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Sa voix, je l'entends qui me dit : « Debout, viens-t-en
Vite, accours jusqu'a moi

La triste saison est finie, c'est le printemps

Vite, rejoins-moi »

Sa voix, je l'entends qui me dit : « Debout, viens-t-en
Vite jusqu'a moi

La saison des pluies est finie, c'est le printemps

Vite, rejoins-moi »

1l est pentu, le long chemin qui mene
A ta vertu, a l'eau de ta fontaine
Mais je le ferai jusqu'au bout

Pour arriver a toi

Jusqu'a toi

Cantique
Feu! Chatterton
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1.1. Concepts d’espéce bactérienne et spéciation

1.1. Concepts d’espece bactérienne et spéciation

Selon la définition générale de 1’espéce proposée par Mayr (Mayr, 1942), les po-
pulations résultent de discontinuités de flux génétiques au sein d’une espece, conduisant a
des unités génétiquement cohésives qui peuvent étre distinguées selon les caractéristiques
de leur génome. Alors que chez les animaux et les plantes, cette cohésion génétique peut
étre définie par leur capacité a produire une descendance viable et fertile, ceci est diffici-
lement applicable chez les procaryotes pour lesquels des flux de génes se produisent non
seulement entre parents proches mais aussi entre parents ¢loignés. Dans la pratique, des
unités de diversité microbienne ont pu étre définies sur la base de traits écologiques et gé-
nétiques, donnant lieu a la proposition de plusieurs concepts pour expliquer la notion

d’especes chez les bactéries.

1.1.1. Définition opérationnelle de I’espece bactérienne

La notion d’espece est controversée chez les bactéries (Krause and Whitaker,
2015). D’abord définie phénotypiquement (notamment a partir de caractérisations méta-
boliques), I'intégration d’une dimension moléculaire dans cette définition a permis de
proposer une démarcation empirique et normalisée, afin de présenter une taxonomie mi-
crobienne cohérente et opérationnelle (Cohan and Perry, 2007). Ainsi, en 1’absence d’un
cadre théorique relatif a un modéle évolutif, des méthodes, basées sur des similarités de
séquences génétiques ou génomiques, ont permis de regrouper les micro-organismes en
unités taxonomiques opérationnelles (Operational Taxonomic Units ou OTUs) plutdt
qu’en especes stricto sensu. Les similarités entre les micro-organismes ont d’abord été
évaluées sur la base du pourcentage d’hybridation moléculaire ADN-ADN (DNA-DNA
hybridization ou DDH) de leurs génomes, permettant ainsi d’assigner deux individus a
une méme espece dés lors que la DDH était supérieure a 70 % (Wayne ef al., 1987). Par la
suite, I’émergence et I’essor des techniques de biologie moléculaire et de séquengage ont
rendu possible le développement d’approches telles que celles basées sur I’analyse des

identités nucléotidiques entre les génes de I’ARN ribosomal (ARNr) 16S, marqueur géné-
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tique universel bactérien (Woese and Fox, 1977). 1l a longtemps été¢ admis que le seuil de
70 % par DDH correspondait approximativement a une identité¢ de 97 % entre ces genes
(Stackebrandt and Goebel, 1994). Cependant, les génomes microbiens peuvent porter plu-
sieurs copies du gene de I’ARNr 16S dont les séquences sont plus ou moins divergentes.
Bien que leur dissimilarité soit rarement supérieure a 1 %, elle peut atteindre 6 % chez
certaines especes et donc compliquer la définition des OTUs (Acinas et al., 2004; V¢-
trovsky and Baldrian, 2013). Par ailleurs, ces geénes ont la particularité¢ d’étre tres
conservés et d’évoluer plus lentement que le reste du génome. Ces propriétés font qu’ils
sont pertinents pour tracer les relations anciennes entre groupes taxonomiques distants,
mais génerent un signal limité pour caractériser des relations récentes entre organismes.
La quantité de sites informatifs partagés entre ces genes peut alors étre insuffisante pour
permettre la démarcation des OTUs (Kettler et al., 2007).

Pour pallier a la définition des OTUs sur la base d’un marqueur unique, non repré-
sentatif de la divergence a 1’échelle des génomes, une approche prenant en compte une
combinaison de génes universels (génes de ménage présents en copie unique) a été propo-
sée (Santos and Ochman, 2004; Roux et al., 2011). Plus récemment encore, il a été
proposé de définir un OTU a partir de I’estimation des identités nucléotidiques moyennes
(Average Nucleotide Identity ou ANI) entre génomes complets. Dans ce cas, deux OTUs
sont assignés a une méme espece lorsque leur identité nucléotidique moyenne a 1’échelle
du génome est supérieure a 95 % (Konstantinidis and Tiedje, 2005; Goris et al., 2007,
Richter and Rossello-Mora, 2009). Ces différentes approches restent cependant guidées
par une dimension « pratique » de la définition de clusters assimilés a des espéces micro-
biennes, basée sur la considération de seuils de similitude pour la délimitation des
groupes, dont il est sous-entendu qu’ils répondent aux mémes contraintes de différencia-
tion. Or, les forces qui gouvernent la différenciation des espéces microbiennes peuvent
étre différentes en fonction des systémes biologiques considérés. Par exemple, la dyna-
mique évolutive d’un micro-organisme parasite sera contrainte par le nombre d’hdtes
infectés et I’espace cellulaire disponible pour la croissance, ce qui n’est pas le cas pour les
micro-organismes libres de 1’environnement (Toft and Andersson, 2010). Ainsi, qu’im-
porte la méthode utilisée et le seuil de similarité choisi, il est toujours possible que la
définition de certains OTUs ne correspondent pas a de véritables unités de diversité au

sein des systémes biologiques étudiés (Figure 1.1).
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Figure 1.1. Seuils d’identité et spéciation (Whitman, 2015). Soit une méthode permet-
tant la définition d'unités taxonomiques opérationnelles (OTUs) basée sur un seuil de
similarité moléculaire défini (lignes pointillées) et son application pour quatre scénarios hypo-
thétiques de diversification des espéces microbiennes. Les lignées présentant des propriétés
biologiques différentes sont représentées par des couleurs distinctes. (A) Le seuil établi per-
met de distinguer deux lignées ayant des propriétés différentes. (B) Le seuil ne permet pas de
distinguer les deux lignées, qui sont alors regroupées au sein d'une unique espéce. (C) Le
seuil définit quatre lignées distinctes, séparant ainsi les deux groupes ayant des propriétés bio-
logiques similaires. (D) L’histoire évolutive de certaines lignées est tellement complexe

(espéces hybrides, transferts de génes) que ['utilisation de seuils de similarité est peu utile.

Dés lors, il devient nécessaire d’établir un cadre théorique intégrant des dimensions éco-

logiques et biologiques associées aux souches analysées.

1.1.2. Concept écologique de I’espeéce

Le concept écologique de I’espeéce — Ecological Species Concept ou ESC — est un
concept théorique soutenant que, dans le cas d’un systéme de reproduction essentielle-
ment clonal (i.e., en I’absence d’échanges de matériel génétique entre individus), la
spéciation est ponctuée par des événements périodiques de sélection positive en faveur du
génotype qui se reproduit « le plus efficacement » dans la population (Cohan, 2001).
Chaque espéce est alors adaptée a une niche écologique spécifique (Schluter, 2009) et
s’apparente a un écotype. Des écotypes divergents peuvent étre identifiés, sans méme
connaitre les dimensions écologiques de leur divergence, dés lors qu’ils sont supportés
par un modele d’évolution sur lequel se fonde le concept d’espéce (Cohan and Perry,
2007; Wiedenbeck and Cohan, 2011). Parmi les différents modeles existants, celui de
I’écotype stable avance 1’idée que la compétition pour une méme ressource va conduire a

la fixation d’un génotype donné, c’est-a-dire que la combinaison allélique de I’ensemble
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des génes qui constituent le génotype sélectionné remplacera in fine la diversité génoty-
pique de la population. Ce processus est connu en génétique des populations sous la
dénomination de balayage sélectif. Du fait de la liaison génétique de 1I’ensemble des genes
portés sur un génome bactérien et de I’absence d’échanges de matériel génétique entre in-
dividus, ce balayage sélectif porte ici sur I’ensemble du génome (Figure 1.2A). La
diversité au sein de 1’écotype, au cours de son histoire évolutive, est alors éliminée par un
processus de sélection périodique, a la faveur de I’émergence d’une combinaison allélique
plus efficiente. Ceci explique la cohésion génétique qui est associée a ce modele d’éco-
type stable. L’émergence d’un nouvel écotype est possible lorsqu’une lignée est en
mesure de coloniser une nouvelle niche, utilisant des ressources différentes de I’écotype
initial, et qui ne sera pas purgé par sé€lection.

A B

ABC ABD Abc aBc abC

Stable ecotype Nano-niche

Figure 1.2. Présentation de deux modéles de spéciation bactérienne (Cohan and Per-
ry, 2007; Wiedenbeck and Cohan, 2011). Les écotypes sont représentés par des couleurs
différentes ; les événements de sélection périodique sont indiqués par des astérisques et les li-
gnées éteintes sont représentées par des lignes pointillées. Les lettres représentent les
ressources que chaque groupe d'organismes peut utiliser. Dans le cas ou les écotypes utilisent
des ressources équivalentes, mais en différentes proportions, la ressource majoritaire est repré-
sentée par une lettre capitale. (A) Modéle de I'écotype stable caractérisé par un taux bien
plus important d'événements de sélection périodique que la formation d’écotypes en elle-
méme, de sorte que chaque écotype subit de nombreux événements de sélection périodique au
cours de son existence. Les écotypes peuvent coexister indéfiniment car chacun d'entre eux
posséde une ressource non partagée avec l'autre. (B) Modéle de la nano-niche. Dans cet
exemple, trois écotypes (Abc, aBc et abC) utilisent les mé&mes ressources, mais en différentes
proportions. Chaque écotype peut ainsi coexister avec les deux autres dans la mesure ou leurs
ressources sont partitionnées quantitativement. Cependant, puisque les écotypes partagent
tous leurs ressources, chacun est plus susceptible de subir les conséquences d'une éventuelle
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mutation se produisant dans les autres écotypes. Il pourrait s'agir de mutations qui accroi-
traient I'efficacité de I'utilisation des ressources. Ces mutations, représentées par un grand
astérisque, entrainent I'extinction des autres écotypes.

Des variations a ce modele ont été proposées (Cohan and Perry, 2007). C’est notamment
le cas du modele de la nano-niche (Figure 1.2B) pour lequel de nombreuses niches écolo-
giques sont présentes et conditionnent I’existence de sous-groupes au sein d’un écotype.
L’adaptation de chaque sous-groupe a son micro-habitat est nuancée et rendue possible
grace a l’acquisition de geénes accessoires spécialisés dans 1’utilisation des ressources.
Chaque sous-groupe peut également subir ses propres événements de sélection pério-

dique.

1.1.3. Concept biologique de I’espece

Bien que les modeles associés a I’ESC expliquent théoriquement 1’émergence et le
maintien d’une cohésion génétique au sein d’un écotype, des approches de génomique
comparative ont montré que le balayage sélectif concerne souvent une partie des genes et
non les génomes dans leur totalité. Dans ce cas, seuls les génes (ou all¢les) qui conferent
un avantage sélectif au sein de I’écosystéme seront fixés dans la population (Cadillo-Qui-
roz et al., 2012; Shapiro et al., 2012; Bendall et al., 2016). Les all¢les peuvent par ailleurs
étre échangés entre les individus au sein de la population. Ces observations sont en
contradiction avec I’hypothése de I’ESC selon laquelle les échanges de matériel génétique
entre individus sont trop peu fréquents pour limiter la divergence induite par 1’adaptation
a une niche écologique.

Ainsi, le fondement méme du concept biologique de ’espéce — Biological Species
Concept ou BSC — repose sur I’existence de flux de matériel génétique entre populations,
a P’instar de ce qui se passe au cours de la recombinaison méiotique lors de la reproduc-
tion sexuée chez les eucaryotes. Bien que les bactéries ne réalisent pas strictement de
reproduction sexuée, il est admis qu’une grande majorité d’entre elles échange du maté-
riel génétique par le biais de mécanismes de recombinaisons homologues ou hétérologues
(Smith et al., 1993; Vos and Didelot, 2009; Bobay and Ochman, 2017). Dans le contexte
du BSC, c’est donc I’interruption des flux de génes au sein des populations qui initie le

processus de spéciation.
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1.1.4. Barriéres a la recombinaison versus sélection

Les concepts d’especes présentés ci-dessus pour caractériser les unités de diversité
microbienne mettent en avant des mécanismes de spéciation différents, a savoir la sélec-
tion via le processus de balayage sélectif a 1’échelle du génome (ESC) et I’interruption
des flux de génes (BSC). Si I’ESC est en accord avec I’émergence de clusters écologiques
ou €cotypes tels que ceux décrits dans la littérature (Hunt et al., 2008; Koeppel et al.,
2008; Preheim et al., 2011), il est en contradiction avec I’observation de I’envahissement
de certaines populations par des génes spécifiques via des processus de balayage sélectif a
I’échelle des geénes (Guttman and Dykhuizen, 1994; Cohan and Perry, 2007; Papke et al.,
2007; Shapiro et al., 2009; Coleman and Chisholm, 2010; Denef ef al., 2010). Ce modele
n’est donc pas totalement satisfaisant. D'un autre c6té, alors que le processus de balayage
sélectif a I'échelle des génes fait appel a des mécanismes autorisant les flux de génes entre
populations (comme la recombinaison), la détermination de l'origine des barriéres aux
flux de geénes (i.e., les causes de l'interruption de flux de genes) a méme d’initier un pro-
cessus de spéciation dans ce contexte reste une question ouverte.

