and
884 generic systems (Fig 4, S6 Table). A few systems classed in a given type with the initial con-
servative models—14 T2SS, 10 T4aP, 5 Tad, 1 ComM—are classed as generic with the new
models. However, the inverse is much more frequent because we reclassified 1,114 generic sys-
tems as 1,408 T4aP, 338 T2SS, 670 Tad, 4 ComM, and 226 Archaeal-T4P. The large number of
generic systems reassigned to T4aP is not surprising because these systems are encoded in
multiple loci, are very diverse, and are present in several clades in the tree. This makes them
harder to detect using the initial model. The many reassignments of generic systems as T2SS
reflect a posteriori the excessive stringency of our initial model based on existing knowledge of
systems in Proteobacteria and the existence of T2SS with little or no experimental evidence in
other phyla. The reassignment led to identification of T2SS in a much broader set of taxa,
including Armatimonadetes, Deferribacteres, Clostridia (from a clade known to contain
diderms, further supported by the presence of a secretin), Spirochaetes [59], and Aquificae.
We also observe many new Tad systems in Elusimicrobia, Actinobacteria, Bacilli, and Clos-
tridia (Fig 4 versus S2 Fig). Our phylogenetics-driven approach for designing new models
allowed us to detect diverse putative MSH and T4bP. These systems were so far only described
as such in Gamma-proteobacteria, but we identified them also in Chrysiogenetes and Epsilon-
proteobacteria for MSH and in Acidithiobacillia and Nitrospirae for T4bP.

In certain cases, the phylogenetic annotation identified some systems that we missed using
the improved, models and provides information to explain the large number of generic
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Fig 4. Taxonomic distribution of the systems in Bacteria and Archaea obtained using the final models. Cells indicate the number of genomes with at least one
detected system. The cell’s colour gradient represents the proportion of genomes with at least one system in the clade. The bar plot shows the total number of detected
systems. The bars are separated in two categories: Alpha-, Beta-, and Gamma-proteobacteria versus the other clades. The cladogram symbolises approximated
relationships between the bacterial and archaeal taxa analysed in this study. Archaeal-T4P, type IV-related pili in Archaea; Com, competence pilus; ComM, Com in
monoderms; MSH, mannose-sensitive hemagglutinin pilus; Tad, tight adherence; T2SS, type II protein secretion system; T4aP, type IVa pilus; T4bP, type IVb pilus.

https://doi.org/10.1371/journal.pbio.3000390.9004

systems in certain clades. The T2SS in Chlamydiae [60] are close to the other T2SS for several
phylogenetic markers but are classed as generic because they apparently lack homologues of
the minor pilins and the assembly proteins GspLM [60]. Many of the systems of Actinobacteria
remain classed as generic systems. A large fraction of them could be classed as Tad by
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proximity to experimentally validated systems in the phylogeny, but they lack identifiable
homologues of some usual components such as the minor pilins and TadC (their TadB does
not contain two domains like those of homologues in some Archaea, showing this is not the
result of a gene fusion).

Genetic organisation is associated with differences in rates of horizontal
transfer

The systems differ strikingly in terms of genetic organisation (Fig 5). ComM and T4aP are usu-
ally found in multiple loci, whereas MSH and Tad are almost exclusively encoded in a single
locus. This characteristic further contributes to set MSH apart from the remaining T4aP.
Hence, as systems diverged, their genetic organisation also changed. To detail the prototypical
genetic organisations of each type of system, we built a graph on which nodes represent com-
ponents and edges link components that are encoded contiguously in the genome. The edges
are weighted by the frequency of contiguity: genes that are systematically contiguous are linked
by thick edges. This graph quantifies the prevailing genetic organisations for most types of
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Fig 5. Genetic organisation of the detected systems. For each detected system (those indicated in Fig 4), the edge width represents the number of times the two genes are
contiguous divided by the number of times the rarest gene is present in the system. The colour of the edge represents the number of times the two genes are contiguous in

the system divided by the number of systems. Com, competence pilus; ComM, Com in monoderms; Epd, EppA dependent; IM, integral membrane; MSH, mannose-
sensitive hemagglutinin pilus; Tad, tight adherence; T2SS, type II protein secretion system; T4aP, type IVa pilus; T4bP, type IVb pilus.

https://doi.org/10.1371/journal.pbio.3000390.9005
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systems (Fig 5). The Archaeal-T4P show very diverse genetic organisation, presumably because
they include very different systems (S12 Fig). The representative archaella systems show more
conserved genetic organisation [35,42] (S13 Fig). Interestingly, the genetic organization of the
key components of Epd is very similar to the Tad, presumably pre-dating Tad’s ancestor trans-
fer to Bacteria: the two IM platform genes are contiguous and followed by the major ATPase
and the secondary one (TadZ in Tad and FlaH [arCOG04148] in Epd) (see Fig 5).

The patterns of genetic organisation of the homologous components differ between sys-
tems. In general, pilins are encoded in a single locus but can vary in their colocalisation with
the rest of the genes: they can be apart (T4aP), at the edge of the locus (ComM, Tad), or in the
middle (T2SS, T4bP). In Archaea, all cases were found. Interestingly, many duplicated genes
tend to be contiguous, e.g., pilTU (ATPases). This is consistent with models suggesting that
duplication processes often produce tandem duplicates [61]. The variability between types of
systems and the conservation within types suggest that genetic organisation is under selection
within types but changes rapidly upon functional innovation.

The genetic organisation of the loci can also reflect the action of horizontal gene transfer. If
the systems are often gained or lost within lineages, as was shown for Tad [62] but much less
so for the archaellum [42], then systems encoded in a single locus are much more likely to be
successfully transferred because all the necessary genetic information can be transferred in one
event [63]. Systems scattered across the genomes cannot be transferred in a single event
(although parts of the system can presumably be exchanged if the recipient genome encodes a
system with similar genetic organisation). We thus hypothesised that single-locus systems are
more likely to undergo horizontal gene transfer. To test this hypothesis, we compared the phy-
logenetic tree of each system, i.e., a subtree of the larger phylogenetic reconstruction, with a
maximum likelihood tree of the 16S rRNA sequences of the species carrying the systems (514
Fig). We excluded the archaeal systems from these analyses because their loci are harder to
define precisely (sometimes scattered and multiple systems per genome) and their functions
are still poorly delimited in most cases (complicating the definition of the clade to use in the
analysis). We found that systems encoded systematically in a single locus are more frequently
transferred than those encoded in several loci (Fig 6). These results are reinforced by the analy-
sis of the frequency with which systems are encoded in plasmids, which closely follows the
trends observed for the frequency of transfer (highest in Tad and lowest in ComM; Fig 6). The
contrast is especially interesting between the Tad and T4aP systems that are both present in
many different clades and are encoded almost exclusively in one locus (Tad) or many loci
(T4aP). This association between rates of transfer and organisation suggests that systems that
are frequently gained and lost endure a selective pressure for being encoded in a single locus.

Discussion

We used comparative genomics and phylogenetics to produce models and protein profiles that
identify TFFs in the genomes of Bacteria and Archaea. The final models classify most systems
and assign them classifications that are consistent with the phylogenetic analysis. Some dis-
crepancies persist. They can be due to systems very divergent from the models (see below) or
to the presence of inactive and partly deleted loci (remnants of formerly functional systems).
The models are publicly available and provide a significant advance relative to our previous
work because they are more sensitive and cover more types of systems (Archaeal-T4P, ComM,
MSH, and T4bP). We used them to quantify the frequency and taxonomic distribution of the
different systems and found that every inspected phylum of Bacteria and Archaea has TFFs
from one or several families. Some of these are widespread (e.g., T4aP, Tad), whereas others
(MSH, T4bP) are abundant in Proteobacteria but absent from most other phyla. With the
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Fig 6. Association between organisation and horizontal transfer of the different systems. For each system, we
compared the subtree of the systems with the 16S tree of the same species using ALE v0.4 to obtain the proportion of
transfers. The panel above the graphic indicates the proportion of systems in a single locus and the proportion of
systems on chromosomes (the others being found on plasmids). ComM, competence pilus of monoderms; Tad, tight
adherence; T2SS, type II protein secretion system; T4aP, type IVa pilus.

https://doi.org/10.1371/journal.pbio.3000390.9006

exception of archaella, most archaeal systems are poorly characterized. When known, they
tend to have diverse functions, components and genetic organization. Further experimental
study of these systems is required to produce reliable MacSyFinder models for each of them.

Our approach may be regarded as conservative. First, some components of the systems
were excluded from phylogenetic analyses because they were not sufficiently conserved in terms
of amino acid sequence. The minor pilins are a particularly important set of proteins that were
ignored because they produced short and very poor multiple alignments across systems. Sec-
ond, the models were built based on experimentally validated systems and using information
from monophyletic clades of a given type. If the systems were described in few species or in a
small number of phyla, our ability to identify them is limited, especially when they are very dif-
ferent from known systems in terms of gene repertoires and protein sequences.

These limitations may explain why our improved models classed the T2SS of Chlamydiae
as generic: they carry few components, and they have different origins. This may result from
the impact of the peculiar developmental cycle and intracellular lifestyle of Chlamydia on its
envelope [60]. In other cases, systems may actually differ from the descriptions in the litera-
ture. This is probably the case of the so-called T2SS of Bacteroidetes. This system is involved in
protein secretion [58] but consistently branches apart from T2SS in all analyses of the phyloge-
netic markers. The major pilin of this system is very divergent compared to major pseudopilins
from Proteobacteria. Our analysis raises the exciting possibility that it might represent a novel
type of protein secretion system derived from the T4aP independently of the T2SS.

All trees show that the widely studied T4aP systems are very diverse and form several differ-
ent clades in the tree, whereas the one with the PilU ATPase, the most widely studied, accounts
for a minority of the identified systems. Most of the other T4aP are poorly characterised and
may represent systems with novel properties. Finally, the results obtained with the final
improved models showed few systems identified as generic. This suggests that there may be
few novel families of systems to be discovered in the superfamily that contain the three key
components (ATPase, IM platform, major pilin) and are present in the phyla represented in
the genome database. On the other hand, the diversity of certain types of systems—such as the
T4aP and the Archaeal-T4P—may still reveal surprising novel functionalities.
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T4aP, type IVa pilus; T4bP, type IVb pilus; Ups, UV-inducible pilus of Sulfolobus.

https://doi.org/10.1371/journal.pbio.3000390.9007

The phylogeny of the key components of the TFFs revealed an initial split between archaeal
and bacterial systems, suggesting that these structures may have pre-dated the last common
ancestor of all cellular organisms (Fig 7; see also S8 Table). This ancestral system presumably
had one ATPase for its assembly (the function performed by PilB in T4aP), an IM platform,
pilins, and a prepilin peptidase. Among these key components, only the ATPase has identifi-
able sequence homologues outside the superfamily, but the other components have distant
sequence or structural homologues that suggest they may pre-date the last common ancestor
of all TFFs. The PFAM domain of the prepilin peptidase of TFF belongs to the PFAM clan
CLO0130 with other signal-peptide inner-membrane-associated peptidases, several of which are
found in Bacteria, Eukaryotes (the presenillin family proteases), and Archaea [64]. The protein
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profiles of the integral membrane platform match those of some ATP-binding cassette (ABC)
transporters, and the protein is structurally very similar to one of the V-type ATP synthase
subunits [65]. The platform may thus have been co-opted from these ubiquitous membrane-
associated systems. The small size and rapid evolution of the pilins preclude the tracing of
their evolution at deep time scales. Fast evolution of pilin globular domains may be associated
with the variability of essential inner-membrane components that promote pilin targeting to
the assembly site or connect the inner- and outer-membrane subcomplexes [66,67]. It is also
difficult to determine whether there were other components in the ancestral system of the
superfamily because they either evolve swiftly or are present in only a small number of systems.
A recent study showed that a minimal set of eight genes was sufficient for the assembly of the
T4aP of Neisseria meningitidis [68]. Four of them, PIIMNOP, are essential for the assembly but
are lacking in our list of ancestral genes because their homologs were lacking, or very rare, in
genes neighboring T4bP, ComM, Tad, and Archaeal-T4P. They were found in MSH and T2SS
(Fig 2, S5 Table), suggesting that they arose more recently and that other systems do not
require these proteins for assembly (Fig 7; S8 Table). In short, our results are consistent with
the idea that the ancestral system was able to energise its assembly and build up a pilus with
matured pilins on top of an assembly platform, the basic molecular architecture of extant
systems.

Our results and previous data on the genetic composition and organisation of archaeal sys-
tems [35] reveal processes of functional diversification leading to families of different func-
tions. The Sulfolobus genus alone counts systems from four of the seven different Archaeal-
T4P types studied experimentally (Aap, Bas, Ups, and archaellum). Even though horizontal
transfers might be frequent among Archaea, our approach places the root of Archaeal-T4P
within systems of methanogens from the Euryarchaeota phylum (group 1 of Makarova and
colleagues [35]), and this is consistent with a proposed rooting for the archaeal tree of life
within methanogens [69]. Further experimental work is needed to elucidate the functions of
these Archaeal-T4P.

The archaeal origin of Tad is consistently suggested by the rooted phylogenetic analyses
and the specific shared characteristics of pilins, the IM platform, and TadZ-like proteins in
Tad and Archaeal-T4P (S8 Table). The literature often classes Tad pilus as T4bP [70]. Our
study shows that these systems are very different in terms of components, genetic organisation,
and evolutionary origins. This is in accordance with recent works proposing to clearly separate
Tad from T4bP and to name them as T4cP [43]. The Epd-like systems share the closest ances-
try with Tad systems among the entire TFF superfamily and are the ones with more similar
genetic organization of the key components. They were only characterised in Methanococcus
maripaludis, in which they are involved in surface attachment, a trait they share with the Tad
pilus [71]. A striking trait of Tad (and Epd) is the systematic presence of two genes (tadB and
tadC) encoding the IM platform. This has been regarded as the result of a gene duplication
[37], but the size, domain content, and sequence similarity of these genes are more parsimoni-
ously explained by a gene fission event, e.g., by a mutation integrating a stop codon within the
ancestral gene. This produces a complex evolutionary scenario: the original IM platform was
probably the result of an internal gene duplication event that pre-dated the last common
ancestor of the TFF superfamily and is present in most systems. In the Epd and Tad clades,
this was followed by a fission event that resulted in two tandem homologous genes. In some
Tad systems of Actinobacteria, one of these components (TadC) was lost. The adaptive rele-
vance of these successive events in the light of emerging structural data could be an interesting
topic of future research.

The secretin tree provides some information about the process of transfer of the ancestral
Tad to Bacteria. It places Tad’s secretin within those of T4aP systems with high confidence and
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typically close to Proteobacteria. This suggests that the co-option of the secretin upon transfer
of the ancestor to a diderm was the founding event of Tad systems. It occurred at a time when
most types of systems (T4aP, T4bP, ComM, and possibly MSH and T2SS) were already in
place. Tad’s secretin makes a monophyletic clade in the tree, suggesting that the accretion of
the secretin to this system only happened once. Interestingly, it has been shown that TadD is
essential to the assembly of the Tad secretin in Aggregatibacter actinomycetemcomitans [72].
While it was originally thought that TadD had no homologues in the other TFFs, we observed
that it has a homologue in MSH systems (MshN, Fig 2). Further work will be needed to deter-
mine if the acquisitions of the secretin and TadD are linked or result from independent co-
option events. If the scenario of a single, ancestral secretin acquisition in Tad is correct, then
the adaptation of Tad to monoderms, which occurs at several places independently in the tree,
involved the loss of the secretin. This event of loss seems very common because it is also found
once in the initial evolution of ComM and several times at the emergence of T4aP of mono-
derms. Finally, the large taxonomic distribution of Tad, in spite of its relatively recent origin, is
in agreement with the high frequency of horizontal transfer observed for this system.

Secretins were co-opted on multiple occasions in the TFF superfamily. Co-options of a
secretin from other systems are very common. They were observed multiple times in the evo-
lution of the T3SS (e.g., from Tad and from T2SS) and in filamentous phages [8]. In this
respect, it is interesting to analyse the six TFFs with secretins (3 T4aP, 2 Tad, and 1 T2SS) in
Firmicutes with an outer membrane (Halanaerobiales and Negativicutes). Four of these sys-
tems group with the TFFs of Firmicutes, and two were more closely related to systems from
diderms. Their secretins were placed in the tree with proteins from the same TFF family of
diderms and lacked distinctive domain architecture. There is thus no evidence that secretins
were co-opted to adapt to the membrane of diderm Firmicutes, possibly because the ancestors
of Firmicutes were diderm [73].

The T4bP is the most basal system among Bacteria. Subsequently, a split separated ComM
from T4aP, and the latter then diversified into T2SS and MSH. Recent works suggest that the
last common ancestor of Bacteria was a diderm [73]. Our analysis shows that Tad, T2SS, and
T4aP are monophyletic clades in the phylogeny of the secretin, in agreement with previous
works [74], suggesting that there was little transfer of the secretin between systems. If one
roots the secretin tree between T4bP and T4aP, as in the concatenate trees, then it largely reca-
pitulates the tree of the TFFs concatenate (except for the position of Tad). This is in line with a
very ancient acquisition of the secretin by the TFF superfamily. Because T4bP are the most
basal systems in the tree and are only found in diderms, this strongly suggests that the original
bacterial system had a secretin and was present in a diderm.

Until recently, it was thought that only systems encoding PilT were capable of pilus retrac-
tion. This would suggest that the ability to retract the pilus resulted from the neofunctionalisa-
tion of one of the copies (PilB in T4aP) of the protein at the moment of the duplication of the
ATPase, leading to PilB/PilT in T4P. Surprisingly, it was recently shown that the Tad system of
Caulobacter crescentus is also able to retract the pilus [43], and there is evidence that the PilB
ATPase is implicated in the process [75]. As these authors, we could not identify any ortholo-
gue of PilT in this system, in agreement with a PilT-independent retraction of the pilus. It is
possible that the original ATPase of the ancestor system of T4bP and T4aP could perform both
activities—assembly and retraction/disassembly—and that the duplication resulted in subfunc-
tionalisation of these functions when both PilB and PilT were present. Interestingly, the T4aP
in Vibrio cholerae was shown to retract with low speed in the absence of PilT [76], even if pilT
mutants have extremely low [76] or undetectable rates [77] of DNA uptake. This would con-
tribute to explain how ComM, devoid of PilT, could retract a filament carrying DNA in Strep-
tococcus [78] and how nontypeable Haemophilus are able to uptake DNA using a T4aP that
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lacks PilT [79], whereas PilT mutants are defective in transformation in several Bacteria [77].
It was also previously suggested that pilus retraction of the Archaeal-T4P might be required to
explain some archaeal communities’ behaviour, like transition from sessile to swimming stages
[80]. Some overlap between the functions of PilT and PilB might also explain why PilT is fre-
quently lost (e.g., in T2SS and ComM). In line with the specialisation of the roles of this family
of ATPases following duplication, a recent study showed that PilU improves retraction in high
friction environments, whereas PilT is sufficient for motility in free solution [81]. It is tempt-
ing to speculate that other, rarer duplications of these ATPases are involved in further speciali-
sations of retraction functions.