Les données expérimentales concernant les flux de génes, notamment par le biais
de la recombinaison homologue, suggérent 1’existence de similarités entre les séquences
d’ADN transférées du génome donneur vers le génome receveur (Figure 1.3) (Zawadzki
et al., 1995; Vuli¢ et al., 1997; Majewski and Cohan, 1999; Majewski et al., 2000). Ainsi,
I’accumulation de mutations au cours du temps et I’augmentation progressive de la diver-
gence entre les séquences auraient en théorie pour conséquence de créer une barricre a la
recombinaison homologue.

Figure 1.3. Taux de recombinaison entre génomes
donneurs et receveurs lors de la recombinaison ho-

o1 mologue médiée par RecA en fonction de la

divergence des MEPS (Minimally Efficient Proces-

0.01 sing Segments) (Fraser et al., 2007). Les données

0.001 ont été obtenues expérimentalement pour les espéces
' bactériennes Bacillus subtilis (cercle), B. mojaven-

sis (carré), Streptococcus pneumoniae (losange) et
Escherichia coli (triangle) (Zawadzki et al., 1995; Vuli¢
et al, 1997; Majewski et al., 2000). La courbe de ré-
gression log-linéaire est montrée pour l'ensemble des
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1.1. Concepts d’espéce bactérienne et spéciation

Ceci pourrait alors conduire a la formation d’unités génétiques distinctes — telles que dé-
crites par le concept BSC — en I’absence d’un processus de sélection. Cependant, d’apres
une ¢tude théorique, ce processus neutre de spéciation ne serait envisageable que si les
taux de recombinaison entre ces unités diminuent rapidement et considérablement (Fraser
et al., 2007). Or, la vitesse d’accumulation des mutations fait qu’il est peu probable que
celles-ci représentent une barriére efficace aux flux de génes. En outre, une corrélation
positive entre flux de geénes et similarit¢ de séquences n’est pas systématique comme le
montre, par exemple, I’événement de fusion décrit entre les especes Campylobacter coli
et C. jejuni (Sheppard et al., 2008), illustrant ainsi la possibilité d’un échange de matériel
génétique entre especes « distantes ». Des corrélations négatives entre identité nucléoti-
dique a I’échelle du génome et taux de recombinaison ont par ailleurs été observées pour
différentes espeéces bactériennes, e.g., Pseudomonas putida, C. coli, B. subtilis et Vibrio
cholerae (Figure 1.4) (Bobay and Ochman, 2017). Ainsi, la divergence entre les sé-
quences nucléotidiques ne suffirait pas a expliquer a elle seule l'interruption de flux de

genes a méme d’initier un processus de spéciation.
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Figure 1.4. Effet de la divergence des séquences sur les flux de génes chez différentes
espéces bactériennes (Bobay and Ochman, 2017). Le rapport r/m (effet relatif de la re-
combinaison par rapport aux mutations) pour chacune des combinaisons de souches sous-
échantillonnées a été comparé a l'identité moyenne des séquences a I'échelle des génomes
core. La distribution des coefficients de corrélation de Spearman — rho, calculés entre ces deux
métriques — est représentée sous forme de diagramme en boite & moustache pour chaque es-




1. Introduction

péce. Des valeurs positives de rho indiquent une corrélation positive entre I'identité des sé-
quences nucléotidiques et les flux de génes (i.e., les échanges de matériel génétique se
produisent préférentiellement entre des souches plus semblables), tandis que des valeurs néga-
tives indiquent que les flux de génes se produisent entre des souches divergentes.

En ce qui concerne la part de la sélection dans les processus de spéciation, une étude por-
tant sur les données génomiques de deux populations marines proches appartenant a
I’espece Vibrio cyclitrophicus (génes de I’ARNr 16S identiques, plus de 99 % d’identité
protéique), mais caractérisées par des niches écologiques distinctes (i.e., une associée a
des fractions particulaires types phyto/zooplancton et I’autre a des particules organiques
en suspension) suggere que leur divergence résulte d’un processus sélectif caractérisé par
une signature restreinte a quelques régions génomiques couvrant ~1 % du génome core
(Shapiro et al., 2012). D’apres les auteurs, ces régions génomiques proviendraient d’évé-
nements de recombinaison (probablement a partir d’une population €éloignée). Bien que
des événements de recombinaison anciens entre les deux populations aient été détectés,
les auteurs ont constaté une plus grande proportion d’événements de recombinaison ré-
cents au sein des populations qu’entre elles, suggérant que les flux de génes surviennent
préférentiellement au sein des populations. Ainsi, 1’acquisition de geénes en lien avec une
niche pourrait initier une spécialisation pour celle-ci (hote ou habitat), entrainant une di-
minution des flux de geénes entre I’ensemble des populations et I’émergence de barricres a
la recombinaison (Figure 1.5) (Shapiro ef al., 2012). La question des mécanismes a méme
de générer une barriere a la recombinaison entre populations sympatriques (en dehors de
I’idée de réduction des probabilités de rencontre entre individus spécialisés / spatialisés

sur des habitats différents) n’est cependant pas résolue a I’échelle de cette étude.
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1.1. Concepts d’espece bactérienne et spéciation

sample fA

Figure 1.5. Modéele de différenciation écologique de populations microbiennes recom-
binantes (Shapiro et al., 2012). La population de couleur violette est une population
ancestrale, uniforme d'un point de vue écologique, et recombinante. L'acquisition de génes
accessoires (fleches rouges et vertes), spécifiques d’une niche, initie une spécialisation pour
une niche donnée et entraine une diminution des flux de génes entre les populations. Les
fleches grises et noires représentent les recombinaisons au sein ou entre les populations. Les
fleches épaisses et colorées représentent I'acquisition d’alléles adaptatifs pour les niches repré-
sentées en rouge et vert.

Ainsi, les modeles d’évolution associés aux concepts BSC et ESC ne sont pas fondamen-
talement opposés. Les populations bactériennes clonales, pour lesquelles les taux de
recombinaison sont trés faibles, voire inexistants, verront leur cohésion génétique mainte-
nue par des processus de sélection, telle que décrite par ’ESC. A I’inverse, les études
montrant ’importance des balayages s€lectifs de genes uniques sont relativement nom-
breuses (Croucher et al., 2011; Cadillo-Quiroz et al., 2012; Shapiro et al., 2012; Bao et
al., 2016; Bendall et al., 2016), impliquant des flux de matériel génétique au sein des po-

pulations, ce qui entre dans le cadre du BSC.
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1.2. Mécanismes évolutifs et dynamique des génomes

La diversification des populations bactériennes libres de 1’environnement, et in
fine la spéciation, résulteraient d’une perte de la cohésion génétique entre les populations.
Cependant, la compréhension compléte des forces a I’origine de cette différenciation re-
pose ¢galement sur I’évaluation de la dynamique de leur génome, en considérant les
mutations et la recombinaison a la lumiere des processus populationnels tels que la dérive

génétique et la sélection.

1.2.1. Mutation, sélection, dérive génétique et dynamique des

populations

Les mutations sont sources de variations individuelles. Survenues dans un géne et
transmises a la descendance, elles coexistent dans la population avec le génotype d’ori-
gine du gene ciblé, entrainant ainsi des polymorphismes. Les différents alleles de ce géne
circulent donc simultanément au sein de la population. La dynamique et 1’évolution de
cette dernicre sont des lors le résultat d’un changement des fréquences alléliques, certains
alléles étant €éliminés ou fixés au cours du temps. La fixation des mutations sur le long
terme va dépendre de la taille efficace des populations Ne — qui se réfere a la taille d’une
population théorique pour laquelle la fluctuation du polymorphisme serait équivalente a
celle effectivement observée au sein de la population — et de I’avantage adaptatif apporté
par les alleles circulants.

La variation des fréquences alléliques, dans le cas ou Ne est faible, est principalement
conditionnée par la dérive génétique. Celle-ci fait référence au processus d’échantillon-
nage des alleles lors de leur transmission a la génération suivante et conduit a une
fluctuation aléatoire des fréquences alléliques d’autant plus grande que les populations
sont de petite taille. La dérive génétique est particulierement présente chez les bactéries
intracellulaires qui montrent une dynamique de populations bien différente de celle des
bactéries libres (Moran, 1996; Andersson and Kurland, 1998). En effet, la taille efficace

des populations intracellulaires est contrainte par le nombre de cellules et I’espace dispo-
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1.2. Mécanismes évolutifs et dynamique des génomes

nible pour leur croissance. Ceci peut créer un goulot d’étranglement et réduire considéra-
blement la diversité génétique au sein des générations suivantes (Didelot et al.,
2016) (Figure 1.6). Les bactéries libres de I’environnement présentent généralement des

Ne beaucoup plus grandes (Kuo et al., 2009; Batut et al., 2014).

Figure 1.6. Processus de dérive géné- 1
tique (Didelot et al.,, 2016). La dérive
génétique est le processus selon lequel les fré-

5

quences alléliques varient aléatoirement au
cours du temps au sein d'une population. La
population initiale a une taille effective de 20
bactéries, et chaque génération (lignes hori-
zontales) est formée par la sélection aléatoire
des parents de la génération précédente (les
relations de parenté sont représentées par des
liens entre deux générations). Aux généra-

Generation

tions 5 et 15, deux individus subissent un
événement de mutation (en rouge et vert res-
pectivement). Ces nouvelles mutations, qui
augmentent sensiblement la fitness des indi-
vidus, seront transmises aux descendants, et
leur fréquence sera de plus en plus impor-
tante dans la population. Ceci entraine dans
un premier temps |'extinction de I'alléle sau-

vage (noir) a la 14°™ génération. Au cours 2=

des générations 19 et 20 se produit un goulot
d'étranglement qui augmente |'effet de la dé-
rive génétique. Ceci augmente la vitesse de
fixation de l'alléle muté vert et I'extinction
de I'alléle muté rouge a la 21°™ génération.

Les mutations a I’origine de 1I’émergence d’un nouvel alléle dans une population peuvent
étre caractérisées par leur effet sur la valeur sélective (ou fitness) des individus qui les
portent. Lorsqu’une mutation n’induit pas d’effet sur la capacité¢ d’un individu a produire
une descendance, celle-ci est qualifiée de neutre et sa valeur sélective est nulle. Dans le
cas contraire, la mutation peut étre qualifiée d’avantageuse (ou adaptative) ou de désavan-
tageuse, selon qu’elle induit un différentiel reproductif favorable ou défavorable aux
individus porteurs de la mutation par rapport a 1’all¢le originalement présent dans la po-
pulation. Il est a noter que cette valeur sélective n’est ni absolue, ni figée. Elle est

conditionnée par le contexte environnemental, génétique et populationnel dans lequel la
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1. Introduction

mutation se produit. La taille efficace de la population en particulier conditionne « I’im-
pact potentiel » des valeurs sélectives des mutations. Celui-ci sera d’autant plus grand que

Ne est importante (Figure 1.7).
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Figure 1.7. Conséquence de la taille efficace des populations (Ne) sur le différentiel
reproductif entre individus au sein d’une population. La sélection peut étre assimilée a
un différentiel reproductif entre individus génétiquement différents au sein d'une population,
et elle est exprimée en termes de valeur sélective (ou fitness). Une sélection positive traduit
I'idée d'un différentiel reproductif favorable a la descendance de I'individu, une sélection néga-
tive correspond a un déficit de reproduction d'un individu par rapport au reste de la
population. Dans les populations de grande taille, la distribution des valeurs sélectives est dés-
équilibrée en faveur des mutations neutres 3 désavantageuses (A). Dans les populations de
petite taille, la dérive génétique a également pour effet de « réduire le potentiel » des valeurs
sélectives des mutations (B). Une mutation avantageuse dans une grande population le sera
moins dans une petite population. La théorie de I'évolution prédit également que :
* le devenir d'une mutation est gouverné par son coefficient de sélection lorsque ce-
lui-ci surpasse I'intensité de la dérive (s >> 1/Ne) ;
* les mutations avantageuses se fixent plus rapidement dans les populations de
grande taille alors que les mutations neutres se fixent plus rapidement dans celles
de petite taille (C) ;
* |a diversité génétique neutre est proportionnelle 3 Ne.
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1.2. Mécanismes évolutifs et dynamique des génomes

1.2.2. Balayage sélectif, sélection d’arriere-plan et effet Hill-

Robertson

Alors que les mutations sont source de diversité génétique au sein des populations,
I’action conjointe de la sélection et de la dérive génétique a pour effet de réduire cette di-
versit¢ (Figure 1.8). Cette réduction répond a différentes dénominations selon
I’importance relative des facteurs en jeu.