The increase in the diversity of systems able to retract the pilus opens the possibility that
many other pili could be involved in natural transformation because the role of the pilus is to
attach the DNA and bring it to the cell surface. Actually, a number of arguments are in favour
of the hypothesis that the ancestor of the bacterial systems, or even the last common ancestor
of the superfamily, might have been able to facilitate natural transformation. First, ComM,
Tad, and T4aP have been associated with this mechanism. Second, the predicted repertoire of
genes of the last common ancestor of these types of systems could suffice for DNA attachment
and retraction towards the cell envelope necessary for transformation. Third, systems that
emerged within Archaea are able to facilitate transformation. The Ups pilus in Sulfolobus is
highly expressed under UV light, mediates cell aggregation, and facilitates natural transforma-
tion mediated by the independent Crenarchaeal system for exchange of DNA (Ced) [82,83]. A
Tad locus (archaea-derived, like all Tad) from Micrococcus luteus has recently been shown to
be required for natural transformation [84]. We identified this system within the Tad clade,
and its gene repertoire includes a single ATPase. Fourth, it has been previously shown that
other key components of the transformation machinery—DprA and ComEC—are widespread
across Bacteria [31,85]. The DNA uptake machinery required for transformation is encoded in
many Bacteria that were never shown to be naturally transformable [86,87]. E.g., Escherichia
coli and other enterobacteria contain functional T4aP genes coregulated with the competence
machinery [66,88], which are required for natural transformation [89]. If many TFFs have the
same ability, then a vast majority of Bacteria could potentially be naturally transformable.
Interestingly, ComM and T4aP systems known to be involved in natural transformation tend
to cluster (apart) in the phylogenetic tree of the concatenate. This suggests that even though
many T4aP might facilitate transformation, those effectively involved in transformation have
evolved certain traits improving this function. One such feature is the presence of two disul-
phide bonds in pilins, which may stabilise the structure and improve retraction-force resis-
tance of Acinetobacter [90] and enterobacterial T4aP major pilins [66] or of the competence-
specific minor pilins in Neisseria [91].

Our study has revealed how a small set of proteins with different functions evolved to pro-
duce different adaptive functions involved in different types of motility, adherence, DNA
uptake, and protein secretion. This process involved 1) accretion of accessory proteins, such as
the secretin and secretin-associated proteins, to cope with the existence of an outer membrane
in diderms; 2) duplication and subfunctionalisation of key components, such as pilins and
ATPases; 3) internal gene duplication in the IM platform, followed by gene fission in TadBC;
4) several cases of gene loss, notably for some of the IM platform homologues in Tad, for the
PilT ATPase, and for the secretin in monoderms; 5) gene transfer between distant clades,
including a rare example of a large macromolecular system (Tad) transferred from Archaea to
Bacteria; and 6) these events being accompanied by rearrangements of the genetic loci. TFFs
were frequently transferred horizontally, which certainly accelerated their evolution because
genetic exchanges break clonal interference and accelerate innovation processes by recombi-
nation [92]. Interestingly, we observed that genetic organisation and horizontal transfer were
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intimately associated, with systems encoded in one single locus showing higher rates of trans-
fer. This may be a general pattern in the molecular evolution of complex systems in Bacteria
and Archaea. Strong genetic linkage facilitates positive selection in physically interacting pro-
teins [93] and the spread of the system to other species [63]. Novel genetic contexts may, in
turn, select for further changes in the systems. Once functions remain for a long period of time
in the lineage, as seems to be the case for ComM and some T4aP, major adaptive changes in
the systems may become rare, and rearrangements splitting the initial locus may be eventually
fixed. Radical changes in systems encoded in split loci are less likely to be spread by horizontal
transfer, unless the recipient cell has already a copy of the system with similar genetic organisa-
tion. As a result, a tight association is established between genetic organisation and the ability
of a system to evolve and spread by the action of horizontal gene transfer.

Methods
Data

We analysed 5,768 complete bacterial and archaeal genomes from NCBI RefSeq (ftp://ftp.ncbi.
nlm.nih.gov/genomes/refseq/, last accessed in November 2016), representing 2,268 species of
Bacteria and 168 species of Archaea.

Detection of the TFF superfamily

All the systems of the family were detected using MacSyFinder v1.0.2 [44]. This program uses a
model to identify a type of system in a DNA sequence (typically a replicon). The model specifies
the components of the system, each represented by an HMM profile, and how their systems are
organised in the sequence. A full description of the program and the models can be found in
http://macsyfinder.readthedocs.io/en/latest/index.html. Briefly, the components can be manda-
tory, accessory, or forbidden. This does not represent a biological classification. The classification
is made to distinguish between components that are ubiquitous and easy to identify (mandatory)
and those that are either frequently absent or easily missed (accessory). A system is only validated
if it fulfils a quorum of mandatory (minimum mandatory genes required [MMGR]) and/or man-
datory + accessory genes (minimum genes required [MGR]). A locus is excluded if it contains a
forbidden gene (these are useful to discriminate between closely related systems with a few specific
components). Components are expected to be clustered in the genome at a short distance (defined
in the model). Yet, some components can be defined as ‘loners’ and encoded apart. A component
can be set as ‘exchangeable’, in which case several HMM profiles can be used to detect it (e.g., the
same prepilin peptidase is used by T2SS and T4aP in some cases [49-51], and both profiles can be
used to identify the prepilin peptidase of each of the two types of systems).

For this work, we could use the models previously proposed by TXSScan [39] for T2SS, T4aP,
and Tad, but we wished to add a few components that were missing there. For the Archaeal-T4P
and for ComM, we did not have an initial model. We proceeded in two steps. First, we made con-
servative initial models that matched the archetypal systems but sometimes were too strict for
some atypical systems. This resulted in a list of systems in which we had strong confidence. How-
ever, it also missed many systems. To identify these systems, we built a model called ‘generic’ that
had only the basic building blocks of these systems, with all the homologous proteins set as
‘exchangeable’. Following the comparative and phylogenetic analyses, we redefined all the models
to make less-initial models that could identify a larger number of systems. Both sets of models are
made available. The table with all protein profiles is given in S4 Table.

Generic. We defined the model called ‘generic’ to search for variants of the TFF superfam-
ily that include the key components but do not fit the strict definitions of the more specific
models (T4aP,T2SS, etc.). This model assumes that all the HMM profiles of the same connected
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component in the profile-profile graph of similarity can fill in for the function. Hence, it can iden-
tify very divergent or minimalistic systems, as well as chimeric systems with components that
match profiles from different types. A cluster of components is classed as generic if it does not fit
any of the more specific models and contains an ATPase, an IM platform, and a major pilin. In
addition to these three proteins, the generic model also includes the prepilin peptidase and the
secretin that are not deemed essential for the system because the former may be recruited from
other systems in the genome [51], and the latter is specific to diderms.

Tad. The initial model of Tad closely followed the definitions proposed in [39]. This
model includes all the known key components of the system and assumes that they are all
encoded together, with the exception of tadV, the prepilin peptidase gene that can be encoded
apart (loner) and be exchangeable with a number of homologous components from the T4aP
(pilD) and ComM (comC).

The final model includes tadD, rcpB, and rcpC as new accessory components. The prepilin
peptidase TadV is no longer exchangeable. The model defines the Tad pilus as multi_loci to allow
for the existence of systems encoded in loci scattered in the genome (even if this is very rare).

T4aP. The initial model of T4aP was significantly improved from the model in [39]. Itis
more precise in the annotation of the retraction ATPases (pilT and pilU) and the major (pilA)
and minor pilins (pilE, pilX, and fimT), and now accounting for five further components: pilT,
PilE, pilA, and fimT set as mandatory and pilU and pilX set as accessory, according to their
occurrence in the systems. Accordingly, the number of MGR and MMGR was increased to 8.
The prepilin peptidase pilD was changed to mandatory, loner, and exchangeable with a num-
ber of homologous components from T2SS (gspO) and ComM (comC) according to its locali-
sation, which could be found alone in the genome, and the fact that the HMM profiles of these
two genes often have better e-value than the one of the T4aP.

The final model of T4aP includes pilW, pilX, and pilY as new accessory components. We
decreased MMGR to 4 and MGR to 5, which better fit the data. We set fimT, pilM, pilP, and
PilA as accessory to help MacSyFinder to search more complete T4aP in the genome. We also
removed the forbidden genes gspN, tadZ, and gspC.

T2SS. The initial model of T2SS followed closely the definitions proposed in [39], in
which we increased the MGR to 8 and set the prepilin peptidase gspO as mandatory, loner, and
exchangeable with a number of homologous components from the T4aP (pilD).

The final model was relaxed to identify a larger fraction of the systems. We reduced the
MMGR to 4 and the MGR to 5. To fit the data better, we added the prepilin peptidase of
ComM (comC) as another exchangeable gene of gspO. We set the gspC gene as mandatory and
gspM as accessory, and gspD was set as a loner to better fit the data.

ComM. In this initial model, only the genes that compose the pilus were used in the
model, not the genes that encode DNA uptake system, such as comEA, comEB, and comEC
[31,78,94-96]. The minimal distance between genes was set to 5. The MMGR was set to 3 and
the MGR to 5, and the system was set as multi_loci because some genes are loners. The genes
comC, comGA, comGB, comGC, and comGD were set as mandatory, and the other ones were
set as accessory in relation with their presence in experimentally validated systems, curated
with an exploratory phase to know the relative abundance of the genes in the systems (the
genes with more than 80% of presence in the detected systems were set as mandatory and the
others as accessory). comC was set as a loner and exchangeable with pilD of the T4aP because
we found a case in which the HMM profile of pilD was better in e-value than that of comC, and
for the same reason, comGA was set as exchangeable with pilB of T4aP. The genes comB,
comK, and comX were set as loners because they are often found alone in the genome.