Ainsi, on appelle balayage sélectif (Smith and Haigh, 1974) une situation dans laquelle
une mutation sous sélection positive « envahit » la population, avec pour conséquence
une ¢limination de la diversité au sein de la population, a I’exception des mutations géné-
tiquement liées a cette mutation avantageuse. La sélection d’arriére-plan (Charlesworth et
al., 1993) est liée aux mutations sous sélection négative. Les individus porteurs de muta-
tions désavantageuses ne participent pas a la génération suivante et le polymorphisme,
neutre pour 1’essentiel, 1i€ a ces mutations désavantageuses, est purgé avec celles-ci, ré-
duisant de fait la diversité génétique de la population. L’effet Hill-Robertson (Hill and
Robertson, 1966) fait référence a un processus plus complexe observé dans des popula-
tions de petite taille, pour lesquelles la dérive génétique induit une perte de diversité
génétique puisque les mutations, qu’elles soient neutres ou soumises a sélection, ne sont
pas retenues dans la génération suivante. L’efficacité de la sélection est alors globalement
réduite. Ce phénomene peut cependant tre limité par la recombinaison génétique entre
individus qui rend possible 1’association de mutations avantageuses acquises indépendam-
ment par plusieurs individus. En associant des mutations faiblement avantageuses, la
recombinaison peut permettre d’augmenter la valeur sélective globale d’un génotype dont
I’avantage sélectif peut potentiellement atteindre un niveau significatif au regard de la

taille de la population considérée (s >> 1/Ne).
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Figure 1.8. Action conjointe de la sélection et de la dérive génétique sur la diversité.
La réduction de la diversité génétique au sein des populations est le résultat d'un équilibre
entre sélection et dérive génétique, fonction de la taille efficace des populations Ne. Différents
mécanismes évolutifs entrent ainsi en jeu, tels que, de gauche a droite, (i) le balayage sélectif
(sélection des mutations fortement avantageuses conduisant 3 la perte du polymorphisme gé-
nétiquement lié a celles-ci), (ii) la sélection d’arriére-plan (sélection négative opérée sur les
mutations désavantageuses conduisant a la perte du polymorphisme génétiquement lié a
celles-ci), et (iii) I'effet Hill-Robertson (perte de diversité par dérive génétique).
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1.2. Mécanismes évolutifs et dynamique des génomes

1.2.3. Mécanismes de transferts horizontaux de genes (HGTs) et

conséquences évolutives

Il est communément admis que les populations bactériennes se développent par re-
production clonale (ou asexuée). Cependant, il a ét¢ montré que les bactéries étaient
capables d’acquérir du matériel génétique de sources externes par différents mécanismes
tels que la conjugaison (Sullivan et al., 2002), la transduction (Zinder and Lederberg,

1952) ou encore la transformation (Griffith, 1928; Avery et al., 1944) (Figure 1.9).

Generation of LGT element == Exit host/enter recipient == Incorporation into genome
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Figure 1.9. Représentation des différents processus a I'origine de transferts
horizontaux de geénes (Gillings, 2016). Chacune des séries d'événements physiques qui
aboutissent au transfert réussi d'’ADN entre les cellules est schématisée. A gauche

production d'unités transférables (fleches bleues). Cela peut impliquer I'excision d’ADN du
chromosome, la fragmentation de I"’ADN ou |'expression de génes résultant de I'assemblage de
phages ou d’agents de transfert de génes. Au centre : processus impliqués dans le transfert
physique (lignes pointillées rouges) comprenant le transport via (i) un pilus ou un nanotube
(mécanisme de transfert alors appelé conjugaison), (ii) une vésicule (vésiduction ; Soler and
Forterre, 2020), (iii) la libération dans I'environnement via une lyse cellulaire suivie d'une

transformation ou (iv) la fixation d'un phage (transduction). A droite : aprés son entrée dans
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la cellule réceptrice, 'ADN transféré horizontalement doit étre intégré (fléches bleues) par
recombinaison, qui peut étre homologue ou hétérologue, ou impliquer des sites de
reconnaissance spécifiques.

Ces transferts horizontaux de génes (HGTs) permettent un réarrangement de I’information
génétique entre deux individus, et peuvent méme impliquer des individus d’especes diffé-
rentes. Le transfert horizontal de génes homologues entre bactéries apparentées se produit
principalement par conjugaison ou transformation (Smith, 1991; Lorenz and Wackerna-
gel, 1994). Cela peut introduire une variation génétique par recombinaison allélique,
créant ainsi de nouvelles combinaisons d’alleles (Feil, 2004). Ce processus de recombi-
naison homologue permet, entres autres, d’éliminer de la population des mutations
désavantageuses (Treangen et al., 2008). A contrario, le transfert de génes non-homo-
logues par transduction, conjugaison ou transformation induit 1’apparition de caracteres
nouveaux et de fonctions nouvelles. Ceci permet notamment une adaptation rapide des
bactéries a une nouvelle niche écologique lors de changements ou stress environnemen-
taux. Un exemple largement documenté au cours des derniéres décennies est le transfert
de genes de résistance aux antibiotiques (Huddleston, 2014; von Wintersdorff et al., 2016;
Vrancianu et al., 2020), accentué en présence de pressions sélectives exercées par les anti-
biotiques (Pelgrift and Friedman, 2013).

Les HGTs ont un impact considérable sur les communautés bactériennes en éliminant les
alleles déléteres et en permettant la dissémination rapide de fonctions. Ils impactent égale-
ment la structure et 1’organisation des génomes, puisque de nombreux genes transférés
sont retenus, entrainant ainsi une expansion des familles de génes (Treangen and Rocha,
2011). La taille du génome bactérien dépend alors de 1’équilibre entre la délétion de génes
pour lesquels le coefficient de sélection est faible (Mira et al., 2001) et les processus d’ac-
quisition de genes, notamment via les HGTs (Touchon and Rocha, 2016). Bien que la
taille des génomes au sein d’une méme espéce bactérienne soit homogene, ces flux de
geénes ont pour conséquence d’alimenter le répertoire de génes d’une population bacté-

rienne, d’une espece, voire d’un genre et participent au remodelage de leur pangénome.
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1.3. Le pangénome microbien

La démocratisation des approches par séquencage au début des années 2000 et le
développement de la génomique comparative, en plus de mettre en évidence des varia-
tions nucléotidiques entre les séquences génomiques de différents isolats d’une méme
espece bactérienne, ont permis de constater un grande hétérogénéité de leur contenu en
genes (Perna et al., 2001; Welch et al., 2002; Tettelin et al., 2005; Kettler et al., 2007,
Bakker ef al., 2010). L’avénement des technologies de séquencage a haut débit (NGS) a
ensuite confirmé et permis de mieux évaluer I’ampleur des variations en termes de conte-
nu en geénes entre les individus d’une méme espéce (Vernikos et al., 2015; Mclnerney et
al., 2017; Brockhurst et al., 2019). De ce constat est née la notion de pangénome (Medini
et al., 2005; Tettelin et al., 2005). Celui-ci est défini comme regroupant 1’ensemble des
genes présents chez une espeéce donnée. Il est communément admis que sa taille dépend
essentiellement de processus d’acquisitions et de pertes de génes, I’acquisition étant sou-
vent attribuée a des mécanismes de HGTs (Treangen and Rocha, 2011; Puigbo et al.,
2014; Vos et al., 2015), tandis que des processus de sélection ou la dérive génétique
conditionnent par la suite la fixation, ou a contrario la perte, des génes acquis. Par consé-
quent, les hypothéses évolutives décrivant I’évolution des pangénomes sont multiples et

dépendent de la part relative de ces processus.

1.3.1. Définitions et propriétés

Un pangénome est la collection des familles de génes pour une espece donnée (Fi-
gure 1.10) (Tettelin et al., 2005). Cette collection est classiquement divisée en deux
catégories de geénes. Les génes core sont retrouvés chez tous les représentants de 1’espece
étudiée ; ils constituent le génome core. Les génes flexibles, également nommés génes ac-
cessoires ou dispensables, ont une distribution restreinte a seulement une partie des
individus de I’espece, voire pour certains a un unique individu ; ils constituent le génome

flexible (Figure 1.10) (Welch et al., 2002; Tettelin et al., 2005).
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Genome flexible

Pangénome AN | Génome core

Figure 1.10. Représentation de la structure d’un pangénome sous forme d’'un dia-
gramme de Venn (Mclnerney et al., 2017). Les génes communs a l'ensemble des
individus d'une espéce constituent le génome core alors que ceux retrouvés uniquement chez

une partie des individus ou spécifiques d'un individu constituent le génome flexible.

Si la notion de pangénome a d’abord été appliquée a la caractérisation du pool gé-
nétique associé a une espece, cette notion peut cependant se décliner a différents niveaux
taxonomiques. En se plagant aux niveaux taxonomiques plus €élevés, on peut observer que
la répartition des genes au sein des différents génomes prend une forme en U caractéris-
tique (Figure 1.11) (Makarova et al., 2007; Koonin and Wolf, 2008; Lapierre and
Gogarten, 2009). Cette distribution peut étre approximée par trois fonctions exponen-
tielles parmi lesquelles, une représente les génes du génome core [forte commonalité
selon la définition de Sela et al. (2021)], alors que les autres distinguent deux groupes de
genes au sein du génome flexible :

* un groupe de genes de proportion deux fois supérieure a celle des génes

core et présents que chez certains génomes. Ces geénes, considérés comme

retenus sur de longues périodes au sein des génomes, constituent le génome

shell ;

* un groupe de génes constituant une proportion importante du pangénome
mais qui sont trés faiblement partagés entre les génomes, voire spécifiques
d’un unique génome. Ces geénes, considérés comme soumis a un turnover

important et a une élimination rapide, constituent le génome cloud.

20



1.3. Le pangénome microbien

100000 « DATA
e Core
Cloud
10000 4, — — - Shell
P )
o p
O 10004 ¢
(&) <
5 ¢
5 K
S 100 %ﬁ:
€ L
5 A
= e -
M@gg@* o € S ¢
10 4 R L one. Conl 2 &
o AR %%W%«&% Lo
DRSPS QT e K = & L
S TR R GRS
S oo SRS IS SRS
1
0 50 100 150 200 250 300 350
Number of Organisms

Figure 1.11. Représentation du nombre de clusters de génes orthologues (COGs) en
fonction du nombre d’organismes considérés (Koonin, 2011). Si les génomes sont assi-
milés & un « univers » ou espace génomique (Koonin and Wolf, 2008), les COGs montrent
une distribution unique au travers de ceux-ci qui peut &tre approximée avec trois fonctions ex-
ponentielles qui partitionnent les génes en trois catégories distinctes, i.e., les génes core, shell
et cloud. Dans ce schéma : le nombre maximal de procaryotes considérés est de 338 prove-
nant de la collection EggNOG.

La structure, la taille et les caractéristiques du pangénome peuvent varier d’une espece a
I’autre (Mclnerney et al., 2017; Medini et al., 2005) et étre appréhendées a travers I’ana-
lyse d’un nombre croissant de génomes pour une espece donnée. En effet, s’il est possible
de définir la part du génome core et du génome flexible a partir de la comparaison de
deux génomes a minima, la part relative de ces deux compartiments varie a mesure que le
nombre de génomes considérés pour I’espéce croit. L’acquisition indépendante de geénes
par HGTs dans les génomes de différents isolats a en effet pour conséquence directe
d’augmenter le nombre de genes flexibles, mais aussi de diminuer le nombre de geénes
core car certains, initialement considérés comme core, ne sont alors plus partagés par tous
les génomes. Actuellement, deux profils types de pangénomes sont distingués :
* les pangénomes dits fermés, caractéristiques des especes pour lesquelles la
variabilité du contenu en genes est relativement faible — i.e., avec un génome
core important et un génome flexible de petite taille (Mclnerney et al.,
2017) (Figure 1.12A). Le nombre de nouveaux genes flexibles identifiés par
I’ajout de génomes analysés est ainsi tres faible alors que les geénes partagés

par un maximum d’individus sont largement majoritaires (Figure 1.12B).
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C’est ce qui est observé par exemple pour 1’espece pathogene intracellulaire,
Chlamydia trachomatis, dont la taille du génome core constitue 84 % du pan-
génome ;

* les pangénomes qualifiés d’ouverts, caractérisés par un génome flexible mon-
trant une « expansion » avec I’ajout de génomes. Ceci est observé, par
exemple, pour ’espece E. coli pour laquelle I’analyse de 2 000 génomes a ré-
vélé que son pangénome se composait d’approximativement 3 200 genes
core (communs a 95 % des génomes) et de 90 000 familles de génes diffé-
rentes (Land et al., 2015), d’ou une importante variabilit¢ du contenu en

genes entre les individus.
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Figure 1.12. Pangénomes ouverts versus fermés (Domingo-Sananes and Mclnerney,
2021). (A) Courbes d’accumulation de I'ensemble des génes (lignes pleines) en fonction d’un
pangénome ouvert (bleu) ou fermé (orange). Les lignes pointillées représentent les courbes
d'appauvrissement en génes core en fonction du pangénome. Ainsi, pour un pangénome ou-
vert (bleu), le nombre de génes core diminue rapidement avec I'ajout de génomes, tandis que
sa taille augmente linéairement. L'inverse est observé pour un pangénome fermé (orange).
(B) Distribution de la fréquence des génes selon que le pangénome est ouvert (bleu) ou fermé
(orange).