In the final model, we changed the number of genes for the MMGR and MGR to 4. We also
added the genes encoding the DNA uptake system in the plasma membrane (comEC, comEB,
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and comEA). comEC was set as mandatory, comEB and comEA were set as accessory, and
comEC and comEB were set as loners. Changing the gene comGD to accessory allowed us to
search for loner genes without changing the MGR number.

Archaeal. Initial model. We here describe the first tool, to our knowledge, to detect
Archaeal-T4P. We extracted the sequences from the 200 arCOG families (2014 version, [97])
deemed to be associated with Archaeal-T4P by Makarova and colleagues [35]. We built HMM
profiles for each of these families: sequences were aligned with MAFFT v7.273 and linsi algo-
rithm, and the alignment extremities were trimmed based on the results of BMGE with BLO-
SUM40 matrix [98,99]. HMM profiles were generated using HMMER version 3.1b2 [100].
These profiles were compared to profiles of Tad, T4aP, and T2SS from TXSScan [39] using
HHsearch (e-value and p-value threshold of 0.001 for the family cutoff) in order to define supra-
families of components [46]. Core ‘mandatory’ components were defined based on the litera-
ture and experimentally validated systems. Other components were set as ‘accessory’. The
arCOG families that matched on the same component were defined as exchangeable. The prepi-
lin peptidase was set as a loner gene that can be part of multiple systems. This initial model
asked for a minimal number of mandatory genes and overall number of genes of 4. Of 14 exper-
imentally validated systems found in the literature, 10 were detected with this initial model (S1
Table). After counting the occurrence of the different arCOGs in the detected Archaeal-T4P, we
removed those without any occurrence to reduce the number to 109 arCOG families. Final
model. The number of genes for MMGR and MGR was reduced to 3, which better fits the data.

T4bP. Final Model. This class includes the R64 thin pilus, toxin-coregulated pilus, bun-
dle-forming pilus, longus pilus, and Cof pilus [27]. Because we do not have many experimen-
tally validated systems for the T4bP, we used the phylogenetic information of the TFF
superfamily trees to have a set of T4bP-related proteins to create the HMM profiles and the
definition of the model. We created 8 HMM profiles; the MMGR was set to 4 and the MGR to
4. The system was set as multi_loci because some genes are loners. The genes pilD, pilB, pilA,
pilC, and pilQ were set as mandatory, and the other ones were set as accessory, according to
their occurrence in the detected systems. The prepilin peptidase pilD was set as a loner. pilA
was set as exchangeable with pilA of T4aP because we found cases in which the HMM profile
of pilA of T4aP had a better e-value in matches to T4bP than the pilA of T4bP.

MSH. Final Model. Because we do not have many experimentally validated systems for
the MSH, we used the phylogenetic information of the TFF superfamily tree to have a set of
MSH-related proteins to create the HMM profiles and the definition of the model. We created 20
HMM profiles; the MMGR was set to 3 and the MGR to 4. The system was set as multi_loci
because some genes are loners. The genes mshA, mshE, mshG, mshL, and mshM were set as man-
datory, and the others were set as accessory, according to their occurrence in the detected systems.
The gene mshA was set as a loner, according to detected systems found in the genomes. mshB was
set as exchangeable with pilA of T4bP because we found cases in which the HMM profile of pilA
of T4bP provided better e-values when matching MSH systems than the mshB of MSH. For simi-
lar reasons, mshC was set as exchangeable with fimT of T4aP. The model for MSH does not
include a prepilin peptidase because such a gene could not be identified in the locus.

Retrieval and construction of protein profiles

We retrieved 37 profiles for T2SS, T4aP, and Tad from TXSScan [39]. For two HMM profiles
of T4aP that combine the detection of two protein paralogues (T4P_pilT_pilU and T4P_pi-
1AE), we decided to separate the sequence of the different proteins from the original alignment
of this profile to generate five separate HMM profiles (T4P_pilT, T4P_pilU, T4P_pilA,
T4P_fimT, and T4P_pilE).

PLOS Biology | https://doi.org/10.1371/journal.pbio.3000390 July 19, 2019 21/34

110



Diversification de la TFF-SF

@‘PLOS | BIOLOGY

Diversification of the type IV filament superfamily

To create the HMM profiles, we used the following methodology. For the genes that had
few representatives in the experimentally validated data set, we used BLASTP v 2.5.0+ (default
settings, e-value <1 x 10~°) [101] to search for homologues among complete genomes. To
remove very closely related proteins, we performed an all-against-all BLASTP v2.5.0+ analysis
and clustered the proteins with at least 80% sequence similarity using SiLiX v1.2.10-p1 (default
settings) [102]. We selected one sequence from each family as a representative. We aligned all
the representatives using MAFFT v7.273 (—auto, automatic selection of the parameters
depending of the size of the alignment, default values for the other parameters) [98]. With
SEAVIEW [103], the poorly aligned regions at the extremities were manually trimmed in the
alignment. The trimmed alignment was used to build the HMM profile using hmmbuild
(default parameters) from HMMER package v3.1b2 [104].

For the HMM profiles of the final model, we used the sequences of the profiles described
above. Using the information of the phylogeny of the systems, we added the sequences of the
systems that were annotated as generic but that clustered in a group of experimentally vali-
dated systems. We aligned all the representatives using MAFFT v7.273 (—auto, automatic
selection of the parameters depending of the size of the alignment, default values for the other
parameters) [98]. With SEAVIEW [103], the poorly aligned regions at the extremities were
manually trimmed in the alignment. The trimmed alignment was used to build the HMM pro-
file using hmmbuild (default parameters) from HMMER package v3.1b2 [104].

Phylogenetic inference

Phylogenetic analyses based on protein sequences involved an initial alignment of the
sequences using MAFFT v7.273 (linsi algorithm) [98]. Multiple alignments were analysed
using Noisy v1.5.12 (default parameters) [105] to select the informative sites. We inferred max-
imum likelihood trees from the curated alignments or their concatenates, using IQ-TREE v
1.6.7.2 [52] (options -allnni, -nstop 1,000, -nm 100,000). We evaluated the node supports
using the options -bb 1,000 for ultrafast bootstraps and -alrt 1,000 for SH-aLRT [106]. The best
evolutionary model was selected with ModelFinder (option -MF, BIC criterion) [107]. We
used the option -wbtl to conserve all optimal trees and their branch lengths.

The phylogenetic trees of 16S rRNA sequences were built from a data set including one
sequence per genome of 5,776 genomes. The 16S sequences were retrieved from genome
sequences using RNammer v1.2 [108] (options -S set to bac and the -m to ssu). We aligned
archaeal and bacterial 16S rRNA separately using the secondary structure models with SSU_A-
lign v0.1.1 (http://eddylab.org/software/ssu-align/, default options). Poorly aligned positions
were masked with ssu-mask. The alignment was trimmed with trimAl v1.4rev15 [109] (-noall-
gaps, which allows for removing regions that are only composed of gaps from the alignment).
The maximum likelihood trees were inferred using IQ-TREE v1.6.7.2 [52] (using the best-
selected model SYM + R6 for the archaeal tree and SYM + R10 for the bacterial tree, -bb
10,000 ultrafast bootstrap [106], -wbtl to conserve all optimal trees and their branch lengths).

Reference systems data set

The data set with all the systems identified in the genomes is too large to make phylogenetic
inferences. It also contains many very closely related systems that may provide little additional
information to infer the deeper nodes of the tree. Hence, we developed a method to remove
redundancy in the data set while maximising its genetic diversity. The method prioritises the
inclusion of systems that were experimentally validated to facilitate the analysis of the results.
The method consists of several sequential steps (S15 Fig).

PLOS Biology | https://doi.org/10.1371/journal.pbio.3000390 July 19, 2019 22/34

111



Diversification de la TFF-SF

@‘PLOS | BIOLOGY

Diversification of the type IV filament superfamily

. We inferred the maximum likelihood tree for each key components’ family as mentioned

above and extracted the matrices of patristic distances (using the R function ‘cophenetic_-
phylo’ of the package ape) between all leaves of the trees. This resulted in a set of distance
matrices between systems.

. When there were multiple copies of a family of clade-specific paralogues, the system was

represented multiple times in the phylogeny and in the distance matrix. To solve the prob-
lem and to have only one distance between two systems, we chose the minimal distance
between the paralogues of the systems.

. Each core protein family has a different rate of evolution. To compare them, we normalised

each matrix by the sum of all the branch lengths in the tree of the family. We then built a
matrix that is the average of all normalised matrices. This average matrix was used to infer a
tree with bioNJ [110]. The tree was rooted at the midpoint.

. We used the bioNJ tree to define monophyletic groups of similar systems. We iteratively

used the R function ‘cutree’ from the stats package by gradually decreasing or increasing
the heights at which the tree should be ‘cut’ until we obtained between 200 and 300 groups.

. At this stage in the method, we had obtained a set of monophyletic groups of closely related

systems. To pick the representative system of each group, we had the following order of pri-
orities: i) inclusion of systems validated experimentally, ii) inclusion of the systems with
fewest paralogues. In some rare cases, a given type of systems (e.g., T2SS) had less than 20
instances after this procedure. In this case, and to increase the statistical power of the analy-
ses, we modified the height of the ‘cutree’ function for the specific subtree of the systems
lacking representative to obtain a minimum of 20 systems for each group if possible. The
systems selected to make the phylogeny are named ‘representative systems’.

. We removed some complex systems from the reference ones (6/39 Archaeal-T4P and 10/

101 generic) because they had two paralogues of all the genes or were generic systems with
components from different types (e.g., T2SS_gspE and T4P_pilB).

Dereplicated data set

To reduce the number of paralogues in each system, we used the following method (S16 Fig).

1.

We inferred the maximum likelihood tree for each key components’ family of the represen-
tative data set as mentioned above and extracted the matrices of patristic distances (using
the R function ‘cophenetic_phylo’ of the package ape) between all leaves of the trees. This
resulted in a set of distance matrices between proteins.

. For each system with more than one copy per gene, we found the nearest system, based on

patristic distances extracted from the ATPase or the IM platform tree (depending on the
number of copies of the ATPase), that had only one copy of this gene.

. We use this nearest system to choose the copy of the duplicate gene with the smallest dis-

tance to its homologue in this nearest system.

. In the end, each system is represented by a single instance of each of the core proteins, and

we called this set of selected sequences and systems the ‘dereplicated data set’.

Concatenate trees and ML topology tests

The Tad pilus and T4aP show cases of system-wide duplications: some of their gene families
have several members in the same systems. That is the case of the IM platform for the Tad
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pilus (TadB and TadC are homologues that resulted from an initial gene internal duplication
before the last common ancestor of TFFs, followed by a gene fission event) and for the ATPase
of the T4aP (PilB and PilT/PilU are paralogues). Candidate systems’ trees were generated
based on the concatenation of all possible combinations of putative sets of orthologues, i.e.,
each paralogue was picked one after the other to represent their system in phylogenetic analy-
ses. E.g., for the IM platform, a first set of orthologues would consist of TadB sequences for
Tad systems together with IM platform sequences from all other systems, and another would
consist of TadC sequences for Tad systems together with IM platform sequences from all other
systems. For the ATPase, we decided to only focus on the functional orthologous gene, the
PilB sequences for T4aP systems.

Therefore, there were two possible combinations of the mandatory genes to generate con-
catenates of the ATPase IM platform. In total, we generated two concatenates and used
IQ-Tree to compute maximum likelihood phylogenetic trees, using partition models (option
-spp, the location of the genes in the concatenation defines the partitions, the model for each
partition corresponds to the model found previously for the individual analyses).

In order to assess the congruence between the concatenate trees and the individual protein
trees, a maximum likelihood topology test (AU for ‘Approximately Unbiased’ [111]) was per-
formed using IQ-Tree. Each protein alignment was used as an input to assess the congruence
of its ML tree with those of the 10 concatenate trees. The parameters of the model were esti-
mated on the initial parsimony tree (option -n 0). A correction for multiple tests was applied
to the p-values (sequential Bonferroni per batch of 10 concatenate trees).

Analysis of the neighbourhood of the systems

We searched for genes systematically associated with a given type of systems by analysing the
neighbourhood of each system. For each locus of a system, we identified its first gene (position
Xpirst) and last gene (position Xg,4). We then took all the genes in a neighbourhood of 10 (i.e.,
between Xgirst.10 and Xgna+10)- When a system was encoded in multiple loci in the genome,
each locus was analysed in the same way. We then clustered all these proteins by sequence sim-
ilarity using BLASTP v. 2.5.0+ (default settings, e-value < 1 x 107%) [101] and SiLiX v1.2.10-pl
(minimal percentage of identity to accept blast hits for building families at 50%) [102]. We
kept the clusters if they had proteins represented in systems of different leaves in the tree. The
proteins of each cluster were aligned with MAFFT and used to build HMM protein profiles as
described above.

To annotate the protein clusters, we used two methods. First, we searched for similarities of
their HMM profiles with the profiles used to identify the TFFs’ components using HHsearch
(v3.0.3, p-value < 1 x 107°). Second, we searched for homologies between the remaining clus-
ters and the profiles of the PFAM database (v31.0, same method).

To test whether a given cluster is significantly positively associated with a given type of sys-
tem, we made the following analysis. We counted the occurrences of the elements of the cluster
associated with a given type and made a contingency table in which the columns are the type
versus all other types and the lines are presence or absence of an element from the cluster. To
test statistical significance, we used a Fisher’s exact test on the contingency table. Because this
implicates many statistical tests—one test per type per cluster and this for many clusters and
several types—we adjusted the p-values for multiple tests using the Bonferroni correction. We
kept the association between a given cluster and a given type of system if the number of ele-
ments in the cluster neighbouring systems of that type was higher than expected by chance
and if the corrected p-value < 0.05. The resulting matrix of presence/absence for genes posi-
tively associated with the systems can be found in S5 Table.

PLOS Biology | https://doi.org/10.1371/journal.pbio.3000390 July 19, 2019 24/34

113



Diversification de la TFF-SF

@'PLOS | BIOLOGY

Diversification of the type IV filament superfamily

Inferring transfers of systems

We took the phylogenetic tree of all systems and picked the subtrees of each type of system.
For each of these trees, we pruned the 16S rRNA tree such that it only includes species present
in the system tree. We used ALE v0.4 (default parameters), a reconciliation program that intro-
duces events of duplication, transfer, and loss (DTL) in a gene tree, and amalgamated the most
frequent subtrees in a sample distribution of the gene tree to improve it and make it congruent
with the species (reference) tree in a maximum likelihood framework [112]. Using ALE, we
computed a number of DTL events introduced in each system’s trees given the 16S rRNA tree
as a reference. We then computed the proportion of transfers by collecting the number of
transfers for each type of system and dividing it by the number of branches in the subtrees of
each type of system.

Analysis of genetic organisation

We identified all pairs of contiguous components of the systems (for a gene X, in the cluster,
we look at the genes X, _; and X,, , ;). We constructed an adjacency matrix using this infor-
mation, and we used it to construct a graph of the genetic organisation of the systems. We nor-
malised the association between two genes to represent two different types of information:

1. To know how frequently two genes are contiguous, we divided the number of contiguous
occurrences by the number of occurrences of the rarest of the two genes. This corresponds
to the edge widths in Fig 5.

2. To know how many times the contiguity is found in the system, we divided the number of
times the contiguity is observed by the number of systems detected. This corresponds to the
edge colours in Fig 5.

Supporting information

S1 Fig. Representation of the initial and final models of the systems. Homologous genes are
indicated by the same colour. Mandatory genes are indicated with a full outline, accessory
genes are indicated with a dash outline, and forbidden genes are indicated with a red cross.
The exchangeable genes are indicated by an arrow. The loner genes are indicated by a star
below the gene. For the Archaeal-T4P, the aCXXX name indicates that all the homologous
arCOGs for this function (they are set as exchangeable). The empty box in the genetic model
indicates that the genes are exchangeable with all the homologous genes of the other models.
Archaeal-T4P, type IV-related pili in Archaea; arCOG, archaeal Cluster of Orthologous Genes.
(PDF)

S2 Fig. Taxonomic distribution of the systems in Bacteria and Archaea with the initial
models. Cells indicate the number of genomes with at least one detected system. The cell’s col-
our gradient represents the proportion of genomes with at least one system in the clade. The
bar plot shows the total number of detected systems. The bars are separated in two categories:
Alpha-, Beta-, and Gamma-proteobacteria versus the other clades. The cladogram symbolises
approximated relationships between the bacterial and archaeal taxa analysed in this study.
(PDF)

$3 Fig. Rooted phylogeny of the ATPase. The colour of the label of the leaves indicates the
taxonomic group of the species. The different coloured strips indicate the classification of the
systems with the MacSyFinder annotation (with the initial model and with the final one) and
the annotation of the systems in the literature. The systems known to be implicated in natural
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transformation are indicated in dark purple. Known subtypes of Archaeal-T4P are indicate by
text in red. The annotation of the domains of the proteins using are also added. The tree was
built using IQ-Tree, 10,000 replicates of UFBoot, model LG + 10. Halo pilus indicates two pili
characterised in Halobacteria. Archaeal-T4P, type IV-related pili in Archaea; UFBoot, Ultrafast
Bootstrap Approximation.

(PDF)

$4 Fig. Rooted phylogeny of the ATPase with FtsK as external group. The colour of the
label of the leaves indicates the taxonomic group of the species. The different coloured strips
indicate the classification of the systems with the MacSyFinder annotation (with the initial
model and with the final one) and the annotation of the systems in the literature. The systems
known to be implicated in natural transformation are indicated in dark purple. Known sub-
types of Archaeal-T4P are indicate by text in red. The annotation of the domains of the pro-
teins using are also added. The tree was built using IQ-Tree, 10,000 replicates of UFBoot,
model LG + R10. Halo pilus indicates two pili characterised in Halobacteria. Archaeal-T4P,
type IV-related pili in Archaea; UFBoot, Ultrafast Bootstrap Approximation.

(PDF)

S5 Fig. Rooted phylogeny of the ATPase with FtsK and virB4 as external group. The colour
of the label of the leaves indicates the taxonomic group of the species. The different coloured
strips indicate the classification of the systems with the MacSyFinder annotation (with the ini-
tial model and with the final one) and the annotation of the systems in the literature. The sys-
tems known to be implicated in natural transformation are indicated in dark purple. Known
subtypes of Archaeal-T4P are indicate by text in red. The annotation of the domains of the
proteins using are also added. The tree was built using IQ-Tree, 10,000 replicates of UFBoot,
model LG + R9. Halo pilus indicates two pili characterised in Halobacteria. Archaeal-T4P,
type IV-related pili in Archaea; UFBoot, Ultrafast Bootstrap Approximation.

(PDF)

S6 Fig. Rooted phylogeny of the IM platform. The colour of the label of the leaves indicates
the taxonomic group of the species. The different coloured strips indicate the classification of
the systems with the MacSyFinder annotation (with the initial model and with the final one)
and the annotation of the systems in the literature. The systems known to be implicated in nat-
ural transformation are indicated in dark purple. Known subtypes of Archaeal-T4P are indi-
cate by text in red. The annotation of the domains of the proteins using are also added. The
tree was built using IQ-Tree, 10,000 replicates of UFBoot, model LG + F + R8. Halo pilus indi-
cates two pili characterised in Halobacteria. Archaeal-T4P, type IV-related pili in Archaea; IM,
integral membrane; UFBoot, Ultrafast Bootstrap Approximation.