Ainsi, ces dernieres décennies, les observations portant sur I’analyse des pangénomes de
différents groupes microbiens ont fait émerger certaines questions concernant :
* la nature finie ou infinie du pangénome associ¢e a 1’évolution de sa taille a

mesure que de nouveaux génomes sont séquences ;

22



1.3. Le pangénome microbien

* la définition des propriétés liées a 1’échantillonnage des représentants de 1’es-
pece (en termes de nombre de représentants mais €galement par rapport a la
nature de la diversité considérée — comparaison d’isolats versus comparaison
d’individus d’une méme population) afin d’évaluer la taille du pangénome.
Brockhurst et al. (2019) avancent que la comparaison d'un petit nombre de
génomes bactériens échantillonnés dans de nombreuses niches est susceptible
de produire une abondance de genes accessoires rares. Cependant, ceux-ci
pourraient représenter des geénes accessoires adaptatifs localement abondants
mais globalement rares, ou des genes délétéres a la fois localement et globa-
lement rares ;

* I’évaluation et la validation des différentes théories avancées pour expliquer
I’existence des pangénomes chez les procaryotes mais aussi les mécanismes

évolutifs impliqués dans leur émergence et leur maintien.

Des développements théoriques ont été réalisés afin de comprendre la dynamique
évolutive du pangénome, les modalités de la répartition des geénes au sein des génomes

core et flexible et ce qui distingue les groupes de genes shell et cloud.

1.3.2. Modélisation de la dynamique du pangénome

Modéliser la dynamique d’un pangénome implique de décrire les facteurs qui gou-
vernent les génomes core et flexible. Ces deux composantes ne sont toutefois pas
forcément soumises aux mémes processus et sont susceptibles de ne pas répondre avec la
méme dynamique. Parmi les modeles développés, les modeles d’évolution neutre de pan-
génome sont basés sur les hypotheses de gains et pertes de genes aléatoires (modele birth
and death). 1ls constituent des modeles « nuls » d’évolution au sens ou ils proposent la
description d’un pattern en 1’absence de mécanismes tels que la sélection ou la recombi-
naison. IIs constituent un point de comparaison par rapport a des modeles moins
parcimonieux (impliquant notamment la sélection). Tous ces modeles sont ensuite mis en
perspective d’analyses de génomique comparative.

Les premiers modeles décrivant un processus d’évolution neutre du pangénome

ont été proposés par Baumdicker et al. (2012), d’une part, et Lobkovsky et al. (2013),
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d’autre part. Dans ces mod¢les, le gain de génes peut résulter d’un HGT depuis « 1’exté-
rieur » ou d’une mutation sur un geéne existant conduisant a un nouveau géne
(Baumdicker et al., 2012). Pour ce qui concerne la perte de genes, celle-ci peut par
exemple représenter une perte de fonction sur un géne suite a une mutation, conduisant a
sa disparition dans la descendance de I’individu qui la porte. Le mod¢le de Lobkovsky et
al. (2013) est basé sur I’idée que les génomes conservent une taille constante a 1’échelle
de I’arbre phylogénétique (mod¢ele Stationary Genome on Tree ou SGT). Dans ce cas, la
perte de geénes est décrite par un processus de remplacement de manieére a maintenir
constante la taille du génome. L’évolution du pangénome est décrite a travers la définition
de taux de renouvellement des génes. L’évaluation de 1’adéquation de ce modele avec la
répartition des geénes au sein des génomes pour différents groupes bactériens indique que
le pangénome dans son ensemble n’est pas soumis a une stricte évolution neutre. Par
ailleurs, cette analyse souligne que les répartitions des génes observées sont mieux dé-
crites par un modele avec des catégories de taux de renouvellement des genes, qui
représentent finalement le génome core et le génome flexible. Le modéle de Baumdicker
et al. (2012), appelé Infinitely Many Genes (ou IMG), repose pour sa part sur la généalo-
gie de génomes individuels appartenant a une population. Il modélise la dérive génétique
ainsi que les gains et pertes de génes flexibles appartenant a un réservoir de génes poten-
tiellement infini. En ce point, le modele IMG s’apparente au modele des sites infinis bien
connu en génétique des populations (Kimura, 1969). Du fait de la nature méme du réser-
voir de génes, le modele IMG est basé sur ’hypothese selon laquelle chaque gene ne peut
étre acquis qu’une seule fois. Il s’apparente ainsi @ un mod¢le neutre d’évolution du pan-
génome. Ce modele offre un cadre théorique permettant de prédire, a partir de données
observées, la taille moyenne du génome d’un individu au sein d’une espece, la taille du
pangénome de cette espece, ou la fréquence des génes au sein du génome flexible, sous
I’hypothése d’un processus neutre d’évolution. Il a été testé pour les genres bactériens
Prochlorococcus et Synechococcus. La distribution observée de la fréquence des geénes
flexibles au sein de 11 génomes pour chacun de ces deux genres a ét¢ comparée a la dis-
tribution attendue de la fréquence de ces mémes genes sous 1’hypothése du modéle IMG
(test du y?). 1l est apparu que celle pour Prochlorococcus n’était pas significativement dif-
férente de la distribution sous le modele IMG et que I"’hypothese nulle d’une évolution

neutre du génome flexible était acceptée pour ce genre. A I'inverse, elle est rejetée pour
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Synechococcus, suggérant une déviation au modele nul et une évolution non neutre pour
ce dernier.

Le modele IMG sous-entend 1’existence de deux classes de genes (1D+E) repré-
sentant respectivement le génome core (E, génes essentiels) et le génome flexible (D,
genes accessoires — dispensables). Une évolution de ce modéle par Collins and Higgs
(2012) avec la considération de deux classes de geénes accessoires caractérisées par des
taux de gains et pertes de genes différents (2D+E) permet cependant un meilleur ajuste-
ment aux données observées, tant pour I’estimation de la taille du pangénome que
I’adéquation a la distribution en U de la fréquence des genes (Figure 1.13) (Collins and
Higgs, 2012). Ce mod¢le s’apparente a la distinction des génomes core, shell et cloud

(Koonin and Wolf, 2008).
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Figure 1.13. Spectre de fréquence des familles de génes (Collins and Higgs, 2012).
(A) Spectre calculé pour 20 génomes séquencés de Bacillus cereus (cercles). Le spectre de
fréequence a été calculé avec les paramétres optimisés a partir de I'ajustement du modéle
1D+E (ligne pointillée) ou 2D+E (ligne continue) en fonction de la fréquence des familles de
génes G(k) en utilisant un arbre coalescent. (B) Spectre calculé pour 38 génomes séquencés
de Bacillaceae (cercles). Le spectre de fréquence a été calculé avec les paramétres du modéle
2D+E sur la base d'un arbre coalescent (ligne rouge) et d'un arbre phylogénétique inféré
(ligne verte). D : génes accessoires — dispensables ; E : génes essentiels.

Ces modélisations ont apporté des éléments de réponses quant aux hypothéses
évolutives qui sous-tendent la dynamique des pangénomes. Bien qu’il ait été proposé que
les gains et pertes de genes, et par extension I’évolution du génome flexible, soient

neutres (Baumdicker et al., 2012), il semblerait que I’on puisse inclure des forces sélec-
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tives dans la description de la dynamique évolutive du pangénome (Collins and Higgs,
2012; Lobkovsky et al., 2013). Celles-ci impliquent que les geénes core, et les genes
flexibles ayant une fréquence ¢€levée, seraient en moyenne avantageux et maintenus par

sé¢lection, alors que les geénes rares seraient plus susceptibles d’étre neutres.

1.3.3. Caractere adaptatif du pangénome ?

Outre les modélisations du pangénome intégrant un cadre théorique neutre, des
hypothéses alternatives consideérent que I’évolution des pangénomes est soumise a des
processus de sélection. Le débat « neutraliste versus sélectionniste » est alimenté par le
fait que certains auteurs considerent que les HGTs sont principalement neutres ou délé-
teres (Gogarten and Townsend, 2005; Vos et al., 2015), alors que d’autres les considérent
comme ¢étant adaptatifs (Sela et al., 2016; Mclnerney et al., 2017).

Méme si de nombreux HGTs adaptatifs ont été relatés, il semble cependant que la
plupart des changements induits par ceux-ci ont une durée de vie courte en termes de
contenu en geénes (Hao and Golding, 2010; Didelot et al., 2012). En effet, le nombre
d’événements de HGTs détectés ne décroit pas linéairement avec I’augmentation des
temps de divergence des taxa, a I’exception des génes peu conservés et peu contraints
(Bolotin and Hershberg, 2016). Ceci suggere que le pool de génes accessoires n’est pas
purement adaptatif, la plupart des HGTs pouvant (i) étre délétéres, (ii) présenter un avan-
tage sélectif transitoire (c’est-a-dire présenter un avantage a un moment, puis le perdre
suite a un glissement de conditions environnementales), ou (iii) étre neutres.

Par ailleurs il a ¢ét¢ démontré que la fluidité des génomes — définie comme le rapport entre
les familles de génes uniques et la somme des familles de génes communes a une paire de
génomes pour un groupe bactérien donné (Kislyuk et al., 2011) — qui refléte finalement
celle du pangénome, est positivement corrélée a la diversité génétique des génes core (Fi-
gure 1.14) (Andreani ef al., 2017). Dans la mesure ou les especes qui possédent une plus
grande diversité nucléotidique ont une taille efficace des populations Ne plus importante
(cf. partie 1.2), on peut faire I’hypothese que la variation du contenu en genes, et donc la

diversité du pangénome, est impactée par celle-ci.
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Figure 1.14. Représentation de la fluidité des génomes ¢ en fonction de la diversité
nucléotidique synonyme des génes core (Andreani et al., 2017). La fluidité génomique a
été estimée pour 90 espéces procaryotiques telle que décrite dans Kislyuk et al. (2011) et est
représentée en fonction de la diversité génétique des génes core. Les échelles des axes x et y
sont en logarithme népérien. Points blancs : protéobactéries ; points noirs : terrabactéries (ac-
tinobactéries, firmicutes et cyanobactéries), points gris : autres taxa.

L’efficacité de la sélection est également affectée par Ne (cf. partie 1.2). Dans le cas ou
I’évolution du pangénome serait gouvernée par la sélection, Ne pourrait conditionner le
nombre de génes flexibles qui serait effectivement conservé par celle-ci. C’est 1’idée prin-
cipale amenée par I’hypothese évolutive de barriere a la dérive (Bobay and Ochman,
2018), telle que proposée pour 1’évolution des taux de mutations (Sung et al., 2012). Ba-
sée sur la théorie quasi-neutraliste de 1’évolution, celle-ci prédit que dans le cas d’une
population dont la taille efficace est petite, la perte de geénes, bien que 1égérement avanta-
geux, serait induite par la dérive génétique (Figure 1.15). Dans ce cas, seuls les genes
accessoires (les plus) bénéfiques seraient conservés, alors que les populations ayant une
Ne importante pourraient voir maintenus dans leurs génomes des génes dont la valeur sé-
lective est moins prononcée et donc présenter un nombre de geénes flexibles relativement
important. Ceci est soutenu par 1’existence d’une relation positive entre la taille du pangé-

nome et Ne (Bobay and Ochman, 2018).
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Selection coefficient s

Figure 1.15. Modéle de barriére a la dérive de I'évolution du pangénome (Bobay,
2020). Sous le modeéle de barriére a la dérive, la taille des pangénomes est une fonction de la
taille efficace des populations Ne. Les espéces pour lesquelles Ne est importante sont moins
sujettes a la dérive et peuvent ainsi conserver des génes dont |'avantage adaptatif est faible
(gauche). Lorsque Ne diminue, les génes de faible valeur adaptative seront pergus comme
neutres et perdus par dérive (centre). En cas de forte dérive, comme attendu lorsque les es-
péces ont une trés petite Ne, seuls les génes les plus avantageux seront conservés par
sélection, ce qui se traduira par des pangénomes de petite taille composés principalement de
génes core (droite). Chaque grand cercle représente un pangénome et refléte sa taille, au sein
duquel les petits cercles représentent des génes individuels. Le gradient de couleur refléte le
coefficient de sélection des génes.
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1.4. Prochlorococcus — un taxon modele

Avec une population globale estimée a 10?” cellules environ, les cyanobactéries
marines du genre Prochlorococcus forment un groupe de micro-organismes photosynthé-
tiques parmi les plus abondants de la zone euphotique océanique (Figure 1.16) (Partensky
et al., 1999; Flombaum et al., 2013). Ainsi, ce genre joue un role majeur dans le cycle du
carbone puisqu’il fixe au moins quatre Gt de CO, atmosphérique chaque année et est res-
ponsable de prés de 10 % de la productivité primaire des océans (Flombaum et al., 2013).
Par ailleurs, Prochlorococcus est présent dans la quasi-totalité¢ des océans, de I’équateur
aux poles, de la surface jusqu’a presque 200 m de profondeur, reflétant ainsi une trés forte

capacité d’adaptation a des niches €cologiques contrastées.
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Figure 1.16. Répartition mondiale de I'abondance de la bactérie photosynthétique
Prochlorococcus marinus (Flombaum et al., 2013). L'abondance est calculée en
cellules/ml.

La diversité génétique de Prochlorococcus, structurée en clades caractérisés par
des ensembles de genes fonctionnels en lien avec des contextes environnementaux parti-
culiers, suggere un cloisonnement stable de groupes écologiquement distincts, également
appelés écotypes (Kent ef al., 2016 ; Larkin et al., 2016). L’étude de souches cultivées de

ce genre et appartenant a différents écotypes a par ailleurs mis en évidence des génomes
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de taille inférieure a 1,7 Mpb pour certaines d’entre-elles (Rocap et al., 2003), faisant ain-
si partie des plus petits génomes de bactéries libres de I’environnement. De part ses carac-
téristiques €cologiques, physiologiques et évolutives particulieres, Prochlorococcus a
donc suscité un vif intérét parmi la communauté scientifique et de nombreux travaux ont
été développés dans le but d’¢lucider les mécanismes a ’origine de son succes écolo-
gique. Il a notamment ét¢ montré que, bien que les représentants de ce genre présentaient
une identité nucléotidique de leur gene de ’ARNr 16S supérieure a 96 %, ces souches
avaient une divergence nucléotidique importante a I’échelle de leur génome, certaines
d’entre elles partageant moins de 70 % d’identité (Zhaxybayeva et al., 2009). Par consé-
quent, les questions liées a la définition de 1’espece s’appliquent également au genre Pro-
chlorococcus ainsi que les conséquences directes de cette définition sur 1’étude et les li-

mites du pangénome.

1.4.1. Diversité écologique

Les premicres études de diversité pour le genre Prochlorococcus, basées sur 1’ana-
lyse des génes de ’ARN 16S, ont révélé 'existence de deux groupes phylogénétiques
adaptés a des conditions d’intensités lumineuses distinctes (Moore et al., 1998), avec un
écotype présent dans les zones de fortes intensités (écotype HL — high-light) et un autre,
dans celles de faibles intensités (¢écotype LL — low-light). La lumiére est donc I’un des pa-
ramétres forts & 1’origine de la diversification de Prochlorococcus, ce qui est cohérent
avec son développement a différentes profondeurs de la zone euphotique océanique.
L’analyse de ces écotypes a permis de mettre en évidence, & une échelle plus fine, 12
clades environnementaux (Figure 1.17) qui se distinguent sur plusieurs critéres, comme
leurs caractéristiques photo-physiologiques (données de laboratoire) (Moore et al., 1998),
la séquence de leurs espaceurs internes transcrits (/nternal Transcribed Spacer ou ITS)
(Rocap et al., 2003), leurs informations génomiques (Biller et al., 2014a; Kashtan et al.,
2014; Larkin et al., 2016) et leurs répartitions le long de la colonne d’eau (Malmstrom et
al., 2010). Par ailleurs, d’un point de vue phylogénétique, les clades appartenant a I’éco-
type HL (HLI a HLVI) forment un groupe monophylétique alors que ceux appartenant a
I’écotype LL (LLI a LLVII) sont paraphylétiques (Figure 1.17) (Biller ef al., 2014b).
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Figure 1.17. Distribution phylogénétique des écotypes de Prochlorococcus high-light
(HL) et low-light (LL) (Biller et al., 2014b). La phylogénie a été construite a partir de
I'analyse des séquences des espaceurs internes transcrits (Internal Transcribed Spacer ou ITS)
de I'opéron ribosomique. Seuls cinq des 12 clades environnementaux caractérisés possédent un
représentant cultivé en laboratoire (en couleur sur la phylogénie ; HLI, HLII, LLI, LLII/III et
LLIV). Le genre Synechococcus est utilisé comme groupe externe.

Au sein de I’écotype HL, plusieurs paramétres peuvent en partie expliquer la di-
versification des clades. Ainsi, la température joue un rdle clé dans la distinction des
clades HLI et HLII (Figure 1.18), le premier étant adapté a de plus faibles températures
(Johnson et al., 2006) alors que la concentration en fer soutient la distinction des clades
HLIII et HLIV, leur abondance étant plus importante dans les environnements présentant
une plus faible concentration (Rusch et al., 2010; West ef al., 2011; Huang et al., 2012).
Pour les clades LL, moins de données sont disponibles concernant leur répartition. Cepen-
dant, il a été montré que ces clades sont retrouvés a des profondeurs plus importantes (Fi-
gure 1.18), ou la concentration en nutriments est plus élevée. Ainsi, le clade LLI se loca-
lise préférentiellement pres de la nutricline (zone moyenne de la zone euphotique, locali-

sée sous les eaux de surface dominées par les clades HL), tandis que le clade LLIV est
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plus présent dans la partie inférieure de la zone euphotique (Ahlgren et al., 2006; Zinser

etal.,2007).
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Figure 1.18. Répartition géographique des écotypes de Prochlorococcus (Biller et al.,

2014b). (A) Prochlorococcus est distribué sur I'ensemble de la zone euphotique (entre 0 et

200 m de profondeur), zone caractérisée par des gradients de lumiéres, de températures et de
nutriments. La colonne d'eau se divise en une couche supérieure « mixte » (la turbulence due
au vent et a la chaleur homogénéise la distribution des nutriments et des cellules) et des eaux
profondes stratifiées, ot des gradients de nutriments se forment en raison de |'activité biogéo-

chimique. Les niveaux de lumiéres diminuent de facon exponentielle ; les gradients de tempé-

ratures et de nutriments sont largement similaires au sein de la couche mixte, tandis que la
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1.4. Prochlorococcus — un taxon modele

température diminue et les concentrations en nutriments augmentent avec la profondeur. (B-
E) Relations entre les optimums de croissance des souches cultivées en laboratoire et leur
abondance dans I'environnement. Ces relations ont été plus clairement démontrées par le par-
titionnement longitudinal et en profondeur des écotypes en fonction de la lumiére (B et C)
ou de la température (D et E).

1.4.2. Diversité génomique et pangénome

Dés 2003, le séquengage des génomes de souches de différents clades de Prochlo-
rococcus a permis de constater des variabilités au niveau de leur taille, de leur architecture
et de leur contenu en genes (Dufresne et al., 2003; Rocap et al., 2003). Ces premiers tra-
vaux ont révélé des tailles de génome comprises entre environ 1,7 et 2,7 Mpb (Figure
1.19). De maniére générale, les génomes du genre Prochlorococcus sont plus petits que
ceux de la plupart des autres cyanobactéries. Ceci s’explique par une perte massive de
genes, peu apres la divergence des genres Prochlorococcus et Synechococcus (Sun and
Blanchard, 2014). La radiation des différentes lignées de Prochlorococcus et leur spéciali-
sation en fonction de niches écologiques sont postérieures a cette réduction de taille. Les
génomes des écotypes HL sont généralement plus petits (compris entre 1,66 et 1,71 Mpb),
avec un contenu en dinucléotides GC de I’ordre de 30 %, tandis que ceux des écotypes LL
ont des tailles plus variables (comprises entre 1,69 et 2,68 Mpb), avec un contenu en GC
allant jusqu’a 50 % (Figure 1.19). Pour I’écotype HL, les génomes sont qualifiés de
streamlined (simplifiés ou rationalisés) du fait de leur petitesse et représentent le premier
exemple documenté d’un tel phénomeéne de réduction pour des organismes libres de I’en-

vironnement (Rocap et al., 2003; Dufresne et al., 2005; Giovannoni et al., 2014).
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Species Genome Gene GC%
size (Mb) number
02 Prochlorococcus sp. MED4 (P. pastoris MED4) 1.66 1,762 308 | HLJ
Prochlorococcus sp. MIT9515 (P. tetisii MIT9515) 1.70 1,964 30.8 |
Prochlorococcus sp. MIT9301 (P. ponticus MIT9301)  1.64 1,962 313 |
Prochlorococcus sp. AS9601 (P, chisholmii AS9601)  1.67 1,965 31.3
80 MY HLII
™~ Prochlorococcus sp. MIT9215 (P. nereus MIT9215) 1.74 2,054 31.1
Prochlorococcus sp. MIT9312 (P. neptunis MIT9312)  1.71 1,856 31.2 |
[ fffff Prochlorococcus sp. NATL1A (P. proteus NATL1A) 1.86 2,250 350 ]
wsomy L Prochlorococcus sp. NATL2A (P. proteus NATL2A) 1.84 2,228 351 | L
Prochlorococcus sp. SS120 (P marinus S5120) 1.75 1,930 36.4 Ly
Prochlorococcus sp. MIT9211 (P. ceticus MIT9211) 1.69 1,900 38.0 LI
Prochlorococcus sp. MIT9313 (P. swingsii MIT9313)  2.41 2,_ ] LIV
Prochlorococcus sp. MIT9303 (P. swingsii MIT9303)  2.68 3136 500 |
Synechococcus sp. CC9605 2.51 2,758 592 ],
Synechococcus sp. CC9902 2.23 2,357 54.2 g
Synechococcus sp. WH8102 243 2,581 59.4 §
Synechococcus sp. RCC307 2.22 2,582 60.8 '§
Synechococcus sp. WH7803 2.37 2,586 60.2 g
Synechococcus sp. CC9311 261 2,944 524 | <

Figure 1.19. Arbre phylogénétique et données génomiques pour différents écotypes
du genre Prochlorococcus et pour le genre Synechococcus (Batut et al., 2014).
L’arbre phylogénétique a été reconstruit par la méthode du maximum de vraisemblance & par-
tir d'un ensemble de génes orthologues présents en copie unique. Les temps de divergence
sont issus de I'étude de Dufresne et al. (2005). Les données concernant la taille des génomes,
le nombre de génes et le contenu en GC sont issus de la base de données NCBI. Les noms
entre parenthéses sont les noms d'espéces telles qu'indiquées par Thompson et al. (2013).

La variation de la taille des génomes de Prochlorococcus s’accompagne d’une va-
riation de leur contenu en geénes. Ainsi, aux 1 200 génes, environ, partagés par I’ensemble
des souches et qui constituent le génome core, s’ajoute un nombre variable de genes
flexibles, propres aux individus, et qui constituent le génome flexible. Ceux-ci sont au
nombre de 1 000 a 1 500 au sein des génomes des souches cultivées et définissent des ca-
talogues de génes et de fonctions variables entre clades. Les génes flexibles sont répartis
sur I’ensemble du génome mais tendent cependant a étre plus concentrés dans des régions
hypervariables particulieéres appelées ilots génomiques (ISLs) (Figure 1.20) (Kettler et al.,
2007; Dufresne et al., 2008). Ces ISLs sont caractérisés par une densité en génes flexibles
bien supérieure a celle du reste du génome et par un taux en nucléotides GC faible. Ces
ilots sont en général bornés par des génes des ARNt, souvent en association avec des ¢élé-
ments génétiques mobiles qui, dans le cas de Prochlorococcus, s’apparentent a des struc-
tures cargo appelées tycheposons (Hackl et al., 2020). Les geénes flexibles présents dans

ces ISLs interviennent notamment dans ’adaptation aux niches environnementales et
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1.4. Prochlorococcus — un taxon modele

dans la défense contre les phages (Coleman et al., 2006; Avrani et al., 2011; Delmont and

Eren, 2018). Ainsi, ils contribueraient au succes écologique de chaque lignée au sein d’un

environnement spécifique (Coleman et al., 2006; Kettler ef al., 2007).
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Figure 1.20. Caractéristiques des flots génomiques (ISLs) présents dans le génome de

la souche MIT9312 de Prochlorococcus et comparaison avec ceux présents dans le

génome de souches environnementales (Coleman et al., 2006). Les ISLs (ISL1 a ISL5)

ont été identifiés par analyse de la synténie entre les génomes de souches affiliées & deux
clades de I'écotype HL, i.e., MIT9312 (HLIl) et MED4 (HLI) (A) Localisation d'éléments ré-
pétés (ARNt et PRE1) et des génes hli (high-light inducible genes) dans le génome de
MIT9312, représentés au-dessus et en-dessous de la ligne verticale, en fonction des brins sens

et antisens. (B) Les séquences de souches environnementales provenant d'un métagénome de

la mer des Sargasses (Venter et al., 2004) ont été alignées contre le génome de MIT9312. Les
pourcentages d'identité ainsi que la couverture le long du génome de MIT9312 sont indiqués.