(PDF)

S7 Fig. Rooted phylogeny of the major pilin. The colour of the label of the leaves indicates
the taxonomic group of the species. The different coloured strips indicate the classification of
the systems with the MacSyFinder annotation (with the initial model and with the final one)
and the annotation of the systems in the literature. The systems known to be implicated in nat-
ural transformation are indicated in dark purple. Known subtypes of Archaeal-T4P are indi-
cate by text in red. The annotation of the domains of the proteins using are also added. The
tree was built using IQ-Tree, 10,000 replicates of UFBoot, model LG + F + R7. Halo pilus indi-
cates two pili characterised in Halobacteria. Archaeal-T4P, type IV-related pili in Archaea;
UFBoot, Ultrafast Bootstrap Approximation.

(PDF)
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S8 Fig. Unrooted phylogeny of the prepilin peptidase. The colour of the label of the leaves
indicates the taxonomic group of the species. The different coloured strips indicate the classifi-
cation of the systems with the MacSyFinder annotation (with the initial model and with the
final one) and the annotation of the systems in the literature. The systems known to be impli-
cated in natural transformation are indicated in dark purple. Known subtypes of Archaeal-
T4P are indicate by text in red. The annotation of the domains of the proteins used are also
added. The tree was built using IQ-Tree, 10,000 replicates of UFBoot, model VT + F + R6.
Archaeal-T4P, type IV-related pili in Archaea; UFBoot, Ultrafast Bootstrap Approximation.
(PDF)

S9 Fig. Unrooted phylogeny of the secretin. The colour of the label of the leaves indicates the
taxonomic group of the species. The different coloured strips indicate the classification of the
systems with the MacSyFinder annotation (with the initial model and with the final one) and
the annotation of the systems in the literature. The systems known to be implicated in natural
transformation are indicated in dark purple. Known subtypes of Archaeal-T4P are indicate by
text in red. The annotation of the domains of the proteins used are also added. The tree was
built using IQ-Tree, 10,000 replicates of UFBoot, model LG + F + R8. Archaeal-T4P, type IV-
related pili in Archaea; UFBoot, Ultrafast Bootstrap Approximation.

(PDF)

$10 Fig. Rooted phylogeny of the TFF superfamily. The tree was built with the concatenate
of the IM platform (using TadB) and the AAA+ ATPase (using PilB). The colour of the label of
the leaves indicates the taxonomic group of the species. The different coloured strips indicate
the classification of the systems with the MacSyFinder annotation (with the initial model and
with the final one) and the annotation of the systems in the literature. The systems known to
be implicated in natural transformation are indicated in dark purple. Known subtypes of
Archaeal-T4P are indicate by text in red. The tree was built using IQ-Tree, 10,000 replicates of
UFBoot, with a partition model. Halo pilus indicates two pili characterised in Halobacteria.
Archaeal-T4P, type IV-related pili in Archaea; Tad, tight adherence; TFF, type IV filament;
UF, Ultrafast Bootstrap Approximation.

(PDF)

S11 Fig. Taxonomic distribution of the systems in Bacteria and Archaea using the phyloge-
netic clustering to annotate generic systems. Cells indicate the number of genomes with at
least one detected system. The cell’s colour gradient represents the proportion of genomes
with at least one system in the clade. The bar plot shows the total number of detected systems.
The bars are separated into two categories: Alpha-, Beta-, and Gamma-proteobacteria versus
the other clades. The cladogram symbolises approximated relationships between the bacterial
and archaeal taxa analysed in this study.

(PDF)

$12 Fig. Genetic organisation of the Archaeal-T4P in genomes. The edge width represents
the number of times the two genes are contiguous divided by the number of times the rarest
gene is present in the system. The colour of the edge represents the number of times the two
genes are contiguous in the system divided by the number of systems. Archaeal-T4P, type IV-
related pili in Archaea.

(PDF)

$13 Fig. Genetic organisation of the archaellum in genomes. The edge width represents the
number of times the two genes are contiguous divided by the number of times the rarest gene
is present in the system. The colour of the edge represents the number of times the two genes
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are contiguous in the system divided by the number of systems.
(PDF)

S14 Fig. 168 tree used to infer horizontal transfers. The colour of the leaves represents the
phyla of the Bacteria. The tree was built using IQ-Tree, 1,000 replicates of UFBoot, model
SYM + R10. UFBoot, Ultrafast Bootstrap Approximation.

(PDF)

S15 Fig. Schema of the workflow used to choose the representative systems.
(PDF)

S16 Fig. Schema of the workflow used to choose the species-specific paralogues.
(PDF)

S1 Table. List of all the profiles of the TFF superfamily used in the analysis. TFF, type IV fil-
ament.
(XLSX)

S2 Table. Experimentally validated systems used in the analysis.
(XLSX)

$3 Table. Description of all the genes and concatenate trees inferred in this study.
(XLSX)

$4 Table. All trees inferred in this study in newick format.
(TXT)

§5 Table. Matrix of presence/absence of neighbouring genes positively associated with the
systems (family of genes is in columns and systems are in rows).
(XLSX)

S6 Table. All the systems detected by MacSyFinder with the search using the final models.
(XLSX)

S7 Table. Tree topology tests (AU) using IQ-TREE between concatenated trees and the
genes that compose the concatenate. AU, Approximately Unbiased.
(XLSX)

S8 Table. Global scenario of TFF evolution: Summary of the evolutionary events presented
in Fig 7. TFF, type IV filament.
(PDF)
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Figure 3.2 — S2 Fig. Taxonomic distribution of the systems in Bacteria and Archaea with the initial models.
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systems. The bars are separated in two categories : Alpha-, Beta-, Gamma-proteobacteria versus the other clades.
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Figure 3.3 — S3 Fig. Rooted phylogeny of the ATPase. The colour of the label of the leaves indicates the
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of the systems in the literature. The systems known to be implicated in natural transformation are indicated in

dark purple. Known sub-types of Archaeal-T4P are indicate by a text in red. The annotation of the domains of
the proteins using are also added. The tree was built using IQ-Tree, 10000 replicates of UF-Boot, model LG+R10.
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the systems in the literature. The systems known to be implicated in natural transformation are indicated in dark
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Figure 3.7 — S7 Fig. Rooted phylogeny of the major pilin. The colour of the label of the leaves indicates the
taxonomic group of the species. The different coloured strips indicate the classification of the systems with the
MacSyFinder annotation (with the initial model and with the final one) and the annotation of the systems in the
literature. The systems known to be implicated in natural transformation are indicated in dark purple. Known
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also added. The tree was built using IQ-Tree, 10000 replicates of UF-Boot, model LG+F+R7.
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Figure 3.8 — S8 Fig. Unrooted phylogeny of the prepilin peptidase. The colour of the label of the leaves indicates
the taxonomic group of the species. The different coloured strips indicate the classification of the systems with
the MacSyFinder annotation (with the initial model and with the final one) and the annotation of the systems
in the literature. The systems known to be implicated in natural transformation are indicated in dark purple.
Known sub-types of Archaeal-T4P are indicate by a text in red. The annotation of the domains of the proteins
using are also added. The tree was built using I1Q-Tree, 10000 replicates of UF-Boot, model VT+F+R6.
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Figure 3.11 — S11 Fig. Taxonomic distribution of the systems in Bacteria and Archaea using the phylogenetic
clustering to annotate generic systems. Cells indicate the number of genomes with at least one detected system.
The cell’s colour gradient represents the proportion of genomes with at least one system in the clade. The bar
plot shows the total number of detected systems. The bars are separated in two categories : Alpha-, Beta-,
Gamma-proteobacteria versus the other clades. The cladogram symbolizes approximated relationships between
the bacterial and archaeal taxa analysed in this study.
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Figure 3.12 — S12 Fig. Genetic organization of the Archaeal-T4P in genomes. The edge width represents the
number of times the two genes are contiguous divided by the number of times the rarest gene is present in the
system. The colour of the edge represents the number of times the two genes are contiguous in the system divided
by the number of systems.
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Figure 3.13 — S13 Fig. Genetic organization of the Archaellum in genomes. The edge width represents the
number of times the two genes are contiguous divided by the number of times the rarest gene is present in the
system. The colour of the edge represents the number of times the two genes are contiguous in the system divided
by the number of systems.
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Figure 3.14 — S14 Fig. 16S tree used to infer horizontal transfers. The colour of the leaves represents the phyla
of the bacteria. The tree was built using I1Q-Tree, 1000 replicates of UF-Boot, model SYM+R10.
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Figure 3.15 — S15 Fig. Schema of the workflow used to choose the representative systems.
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CHAPITRE 4

CONCLUSION

Dans ce chapitre, nous avons développé une méthode permettant de détecter,
a large échelle, les systemes composant la superfamille des filaments de type IV.
Cette méthode de détection est basée sur deux analyses précédentes [152,250].
Ces deux précédentes analyses ont permis d’obtenir des profils HMM et un outil
pour commencer la détection des TFFs. Leur combinaison a permis de créer un
outil efficace pour 'analyse génomique des filaments de type IV dans les génomes
bactériens et archéens.

L’utilisation de cet outil et de cette méthode a permis l'analyse la plus ex-
haustive des filaments de type IV a ce jour. Cette étude constitue une intéressante
base pour de futures analyses sur les filaments de type IV, principalement par la
confirmation ou l'infirmation d’observations précédentes. Par exemple, nous avons
confirmé la grande modularité des TFFs nous intéressant a leur organisation géné-
tique. Nous avons permis d’avoir une vue plus générale de la distribution des TFFs
suivant le type de systeme. Nous avons également montré que 1’histoire phylogéné-
tique des TFFs laisse apercevoir un transfert entre archées et bactéries qui a permis
I’émergence le Tad, ainsi que 'acquisition de genes suivi de la perte de ceux-ci au
cours de I’évolution (p. ex. I’ATPase PilT perdu chez les T2SS et ComM). La
paraphilie des T4aP montre que ce systeme semble avoir été a l'origine d’autres
systémes (T2SS, MSH), mais aussi qu’il existe probablement d’autres systemes
appartenant a la TFF-SF ressemblant a des T4aP.