Alors que les souches de Prochlorococcus ont des génomes de petite taille, le pangénome

qui en découle est relativement important. Ceci est supporté par le fait que I’annotation de

chaque nouveau génome donne lieu a la description de 150 nouveaux geénes, en moyenne,

encore jamais observés au sein de ce genre (Kettler ef al., 2007). L’absence de saturation

sur les courbes d’accumulation indique que ce pangénome est ouvert (Figure 1.21).

35

log,q(coverage)



1. Introduction

6000 Figure 1.21. Représentation de la taille
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Plus récemment, I’analyse des 41 génomes issus de souches cultivées a permis d’estimer
la taille du pangénome de Prochlorococcus a plus de 80 000 genes (Biller ef al., 2014).
Cette analyse suggere que seule une infime partie des génes du pangénome de Prochloro-
coccus a été identifiée. Ainsi, I’hypothése de I’existence d’un pool de genes bien plus im-
portant dans I’environnement, et par extension la présence de lignées potentiellement in-
connues, est avancée. Au cours des dernic¢res années, le développement de la métagéno-
mique (Venter et al., 2004; Yooseph et al., 2007; Biller et al., 2014b) ainsi que celui de la
génomique sur cellule-unique (Single-Cell Genomics ou SCG) (Kashtan et al., 2014,
2017; Berube et al., 2018; Pachiadaki et al., 2019) ont amélioré 1’échantillonnage de la
diversité génétique dans I’environnement, en lien avec des variables écologiques ou géo-
graphiques. Ainsi, par le biais de la métagénomique, une corrélation a été montrée entre la
diversité phylogénétique du génome core des populations de Prochlorococcus présentes
dans les différents océans et la distribution du contenu en geénes flexibles dans le génome
de ces mémes populations. Ces résultats suggerent une structuration phylogénétique du

contenu en genes des populations naturelles, I’existence de facteurs environnementaux

36



1.4. Prochlorococcus — un taxon modele

qui agissent de manicre similaire sur les génomes core et flexible ou la prévalence de
HGTs entre lignées proches supérieure a ce qui était envisagé jusqu’ici (Kent et al.,

2016).

1.4.3. Fine échelle de diversité

Dans le cadre d’une étude réalisée sur le long terme (différentes saisons) dans
I’océan Atlantique (site Bermuda Atlantic Time-series Study ou BATS) par une approche
SCG, il a récemment été proposé que le genre Prochlorococcus se compose de centaines
de sous-populations coexistantes résultant probablement d’un ancien cloisonnement de
niche (Kashtan et al., 2014). Celles-ci sont inférées sur la base des fluctuations saison-
ni¢res de leur abondance relative et la fixation d’all¢les différents de leurs génes core qui
pourraient conférer une stabilité¢ a ce « collectif » (Figure 1.22). Une étude fine de la di-
versité génétique des sous-populations de I’écotype HLII a par ailleurs révélé un schéma
de diversité génétique caractérisée d’une part par un « squelette génomique » (ou back-
bone) commun aux sous-populations, composé essentiellement de génes core avec des al-
Ieles distincts entre sous-populations et d’autre part, de plusieurs ISLs composés majori-
tairement de génes flexibles, mais aussi d’alléles spécifiques au niveau des genes core
(Biller et al., 2014b; Kashtan et al., 2014). Une structuration des génomes amplifiés sur
cellules-uniques (Single Amplified Genomes ou SAGs) en sous-populations a par ailleurs
été retrouvée par une approche sans a priori basée sur la distribution de la longueur des
segments génomiques strictement identiques entre couples de génomes, ceux-ci étant vus
comme un proxy de I’estimation des flux de génes récents entre génomes (Arevalo et al.,
2019). Ainsi, les sous-populations seraient également caractérisées par des flux de génes
qui se produiraient préférentiellement en leur sein, la réduction des flux de genes entre
sous-populations suggérant un processus de différentiation (spéciation) dont il reste a pré-
ciser les contours. La répartition des différentes sous-populations dans 1’espace et le
temps serait ainsi conditionnée par les combinaisons des génes core et flexibles propres a

chaque niche environnementale (Kashtan et al., 2014) (Figure 1.22B).
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Figure 1.22. Prochlorococcus en tant que « fédération » (Biller et al., 2014). (A)
Prochlorococcus peut étre considéré comme une « fédération » de cellules coexistantes.
Chaque groupe de cellules représente différents arrangements combinatoires de génes néces-
saires a I'adaptation a des niches écologiques distinctes. Chaque cercle représente une bactérie
individuelle ou une lignée clonale. L'anneau coloré extérieur représente le backbone (ou sque-
lette génomique, contenant a la fois des génes core et flexibles), alors que le centre représente
un ensemble unique de génes flexibles. Le backbone est constitué d'alléles qui déterminent
I'adaptation a des caractéristiques basales, liées a une diversification associée a une adapta-
tion ancienne (e.g., lumiére ou encore température optimale de croissance) ainsi que d'un
sous-ensemble de génes flexibles contribuant a I'adaptation & des micro-niches. La composi-
tion du backbone refléte généralement la phylogénie des génomes complets. Cependant, la
composition en génes flexibles peut varier considérablement en fonction de |'environnement
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1.4. Prochlorococcus — un taxon modele

local. (B) La diversité au sein de la « fédération » contribue a la stabilité et a la résilience
des populations de Prochlorococcus, a I'échelle globale, en fournissant un vaste ensemble de
caractéristiques diverses qui peuvent étre sélectionnées par différentes conditions environne-

mentales.
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1.5. Objectifs de these

Sur la base des connaissances actuelles abordées dans I’introduction en lien avec
les concepts biologique et écologique de I’espece chez les procaryotes, 1’objectif général
de mes travaux de recherche visait a reconsidérer les processus a l’origine de la
différenciation des populations bactériennes de I’environnement a la lumiére des
mécanismes évolutifs populationnels et de la dynamique de leur génome. A I’échelle des
génomes, la différenciation des populations bactériennes peut étre appréhendée en termes
de divergence nucléotidique et de dynamique du pangénome. Ainsi la question qui anime
plus particulierement ma thése est la suivante : quelles sont les forces évolutives a
I’origine du pangénome ? Pour répondre a cet objectif, les sous-populations cooccurrentes
appartenant a 1’écotype HLII de Prochlorococcus sont un modele adapté permettant
I’¢tude des signatures évolutives caractéristiques de la différenciation des sous-
populations bactériennes libres de I’environnement. Cet objectif général se décline en
plusieurs points, dont certains restent encore a approfondir.

Le premier point repose sur une ré-évaluation du contenu génétique, du potentiel
fonctionnel et de 1’'unité taxonomique du pangénome a [’échelle populationnelle.
L’objectif est ici de mieux comprendre les composantes du pangénome qui caractérisent
ces différentes sous-populations. Ainsi, pouvons-nous identifier des catalogues de genes
différents en fonction des sous-populations considérées et cela apporte-t-il des réponses
quant a leur différenciation ?

Ceci nous améne alors au deuxiéme point qui porte sur 1’évaluation de I’empreinte des
mécanismes évolutifs impactant les génes en fonction de leur caractére essentiel (génes
core) ou facultatif (génes flexibles). Alors que le pangénome est par ailleurs caractérisé
par un paysage génomique incluant des régions conservées et variables, la question se
pose de savoir si ces empreintes suivent un schéma similaire. Ainsi, existe-t-il une
dynamique évolutive différentielle le long du génome ?

Le dernier point s’appuie sur I’observation d’une dynamique évolutive contrastée et une
répartition non-aléatoire le long des génomes des fonctions portées par les genes flexibles.
Ceci pourrait traduire I’existence d’événements de recombinaison homologue ou de HGTs
et ouvre des questions a différents niveaux concernant ces flux de geénes. Ainsi, peut-on

caractériser des échanges de matériel génétique entre différentes sous-populations, voire a
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des niveaux de diversité plus larges ? Par ailleurs, existe-t-il des compartiments

préférentiels pour I’intégration de ce matériel génétique ?

41



42



2. Approches méthodologiques

43



44



2.1. Jeux de données et traitements initiaux des séquences

2.1. Jeux de données et traitements initiaux des séquences

2.1.1. Génomes de P. marinus de I’écotype HLII utilisés dans

cette étude

2.1.1.1. Génomes issus de séquencage « cellule-unique »

Au total, 87 génomes de la cyanobactérie marine Prochlorococcus issus de sé-
quengage « cellule-unique » (SAGs) et appartenant a I’écotype HLII (Tableau 2.1) ont été

examinés.

Tableau 2.1. Présentation des caractéristiques des génomes de la cyanobactérie ma-
rine Prochlorococcus issus de séquencage « cellule-unique » (SAGs) utilisés dans
cette étude et appartenant a I'écotype HLII (Kashtan et al., 2014).

Taille Longueur

Numéro d’accession Sous- Complétude  Contamination s nombre de Nombre de
NCBI Nom MDA ulation (lg/o) (%) d as?iﬁglagc GC(®) Contigs “;‘gryl;g‘sl%fbc)s CDS
GCF _000634835.1 49518 Cl 22,42 0,36 0,37 32,41 231 1,59 396
GCF_000634575.1 521IN3 Cl 37,41 1,49 0,62 31,55 442 1,4 638
GCF_000635655.1 498M14 Cl 41,38 1,72 0,94 30,91 163 5,79 1102
GCF_000635875.1 521NS Cl 44,75 1,07 0,83 31,38 425 1,94 939
GCF_000635855.1 521M10 Cl1 44,83 0 1,14 31,03 261 4,36 1305
GCF _000635335.1 527L16 Cl1 47,41 0 0,97 31,09 183 5,31 1145
GCF _000634315.1 498J20 Cl1 47,99 1,22 0,86 31,31 351 2,44 948
GCF_000634635.1 526B22 Cl 59,59 0,91 0,93 31,62 498 1,87 990
GCF_000634595.1 521023 Cl1 59,78 1,46 0,89 31,71 346 2,58 998
GCF_000634495.1 520D2 Cl 60,78 0,68 1,01 31,42 290 3,5 1135
GCF _000634855.1 495N4 Cl 62,77 1,27 1,19 31,36 519 2,29 1344
GCF _000635455.1 529116 Cl 63,27 1,63 0,95 31,76 384 2,47 1027
GCF_000635635.1 498G3 Cl 63,38 0,69 1,05 31,12 325 3,23 1203
GCF_000634895.1 496E10 Cl 65,07 0,33 1,09 31,34 411 2,66 1231
GCF_000635795.1 520E22 Cl1 65,53 0,14 1,13 31,19 338 3,35 1277
GCF _000633975.1 526B17 Cl 65,72 0,77 1,1 31,34 378 2,92 1239
GCF _000633995.1 526K3 Cl1 66,60 1,18 1,13 31,24 523 2,16 1278
GCF _000635295.1 527GS5 Cl1 69,31 0,41 1,17 31,05 471 2,48 1314
GCF_000634695.1 527L15 Cl1 70,55 1,59 1,19 31,53 299 3,96 1278
GCF_000634555.2 521A19 Cl 70,99 1,68 1,16 31,07 331 3,49 1345
GCF _000634935.1 497120 Cl 71,42 0,66 1,02 31,56 136 7,45 1156
GCF _000634015.1 526N9 Cl 72,13 0,54 1,27 31,17 173 7,3 1487
GCF _000634755.1 528N20 Cl1 72,42 1,18 1,14 31,36 225 5,06 1311
GCF_000635315.1 52719 Cl1 75,25 0,27 1,14 31,59 159 7,17 1300
GCF_000635175.1 519E23 Cl1 75,32 0,14 1,21 31,53 409 2,97 1366
GCF _000635775.1 519011 Cl 75,33 1,04 1,28 31,17 238 5,37 1425
GCF _000635275.1 526D20 Cl1 77,63 0,54 1,31 31,36 288 4,56 1501
GCF _000635035.1 498L10 Cl1 78,76 0,82 1,34 31,07 381 3,53 1565
GCF_000635695.1 498P3 Cl1 79,98 1,49 1,43 31,13 258 5,52 1654
GCF_000634775.1 528N8 Cl 81,11 0,63 1,37 31,25 332 4,13 1572
GCF_000635075.1 S18E10 Cl 81,97 0,14 1,32 31,49 381 3,47 1423
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GCF_000635135.1 51807 Cl 82,84 0,14 1,46
GCF_000635115.1 518K17 il 83,61 1,04 1.4
GCF_000635615.1 498F21 Cl 83,79 1,31 1,39
GCF_000634475.1 520B18 Cl 83,79 1,45 1,43
GCF_000635435.1 520011 Cl 84,01 1,04 1,33
GCF_000634055.1 527N11 Cl 84,56 1,12 1,47
GCF_000635735.1 519D13 Cl 85,01 1,36 1,4
GCF_000634235.1 495N16 &l 85,60 0,86 1,43
GCF_000635195.1 519121 Cl 86,19 1,36 1,43
GCF_000634715.1 528K19 Cl 86,59 1,09 1,44
GCF_000635475.1 529019 Cl 87,14 0,54 1,3
GCF_000635155.1 519C7 Cl 87,36 1,04 1,36
GCF_000635255.1 521020 Cl 87,68 0,68 1,51
GCF_000635375.1 527P5 Cl 87,76 1,00 1,46
GCF_000635415.1 529B19 Cl 88,00 1,18 1,48
GCF_000635235.1 521K15 Cl 88,63 0,54 1,48
GCF_000635555.1 496N4 Cl 90,76 0,95 + 1,45
GCF_000635835.1 521B10 Cl 93,57 1,09 + 1,55
GCF_000635675.1 498P15 Cl 93,61 0,82 i 1,46
GCF_000634155.1 529C4 cl 96,38 0,27 + 1,6
GCF_000635495.1 495K23 Cl 96,92 0,27 Tt 1,62
GCF_000634535.1 520M11 c2 8,62 0 0,4
GCF_000634355.1 498N8 2 53,86 0,69 0.9
GCF_000634075.1 528714 T2 64,86 0,95 1,18
GCF_000634035.1 527E14 C2 68,76 0,28 1,1
GCF_000634915.1 496G15 C2 81,70 2,17 1,37
GCF_000635815.1 520F22 C2 87,18 0,41 1,35
GCF_000634975.1 498B22 T2 91,98 0,63 + 1,47
GCF_000634995.1 498C16 C2 92,45 0,23 Tt 1,47
GCF_000634675.1 527E15 C3 34,48 0 0,57
GCF_000635215.1 521C8 C3 59,11 2,26 0,96
GCF_000635755.1 519G16 c3 71,72 1,02 1,31
GCF_000634275.1 497318 C3 82,70 1,14 1.4
GCF_000635055.1 518A6 C3 83,38 1,36 1,37
GCF_000635095.1 51877 C3 83,80 1,31 1,38
GCF_000634335.1 498N4 C3 85,51 0,54 1,41
GCF_000635395.1 528P18 C3 86,60 0,56 1,46
GCF_000634175.1 529D18 C3 90,13 0,68 + 1,51
GCF_000634255.1 496A2 C3 91,71 2,17 + 1,43
GCF_000634795.1 529715 C3 94,57 0,27 + 1,6
GCF_000634375.1 518A17 c3 97,39 0,77 t1 1,62
GCF_000634215.1 495120 c3 97,74 0,54 + 1,56
GCF_000634435.1 519B7 c4 31,03 0 0,69
GCF_000635515.1 495N3 c4 57,07 127 0.9
GCF_000635595.1 498B23 c4 76,09 1,09 1,23
GCF_000634735.1 528N17 c4 93,43 0,41 t1 1,53
GCF_000634655.1 526N5 cs 31,90 0 0,48
GCF_000635715.1 51816 cs 88,29 0,28 1,36
GCF_000635015.1 498120 Cs 94,63 0 it 1,58
GCF_000634135.1 528P14 Cs 41,38 0 1,1
GCF_000634455.1 519021 Cs 83,70 0,54 1,26
GCF_000634295.1 498A3 Cs 92,07 0,59 + 1,47
GCF_000635355.1 527022 Cs 92,44 0,63 t1 1,51
GCF_000635575.1 497E17 C9 35,19 0,82 0,55
GCF_000634515.1 520K10 C9 92,44 1,22 + 1,45
GCF_000634095.1 52818 C9 92,62 1,39 t 1 1,57

MDA : Multiple Displacement Amplification
CDS : Séquences codantes (coding sequences)

Complétude et Contamination estimées avec CheckM (Parks et al., 2015)

1 SAGs considérés comme quasi-complets (complétude = 90% et contamination < 5%)

31,19
31,30
31,14
31,31
31,50
31,30
31,35
31,26
31,19
31,25
31,67
31,40
31,15
31,28
31,46
31,26
31,44
31,17
31,45
31,26
31,34
31,30
31,14
31,06
31,30
31,18
31,46
31,20
31,19
31,46
31,29
31,26
31,32
31,40
31,50
31,34
31,26
31,41
31,44
31,23
31,30
31,34
31,48
31,30
31,13
31,28
31,09
31,47
31,25
31,08
31,58
31,33
31,28
31,84
31,49
31,27

231
335
420
474
205
321
426
264
309
337
149
317
139
324
300
329
377
218
143
187
124
81
445
326
271
296
245
187
281
84
439
357
266
278
426
126
295
170
242
180
136
143
97
368
314
144
187
308
167
281
205
255
206
154
237
166

6,33
4,18
3,32
3,01
6,49
4,58
33
541
4,61
428
8,7
4,29
10,83
45
4,91
4,49
3,84
7,1
10,14
8,54
12,96
4,88
2,03
3,61
4,07
4,64
55
7,85
5,23
6,81
2,19
3,65
5,25
4,92
3,23
11,12
4,94
8,83
5,92
8,84
11,86
10,89
7,13
2,44
3,92
10,55
2,6
4,42
9,46
3,91
6,13
5,75
7,33
3,56
6,1
9,44

I SAGs représentatifs de chaque clade utilisés pour |'alignement multiple des génomes complets,

obtenu via I'utilisation de progressiveMauve (Darling et al., 2010)

Ces SAGs correspondent a un sous-ensemble d’un jeu de données initialement composé

de 96 SAGs d’individus collectés sur le site BATS, au cours de trois campagnes d’échan-
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2.1. Jeux de données et traitements initiaux des séquences

tillonnage entre novembre 2008 et avril 2009 (Kashtan et al., 2014). En effet, seuls les

SAGs appartenant a des sous-populations (€galement nommées clades) constituées a mi-

nima de trois individus ont été sélectionnés afin d’¢tudier la dynamique évolutive d’une

population bactérienne environnementale. Par ailleurs, a ¢galement été exclu un SAG du

clade C1 (i.e.,, 518D8), jugé contaminé puisque contenant une proportion importante de

séquences affiliées aux protéobactéries. Les sous-populations utilisées dans cette étude

sont délimitées phylogénétiquement et réparties dans trois grands groupes définis a 98 %

d’identité des séquences de leurs ITS (Kashtan et al., 2014), i.e., C1 a C5 dans le groupe
cN2, C8 dans le groupe ¢9301 et C9 dans le groupe cN1 (Figure 2.1).

Figure 2.1. Phylogénie des séquences in-
ternes transcrites (ITS) du géne codant
I’ARNr 16S inférée par la méthode du
Neighbor-Joining (Kashtan et al., 2014).
L'arbre phylogénétique a été reconstruit a par-
tir de I'alignement multiple des séquences des
ITS de 96 SAGs (90 cN2, trois cN1 et trois
c9301-ribotypes) ainsi que cing séquences gé-
nomiques de souches cultivées de [|'écotype
HLII (MIT9301 ; AS9601 ; MIT9312 ;
MIT9215 ; MIT9202). Une forme et une cou-
leur, propres a chaque sous-population (C1 a
C5, C8 et C9), sont attribuées a chaque feuille
de l'arbre. La divergence a été estimée par la
distance p (fonction du nombre de substitu-
tions observées au niveau des sites
homologues). Les unités de distance corres-
pondent donc a des substitutions par site
nucléotidique.
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Taille d'assemblage (Mb)

1,01

0,51

0,0+

2. Approches méthodologiques

Les séquences génomiques des SAGs ont été téléchargées depuis le National Center for
Biotechnology Information (NCBI) (numéros d’accession des BioProject : PRIJ-
NA239833, PRINA239872 et PRINA239873). Leur taille d’assemblage est comprise
entre 0,37 et 1,62 Mpb, avec un pourcentage moyen en dinucléotides GC de I’ordre de 31
%. Leur complétude et leur contamination ont été estimées via I'utilisation de 1’outil Che-

ckM (Parks et al., 2015) (Figure 2.2).
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Figure 2.2. Estimation de la complétude et de la contamination pour les 87 SAGs de
Prochlorococcus étudiés. (A) Corrélation entre la taille d'assemblage (Mpb) et la complé-
tude (%) pour chacun des SAGs. La ligne pointillée correspond a une complétude égale a
90 %. (B) Corrélation entre les estimations de complétude (%) et de contamination (%). Les
lignes pointillées définissent les critéres requis pour qu'un SAG soit considéré comme quasi-
complet (complétude = 90% et contamination < 5%; Parks et al., 2015). Ceci est vrai pour
18 SAGs (496N4 ; 521B10 ; 498P15 ; 529C4 ; 495K23 ; 498B22 ; 498C16 ; 529D18 ;
496A2 ; 529J15 ; 518A17 ; 495L20 ; 528N17 ; 498120 ; 498A3 ; 527L22 ; 520K10 ; 528J8)
répartis dans les sept sous-populations. Une forme et une couleur sont attribuées a chaque
sous-population (C1 a C5, C8 et C9).
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2.1. Jeux de données et traitements initiaux des séquences

Ces estimations sont calculées sur la base de la présence / absence d’un ensemble de
genes marqueurs spécifiques d’une lignée, théoriquement présents en copie unique. Tous
les SAGs, quelle que soit leur complétude, ont une contamination inférieure a 2,3 % (Fi-
gure 2.2B). Les valeurs de complétude se situent entre 8,6 % et 97,4 %, ce qui a permis de
définir quatre catégories de SAGs (Parks ef al., 2015). Ceux considérés comme :
* partiels ont une complétude inférieure a 50 %. Cette catégorie englobe pres
de 14 % des SAGs et montre une sur-représentation de ceux affiliés au clade
C1 (7 sur les 12 SAGs de cette gamme de complétude) ;
* substantiels ont des complétudes comprises entre 50 a 70 % et incluent 45 %
des SAGs ;
* modérés ont des complétudes comprises entre 70 et 90 %. Ils représentent
19 % des SAGs ;
* quasi-complets ont une complétude supérieure a 90 %. Ils sont au nombre de
18 (21 % des SAGs) et sont équitablement distribués dans tous les clades, y

compris les clades faiblement représentés en termes de nombre de SAGs.

2.1.1.2. Choix d’un génome de référence
En raison de la forte synténie entre les génomes des souches cultivées de Prochlo-
rococcus de 1’écotype HLII (Yan et al., 2018), et pour limiter la complexité de
I’information traitée ici, un unique génome de référence a été choisi pour toutes les ana-

lyses menées par la suite, i.e., la souche MIT9312 (Figure 2.3).
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Figure 2.3. Comparaison de 14 génomes complets de Prochlorococcus appartenant
aux écotypes high-light (HL) et low-light (LL) (Yan et al., 2018). Les séquences géno-
miques ont été comparées a l'aide de Mauve (Darling et al,, 2004). La figure montre les
réarrangements des blocs localement colinéaires (locally collinear blocks ou LCBs) entre les
génomes, identifiés par différentes couleurs. Les LCBs sous les lignes horizontales référengant
chaque génome ont une orientation inverse par rapport au génome MIT9301 situés en haut
de la figure. Les régions dépourvues de LCBs (régions blanches) sont spécifiques du génome
considéré. L'arbre phylogénétique a été reconstruit sur la base des permutations de 69 LBCs
par la méthode du maximum de vraisemblance. Les valeurs de bootstrap (estimées par 1 000
ré-échantillonnages) apparaissent au niveau des nceuds.

Les principaux criteres justifiant le choix du génome de référence reposent sur le fait :

* que ce génome ne partage aucun ancétre commun direct avec 1’un des clades
étudiés. Ceci a conduit a exclure les souches MIT9301 et AS9601, partageant
un ancétre commun direct avec les clades C8 et C9 (Figure 2.1), ainsi que
toutes les souches proches de ces deux souches (Figure 2.4) (Kent et al.,
2019) ;

* qu’il partage une relation étroite avec I’ensemble des clades, sans que celle-ci
ne soit trop étroite tout de méme. Ainsi les trois souches les plus distantes,
i.e., MIT9107, MIT9123 et MIT9116 (Kent et al., 2019), ont été écartées (Fi-
gure 2.4) ;

* finalement, parmi les trois génomes restants (i.e., MIT9302, MIT9311 et
MIT9312), la souche P. marinus str. MIT9312 (numéro d’accession
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ABB49062.1) a été choisie car elle représente historiquement 1’écotype

eMIT9312 / HLII (Biller ef al., 2014b).

Figure 2.4. Structure phylogénétique des _lRCCZTS
HLI 100 MED4
écotypes HL et LL retrouvés chez Prochloro- 100
coccus (adapté de Kent et al., 2019). L'arbre S —
phylogénétique a été inféré par la méthode du W‘
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Le génome de MIT9312, de taille 1,71 Mpb et de pourcentage de GC moyen 31 %,
contient 1 962 séquences codantes (coding sequences ou CDS) et six ISLs dispersés le

long de son backbone (Avrani et al., 2011) (Tableau 2.2).
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Tableau 2.2. Caractéristiques des six ilots génomiques (ISLs) dispersés le long du
backbone chez MIT9312 (numéro d'accession : ABB49062.1).