Pour comprendre la relation qu’il existe entre tous les membres de la TFF-SF,
nous nous sommes concentrés sur les génes partagés entre les systemes (ATPase,
IM plateforme, piline majeure et mineure, sécrétine et prépiline peptidase). Grace
a ces composants, nous avons inféré des phylogénies pour chacun des composants.
Par la suite, en utilisant les composants dont I’histoire était congruente, nous avons
pu inférer une phylogénie des systémes pour mieux comprendre I’histoire générale
des TFFs.

Ce travail a permis de voir que la majorité des membres de la superfamille des
TFFs sont monophylétiques, a I'exception du T4aP et de I’Archaeal-T4P. Dans le
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cas des TFFs chez les archées, cela est sirement dii en grande partie du fait que
dans cette analyse, nous n’avons pas pu faire de modeles permettant de sous-typer
les systémes (aucun modele spécifique pour 'archaellum, 'Epd, 1'Ups...). Quand
on regarde les TFFs chez les archées, on peut se rendre compte que I'archaellum
semble former un groupe a part, de méme pour ’Epd mais cela semble plus difficile
pour les autres TFFs archéens. On a aussi pu voir que la sécrétine semble avoir été
acquise tot dans I'ancétre des TFFs. Cette remarque est soutenue par le fait que les
TFFs dans les especes monodermes se trouvent inclus dans des groupes de TFFs
présents chez les didermes. Une étude des clades didermes chez les firmicutes a aussi
pu montrer que la sécrétine a probablement suivi des gains et pertes successifs au
sein des firmicutes.

Il est intéressant de noter que le Tad qui était jusqu’alors considéré comme
faisant parti du groupe des T4bP a en fait une histoire différente de celle des
autres T4bP et plus généralement des TFFs bactériens. Celui-ci est vraisemblable-
ment issu du transfert, des archées aux bactéries, d’un systeme proche du systeme
archéen Epd. Le Tad partage en effet des similarités avec ce systéme, comme la
présence de deux genes d'IM plateforme. De plus ces deux TFFs sont groupes freres
dans toutes les reconstructions phylogénétiques. Ces résultats permettent donc de
mieux comprendre pourquoi le Tad comporte des genes qui ne sont pas présent
dans les autres TFFs bactériens, comme par exemple I’ATPase TadZ qui ressemble
aux ATPases arCOG00589 et arCOGO05608 présentes chez les Epd.

Ce travail s’est basé sur le postulat que si les génes conservés sont détectables,
alors le systeme détecté est probablement fonctionnel. Cependant cela doit étre
confirmé avec des validations expérimentales pour attester de la fonctionnalité des
machineries. Cela est impossible a large échelle et nécessite un effort au niveau de
la communauté. Quoi qu’il en soit, des analyses bioinformatiques adaptées peuvent
donner des indices sur le fait qu'un systeme est vraisemblablement fonctionnel ou
non. Dans le cas d'un systeme défectif, on pourrait s’attendre a ce que des parties
importantes de la machinerie manquent. A titre d’exemple, il a été montré, chez
Neisseria meningitidis, qu'un minimum de huit genes spécifiques est requis pour
quun T4aP soit fonctionnel [118]. Quatre d’entre eux, pilM, pilN, pilO et pilP,
sont essentiels a ’assemblage mais il ne semble pas exister d’homologues dans la
grande majorité des TFFs (T4bP, ComM, Tad et Archaeal-T4P). Cela suggere
qu’il pourrait y avoir un nombre de géne minimal, inférieur a huit, permettant
d’obtenir un systéme fonctionnel.

Finalement ce travail peut permettre de mieux définir les différents systemes
et ainsi de les discriminer ou grouper plus facilement. On pourrait ainsi penser a
utiliser I'arbre des systémes. Par exemple, si on inclut dans ’arbre un nouveau
systeme expérimentalement validé comme fonctionnel mais non typé, grace a la
position relative de ses génes par rapport aux systémes connus, cela peut permettre
de typer ce systéme non plus seulement par la fonction qu’il semble procurer a la
bactérie, mais en ajoutant I'information de sa position dans l’arbre par rapport
aux autres systemes. Ainsi des systemes comme le pseudo-T2SS de Cytophaga
hutchinsonii |251], pourraient étre plus étudiés comme étant un nouveau type de
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systeme et non pas comme assimilés a des systemes décrits précédemment qui
ont une fonction similaire. Ou encore 1’étude plus poussé des pilus MSH qui ont
tendance, a étre classés comme T4aP et donc ne sont pas étudiés pour ce qu’ils
sont vraiment a savoir un TFF qui a vraisemblablement évolué d’un T4aP pour se
spécialiser dans certaines fonctions. Mais cela peut aussi permettre de grouper des
systemes qui sont étudié de fagon indépendante alors qu’ils semblent faire partie
de la méme famille et donc ne devraient plus étre étudiés comme des systemes
isolés (p. ex. les différents T4bP, ou certains Archacal-T4P).
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Quatrieme partie

Conclusions et perspectives
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Conclusion et perspectives

Le but de ce travail était de mieux comprendre 1'histoire évolutive de la super-
famille des filaments de type IV, connue pour son réle dans la pathogénicité des
bactéries mais également pour son role lors de la transformation naturelle. Une
partie de ce travail s’est concentré sur la détection des systémes. J'ai développé
et rendu disponible pour la communauté un outil et des méthodes permettant
de révéler I'étendue de la diversité des filaments de type IV chez les procaryotes.
L’analyse de ces filaments a permis de révéler les différences et similarités entre
eux.

Parmi les filaments de type IV, il y a une répartition parmi les bactéries et
archées qui peut aller de la présence uniquement chez un phylum particulier a la
présence parmi tous les phyla bactériens. Une mise a jour de la distribution est
présentée dans la figure . Ce nouveau jeu de donnéesﬂ est toujours assez biaisé
par rapport aux bactéries pathogenes (I’abondance de bactéries pathogenes y est
plus grande que dans la nature), comme le montre la forte abondance de génomes
de protéobactéries (divisé dans ses principales classes) et de firmicutes. Les TFFs
(T4aPs et Tads) sont, comme c’est le cas avec la base de données utilisées dans
la partie précédente (partie III), fréquents dans tous les clades majeurs et ces pili
sont absents dans peu de clades. Il est important de noter que bien que je ne
détecte pas de TFFs, les clades peuvent en posséder. En particulier, beaucoup de
TFFs connus dans les Chlamydiae (p. ex. T2SS) restent non détectés du fait de
la difficulté a détecter leurs pilines, ainsi que les potentiels autres genes du sys-
teme. Cependant, on peut quand méme observer un certain nombre de systemes
« génériques » laissant sous-entendre ’existence de TFFs dans les clades ot ils ne
sont pas détectés (p. ex. Chlamydiae, Tenericutes, Tissierellia...) (voir fig. |4.1)).
L’augmentation du nombre de génomes de nouvelles especes séquencées permet
également d’accroitre le nombre de systemes détectés, en effet on peut observer
dans la figure que 'on détecte des systemes dans des clades pour lesquels je
n’avais pas de systeémes lors de 'analyse de la troisieme partie (cf. fig. 4 de larticle
2). Ces nouveaux systemes, dans des clades plus divers, pourront étre utilisé pour
augmenter la diversité des séquences présentes dans les différent profils HMM ce
qui peut permettre ainsi de détecter des séquences dans des clades plus divers
phylogénétiquement. Il est cependant a noter que certaines annotations taxono-
miques des génomes de NCBI RefSeq sont a prendre avec précaution. En effet, on
peut remarquer dans la figure [4.1] que I'on détecte deux ComM au seins des alpha-
protéobatéries, cependant, lorsque I'on étudie plus attentivement ces génomes, on
peut observer qu’ils ne possedent pas de sécrétines, ce qui laisse a penser que ces
bactéries sont monodermes et qu’il y a possiblement eu une mauvaise annotation
de ces génomes lors de la soumission de ceux-ci.

En plus de leur distribution non homogene au sein des génomes (certains étant
présents dans des clades précis et d’autres présent dans presque tous les clades),
les systémes ne montrent pas tout a fait la méme distribution lorsque 'on regarde

1. Ce jeu de données est composé de 13299 génomes de bactéries et 283 génomes d’archées
obtenus de NCBI RefSeq en avril 2019
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Figure 4.1 — Distribution taxonomique des systémes dans les bactéries et les archées avec les modeéles finaux sur
la database d’avril 2019. Les cellules indiquent le nombre de génomes possédant au moins un systéme détecté.
Le gradient de couleur de la cellule représente la proportion de génomes avec au moins un systéme dans le
clade. Le diagramme en batons indique le nombre total de systémes détectés. Les barres sont séparées en deux
catégories : Alpha-, Beta-, Gamma-protéobactéries contre les autres clades. Le cladogramme symbolise les relations
approximatives entre les taxons bactériens et archéens analysés dans cette étude.

la taille des génomes dans lesquels on les détecte (fig. . La corrélation posi-
tive de la fréquence des T2SS, Tad, et T4aP avec la taille de leur « hote » peut
étre expliqué par le fait que les grands génomes participent plus souvent dans les
transferts horizontaux (bien que 1'on puisse également soutenir que ces génomes
font plus de transferts parce qu’ils ont plus d’éléments mobiles) [252,[253]. Les
génomes les plus petits subissent probablement peu de transferts horizontaux de
genes, parce que ces especes ont majoritairement un style de vie endosymbiotique
qui les conduit a I’isolation . On observe également pour les T2SS et les Tad
que le nombre moyen de systémes est nettement supérieur a 1 (fig. ce qui im-
plique que les grands génomes ont tendance a accumuler ces systemes, permettant
probablement une meilleure flexibilité par rapport a I’environnement. On n’observe
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pas cette accumulation chez les T4aP malgré le fait qu’ils soient eux aussi assez
fréquent dans les grands génomes. En ce qui concerne les TFFs présent chez les
archées, on observe (données non présentées) également une corrélation entre la
taille des génomes et la fréquence des systemes. Cela peut s’expliquer par le fait
que les grands génomes sont plus souvent sujet aux transferts horizontaux. On peut
aussi observer, dans la figure que plus le génome est grand plus le nombre
d’Archaeal-T4P dans le génome l'est aussi. Cependant, dans cette analyse, je ne
distinguais pas les différents types de TFFs chez les archées, et donc la distribution
des différents types de TFFs archéens ne peut étre observé ici. En ce qui concerne
ComM, ce systeme est tres présent chez les génomes de petites tailles et tres peu
dans les génomes des grandes tailles. Ceci est probablement dii au fait qu’il n’est
présent que chez les firmicutes, qui ont un génome plus petit que les protéobactérie
(la taille moyenne des firmicutes est de 3,2 Mbp et celle des protéobactéries est de
4,5 Mbp).

6000 7 Nom des systémes r0.8 6000 7 Nom des systemes 45
® T255 @ 7255
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® T4bp Fo.7 ® TabP
50007 g Tad 50001 @ Tad 4o
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Figure 4.2 — Filaments de type IV en fonction de la taille du génome « hote ». Le diagramme en baton représente
le nombre de génomes pour chaque catégorie de taille de génomes. (a) Les tracés linéaires représentent la fréquence
(axe de droite) d’un élément donné dans pour une catégorie de taille de génomes. Les barres d’erreur représentent
lintervalle de confiance de 95% de la moyenne, représentée par un point. Ici les génomes sont réduits aux bactéries
pour réduire les biais. (b) Les tracés linéaires représentent le nombre moyen (axe de droite) d’un élément donné
pour une catégorie de taille de génomes dans les génomes avec au moins un élément donné détecté. Les barres
d’erreur représentent l'intervalle de confiance de 95% de la moyenne, représentée par un point.

Au cours de ce travail de recherche, je ne me suis pas intéressé a trouver un
moyen d’annoter les différents TFFs présent chez les archées. Cependant, 1’étude
phylogénétique de ces systemes a permis d’observer différents groupes de pili en
cartographiant les pili archéens expérimentalement validés sur les différents arbres
inférés. Ainsi parmi ces pili on a pu observer, cinq groupes différents de pili (Epd,
Aap, Bindosome + Ups, archaellum et les pili des Halobacteria) (fig. . Phylogé-
nétiquement, ces systemes sont donc aussi diversifiés que leur cousins bactériens et
la diversification de ces TFFs est un pan d’étude qui mérite plus d’investigations.
On pourrait ainsi facilement, en utilisant les données phylogénétiques, développer
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des modeles MacSyFinder permettant d’annoter plus précisément les systemes.
Par exemple, le fait que le bindosome et 1’'Ups soient finalement compris dans le
méme groupe phylogénétique suggere la possibilité de regrouper ces deux pili sous
le méme nom. Des études plus précises de ces pili permettraient aussi d’avoir plus
d’exemples des différents pili qui sont, a instar du T4aP, en plusieurs loci dans
le génome. En effet les systemes en plusieurs loci sont difficilement caractérisable
avec les outils actuels car la majorité des protéines entre ces TFFs archéens sont
homologues.

Une autre découverte intéressante de ce travail est le proche lien de parenté
qui est observé entre les pili Tad et Epd. Il montre, d’'un point de vue évolutifs,
un fait particulier concernant 'interaction entre les bactéries et archées. En effet,
le Tad est issue du transfert d’une archée a une bactérie d’un systeme homologue
a ’Epd. Par la suite, ce proto-Tad a continué a étre transféré comme le montre la
grande dispersion du Tad parmi tous les différents phyla bactériens. Cette disper-
sion montre I'importance et 'utilité de ce pilus chez les bactéries pour s’adapter a
leur environnement.

Tad
100 °

99
Epd
100 P

—_— Aap

69
98 :
38 Bindosome + Ups

98 Pilus

99 Archaellum

100

Figure 4.3 — Arbre schématique de la distribution des différents TFFs chez les archées.

Pour finir, la mission d’identifier les filaments de type IV peut étre amélio-
rée, surtout pour les T2SS et Archaeal-T4P. Durant cette these, j’ai essayé de
m’attaquer a ce probleme a l'aide de trois approches :

e Premicrement, j’ai essayé d’utiliser la position phylogénétique des systémes
pour me permettre d’annoter précisément les systemes dont les modeles ini-
tiaux n’avaient pas réussi a annoter comme un membre précis des TFFs. Ceci
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m’a permis d’ajouter des séquences de systéemes non validés expérimentale-
ment aux séquences initiales de mes profils HMM et de moduler le nombre de
genes requis pour typer le systeme. Cependant, certain locus de ces systemes
ne sont pas bien définis ou il manque certains genes (p. ex. chez Chlamy-
dia trachomatis on a un T2SS atypique qui n’a que quatre geénes [255]), ce
qui ne permet pas de proprement le discriminer des autres TFFs. De plus,
méme dans les cas ou le cluster est bien défini, il existe des cas ou les profils
HMM ne permettent pas de discriminer avec précision la protéine et donc de
pouvoir utiliser la protéine pour enrichir un profil HMM avec cette séquence.

Pour résoudre ce probleme de discrimination de protéines, j’ai essayé une
deuxieéme approche complémentaire consistant a utiliser I’arbre phylogéné-
tique des protéines homologues afin d’arriver a voir s’il était possible de
les discriminer par rapport a leur position dans l'arbre. Cette approche a
ainsi permis pour certaine protéines (comme 1’ATPase) de départager les
séquences entre I’homologue PilT et PilU facilement. Cependant, cette ap-
proche n’a pas permis une discrimination efficace pour toutes les protéines,
c’est en effet le cas pour les pilines dont les profils HMM résultant de cette
méthode n’ont pas permis d’obtenir une discrimination parfaite des diffé-
rentes pilines. Cela est peut-étre dii au fait que les pilines sont des protéines
qui possedent deux domaines, un petit domaine tres conservé parmi les diffé-
rentes pilines, et un grand domaine tres variable. De ce fait,la discrimination
est difficile a faire entre les pilines.

Enfin, j'ai également utilisé une derniére approche permettant d’avoir des
profils HMM plus précis. Dans celle-ci, j’ai construit les profils HMM des
protéines homologues en passant d’abord par un alignement de toutes les
protéines homologues entre elle, puis a partir de cet alignement j’ai construit
les profils HMM pour les différents homologues. De cette maniere j’ai pu
obtenir des profils HMM basés sur des alignements de méme longueur, ce
qui m’a permis une plus précise discrimination de ces protéines. Cependant
les alignements des différentes protéines homologues ne sont pas « parfait »
(les alignements possédent beaucoup d’indel bien que la protéine soit homo-
logue). Ceci est dii au fait que la diversification des protéines s’est faite depuis
longtemps (I’ancétre des TFFs étant probablement présent chez LUCA).

Un autre probleme dans la construction des modeles est cette construction est
faite manuellement. Elle se base sur la description de la composition en protéines
des TFFs dans la littérature. De ce fait il est souvent difficile d’ajuster les pa-
rametres pour avoir un modele permettant de détecter le maximum de systemes
sans pour autant ne pas augmenter le nombre de mauvaise annotation. Un autre
probleme de la construction des modeles est que I’évaluation des modeles n’est
pas basée sur des approches statistiques, mais sur des seuils imposés basés sur
quelques statistiques simples. La procédure permettant de quantifier la sensitivité
du modele (c-a-d de savoir comment le modele est capable de bien identifier un
TFF et ses différents composants) est testé sur des systemes expérimentalement
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validés qui ne représentent pas la grande diversité des systemes. C’est encore plus
difficile d’évaluer sa spécificité (c-a-d sa capacité a séparer le vrai du faux), car il
n’existe pas d’informations qui permettent de déterminer un TFF invalide.

Par ailleurs, il existe de nos jours des outils statistiques plus puissants qui
n’étaient pas concevable pour des applications biologiques il y a quelques années.
Ces méthodes d’apprentissage profond (deep learning) commencent maintenant a
étre utilisés en biologie pour la détection de motif d’ADN [256,257]. De plus ces
outils requierent une grosse quantité de séquences annotées pour entrainer le réseau
neuronal avant toute prédiction. Pour ce faire, ils s’appuient sur des expériences
haut débit [256] ou des données simulées [258]. Les méthodes de détection de TFFs
que j’ai développées pourraient permettre de donner assez de labels pour remplir
ce manque qui pourrait étre utilisé pour entrainer des méthodes plus complexes
de machine learning.

Ces outils, méthodes et données que j’ai produites durant cette thése peuvent
étre utiles pour la génomique microbienne et la microbiologie. Premierement, cela
permet une analyse détaillée de filaments de type IV qui peut amener de nouvelles
questions dans le domaine. Deuxiemement, I’étude de I’évolution de la super-famille
des filaments de type IV a montré qu’il y a eu du « bricolage » moléculaire a I'aide
des outils disponibles : aucun mécanisme ou composant radicalement nouveau n’a
été introduit pour permettre la diversité fonctionnelle des TFFs. Au contraire,
les fonctions existantes des composants présents ont été exaptés pour changer la
fonction des machineries existantes. Cela a permis d’obtenir des systemes divers
et variés a partir d'un méme systeme ancestral.
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