Positions nucléotidiques Longueur Nombre de

Début Fin (Kb) CDS
ISL1 344 270 365 710 21,44 23 CDS : séquences
ISL2 646 201 680 105 33,91 61 codantes (coding

sequences)

ISL2.1 756 519 773 586 17,07 25 ISL - Tlot
ISL3 1042 883 1 146 036 103,15 132 génomique
ISL4 1203 215 1271 749 68,54 60 (genomic island)
ISL5 1378 720 1419 857 41,14 77

2.1.2. Clusters de genes orthologues

2.1.2.1. Histoires d’homologie

I1 est possible, a I’échelle des genes, d’évaluer les processus évolutifs lignée-spé-
cifiques qui peuvent conduire in fine a la différenciation de populations bactériennes. Il
est alors nécessaire de caractériser des geénes d’intérét partageant une origine évolutive
commune entre individus appartenant a différents taxa, depuis I’échelle inter-spécifique
jusqu’a I’échelle intra-populationnelle. Ces genes, dit homologues (Fitch, 1970), sont is-
sus d’événements évolutifs distincts dont nous pouvons reconstruire I’histoire évolutive
qui repose sur différents scénarios (Snel et al., 2000; Kunin and Ouzounis, 2003; Mirkin
etal.,2003):

* la spéciation. Les génes homologues ayant divergé depuis un unique géne an-
cestral, appartenant au dernier ancétre commun aux deux espeéces comparées,
sont dits orthologues (Figure 2.5) ;

* la duplication de genes. Cet événement conduit, au sein d’un méme génome,

a I’émergence de genes paralogues (Figure 2.5) ;
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Ax [Bx1 sz] [Cx1 sz]

Paralogues Paralogues

Orthologues

Duplication ® Spéciation

Figure 2.5. Relations d’homologie, no-
tions d’orthologie et de paralogie. Les
génes retrouvés chez les espéces A, B et C
sont dits homologues lorsqu'ils partagent
un ancétre commun, et donc une origine
évolutive commune. Les génes Ax, Bx; et
Cxi1, ainsi que Ax, Bx» et Cx» sont ortho-
logues puisque issus d'événements de
spéciation. Les génes Bx; et Bx, sont para-
logues, de méme que les génes Cx; et Cxo,
puisque issus d'un événement de duplica-
tion.

* la fusion et la fission de génes. Dans ce cas, un geéne codant une protéine

constituée de plusieurs domaines sera orthologue a d’autres génes indépen-

dants codant individuellement les domaines protéiques respectifs ;

* les HGTs. Le déplacement d’un geéne depuis un taxon donné vers un individu

d’une lignée distante, entraine la formation de geénes dits xénologues (Figure

2.6);

A

T Z20moO >

Xénologues

—

T oG MmM|Z O

Figure 2.6. Impact d’'un transfert horizontal de génes (HGT) sur les relations

d’homologie. L'histoire évolutive des espéces A, D, E, G, N et P est représentée en (A).

L'hypothétique transfert d'un géne depuis I'espéce D vers |'espéce N conduit & une altération

des relations d"homologie pour le géne en question (B). Les génes incriminés chez les espéces

D et N sont dits xénologues.
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* laperte de génes. Cet événement, initié¢ par 1’apparition d’un codon stop (sub-
stitution) ou d’un décalage du cadre de lecture (insertion / délétion), conduit a
la perte progressive du-dit géne et affecte les relations d’homologie entre es-

peces.

2.1.2.2. Clusters de genes orthologues core et flexibles

Au cours de ces travaux de these, 7 125 clusters de génes orthologues (COGs) ont
été analysés. Ceux-ci ont été définis lors d’une étude précédente (Kashtan ef al., 2014) au
cours de laquelle les auteurs ont déduit les relations d’homologie deux a deux par la mé-
thode décrite par Kelly et al. (2012). Briévement, ces relations ont, dans un premier
temps, été définies entre les séquences protéiques déduites de chaque geéne sur la base des
meilleurs résultats réciproques d’'un BLASTP (e-value < le-5 ; identité¢ de séquences >
35% ; longueur de I’alignement > 75% de la longueur de la protéine la plus courte des
deux comparées). Les geénes ont ensuite été regroupés en COGs de maniére transitive ;
i.e., siles genes A et B sont homologues et les génes B et C sont homologues, alors les
genes A, B et C sont regroupés au sein d’un méme COG. Dans un deuxi¢me temps, des
profils de Markov cachés (Hidden Markov Model ou HMM en anglais) (Eddy, 2009) ont
été construits pour chaque COG précédemment défini afin d’intégrer les génes dont les
relations d’homologie lointaine n’avaient pu étre caractérisées par 1’approche BLAST.
Cette approche a permis de décrire des relations d’orthologie, mais également de paralo-
gie, puisque pour un génome donné, certains genes sont présents en plusieurs copies et
appartiennent au méme cluster. Mais par abus de langage, le terme de cluster de génes or-
thologues sera conservé dans la suite de cette these.

Par définition, le génome core est le pool de COGs communs a ’ensemble des gé-
nomes pour un groupe taxonomique donné¢ (Medini et al., 2005; Tettelin et al., 2005).
Dans le cadre de 1’étude de Kashtan et al. (2014), ces COGs ont été définis tels que com-
muns aux 13 génomes de souches cultivées de Prochlorococcus décrites au moment de
I’étude et appartenant a 1’écotype HLII (i.e., MIT9311, MIT9314, MIT9401, MIT9301,
MIT9312, MIT9107, MIT9201, MIT9321, MIT9202, MIT9215, SB, GP2 et AS9601) (Fi-
gure 2.7). Dans la mesure ou les SAGs sont incomplets, ils ne peuvent étre intégrés
stricto sensu dans la définition du génome core. Mais il est possible de détecter, dans les

SAGs, des génes homologues a ces génes core. Sur les 7 125 COGs, 1 410 ont été identi-
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fiés comme appartenant au génome core (Figure 2.8), parmi lesquels 1 397 sont présents

en copie unique.
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Figure 2.7. Schéma illustrant I'organisation chromosomique entre des génomes de

souches cultivées de Prochlorococcus appartenant a I'écotype HLII. Les génes partagés

par |'ensemble des souches cultivées (cercles noirs) définissent les COGs appartenant au gé-

nome core. Les génes spécifiques d'une
(cercles rouges). ISL ; ilot génomique

5333

W Core
B Flexibles - partagés par MIT9312
[] Flexibles - non partagés par MIT9312

ou plusieurs souches correspondent aux COGs flexibles

Figure 2.8. Nombre de COGs en fonc-
tion de leur classification en COGs
core (1 410 COGs), COGs flexibles
partagés (382 COGs) et non partagés
(5 333 COGs) par le génome de réfé-
rence MIT9312.
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A contrario, les COGs flexibles (Figure 2.7) correspondent a ceux partagés par certains
génomes de souches cultivées et/ou SAGs, ou spécifiques d’un unique SAG. Les geénes
spécifiques des génomes des souches cultivées, i.e., qui n’ont été retrouvés sur aucun
SAG, n’ont pas été intégrés a 1’étude. Ainsi, 5 715 COGs issus de SAGs sont considérés
comme flexibles. Il a été choisi de distinguer les COGs flexibles communs a MIT9312
(382 COGs, dont 372 en copie unique) de ceux qui sont SAG-spécifiques (5 333 COGs,
dont 5 290 en copie unique) (Figure 2.8). Ceci permet de réaliser une analyse comparative
au regard du génome de référence MIT9312 tout en garantissant 1’homogénéité¢ de la
comparaison par rapport a tous les SAGs, quel que soit leur clade d’origine. Il est a noter
que parmi les COGs flexibles qui ne sont pas partagés par MIT9312, 678 (dont 653 en co-
pie unique) présentent des homologies avec des génes d’un ou plusieurs génomes issus
des 12 autres souches cultivées ayant servi a définir le génome core. Plus de 50 % de ces
COGs sont partagés avec un seul génome de souche cultivée (Figure 2.9). Compte tenu de
leur faible nombre (comparativement au nombre de COGs SAG-spécifiques), de la proxi-
mité relative de certaines souches cultivées par rapport aux clades étudiés et pour limiter
la complexité de ’analyse qui découlerait de la multiplication des génomes de référence
(cf. partie 2.1.1.2), ces COGs ont été inclus dans la catégorie des COGs flexibles non par-

tagés par MIT9312, sans distinction supplémentaire.
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Figure 2.9. Distribution des 678 COGs flexibles absents de MIT9312 en fonction de
leur présence dans les autres génomes de souches cultivées de Prochlorococcus de
I'écotype HLII. Certains COGs flexibles, absents du génome de référence MIT9312, peuvent
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néanmoins étre présents a minima dans I'un des 12 autres génomes de souches cultivées (i.e.,
MIT9311, MIT9314, MIT9401, MIT9301, MIT9107, MIT9201, MIT9321, MIT9202,
MIT9215, SB, GP2 et AS9601).

2.1.2.3. Localisation génomique des COGs, un second niveau d’inté-

gration

Chaque COG est susceptible de présenter sa propre histoire évolutive, notamment
en fonction du compartiment génomique auquel il est rattaché (core versus flexible ;
backbone versus ISL). Ainsi, pour les COGs flexibles détectés a minima dans un SAG
mais absents du génome de référence MIT9312, il devenait nécessaire de les affecter a un
compartiment (backbone ou ISL). A cet égard, le contexte génomique des génes flexibles
de chaque COG a été étudié, par comparaison a la localisation chromosomique des génes
de MIT9312 qui les encadrent (Figure 2.10). L’assignation des COGs non partagés par
MIT9312 a été déterminée sur la base d’intervalles génomiques définis par :

* deux genes contigus présents chez MIT9312 et appartenant a un méme com-
partiment génomique. Le ou les geénes flexibles SAG-spécifiques intégrés
dans cet intervalle appartiennent a ce méme compartiment ;

* deux genes contigus présents chez MIT9312 mais appartenant & des compar-
timents distincts. Il ne peut y avoir d’attribution a un compartiment, la
position de ce gene est alors considérée comme ambigué ;

* un gene présent chez MIT9312 et a I’extrémité d’un contig. La position du

gene compris dans cet intervalle est également considérée comme ambigué.
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Figure 2.10. Représentation de la méthode d’assignation a un compartiment géno-
mique des COGs flexibles non partagés par le génome de référence MIT9312. Le
génome de MIT9312 a été utilise comme référence afin d'attribuer un compartiment géno-
mique (i.e., backbone ou ISL) & chaque COG flexible présent dans au moins un SAG mais
absent de MIT9312. Cette compartimentation est définie selon les intervalles déterminés par
deux génes contigus appartenant 8 MIT9312. Cercles jaunes : génes spécifiques des SAGs as-
signés au backbone dans la mesure ol les génes contigus les plus proches, trouvés chez
MITO9312, appartiennent au backbone. Cercles verts : pour le SAG2, le géne est situé a |'ex-
trémité du contig et ne peut donc étre attribué & un compartiment (ambigu). La définition
d'un compartiment est cependant possible a I'échelle du COG puisque la localisation des
génes orthologues est possible dans les deux autres SAGs (SAG1 et SAG87). Ainsi, le COG
est assigné a un ISL. Cercles bleus : le géne du SAG2 est assigné au backbone, tandis qu’il est
considéré comme ambigu pour le SAG87 puisque les deux génes contigus les plus proches
sont attribués a différents compartiments (backbone et ISL). L'assignation d'un compartiment
a I'échelle du COG ne peut étre réalisée (COG dont la localisation est ambigué). ISL : ilot gé-
nomique.
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L’assignation & un compartiment génomique a ensuite été réalisée a I’échelle du COG.
Pour cela, I’entropie de Shannon (Shannon, 1948), qui se rapporte a la quantité¢ d’infor-
mation délivrée par un systeme d’information, a ¢été utilisée. Les COGs sont alors
considérés comme des systémes constitués de geénes qui peuvent étre attribués a différents

compartiments. Il est ainsi envisageable d’apprécier la quantité d’information relative a
un COG via ’estimation de 1’entropie de Shannon comme suit : H(X)=—2"_, P.log, P,

; ou n correspond au nombre de compartiments génomiques (i.e., ISL1, ISL2, ISL2.1,
ISL3, ISL4, ISLS, backbone, ambigu) et P; est la proportion de genes provenant du com-
partiment génomique i au sein du COG considéré. Ceci permet d’évaluer :
* la variabilité des attributions des compartiments génomiques a 1’échelle des
genes pour un COG donné. La valeur d’entropie varie entre 0 — tous les geénes
sont attribués au méme compartiment génomique — et log,(n) — entropie
maximale pour n compartiments en proportions égales (Figures 2.11A et
2.11C) ;
* la précision de I’assignation a un compartiment a I’échelle d’un COG par rap-
port aux genes qui le composent. L’entropie est plus faible lorsqu’un
compartiment est plus fortement représenté au sein d’'un COG, et a tendance
a augmenter lorsque la proportion des différents compartiments s’équilibre

(Figure 2.11B et 2.11C).
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Figure 2.11. Entropie de Shannon comme outil d’assignation de compartiments géno-
miques. L'entropie de Shannon, notée H, a été utilisée dans le but d'analyser, au sein de
chaque COG flexible non partagé par MIT9312, les proportions des génes assignés aux diffé-
rents compartiments génomiques. L'entropie est dépendante du nombre de compartiments
présents pour un COG donné, mais également de leur proportion respective. La formule de
I'entropie de Shannon est la suivante : H(X)=—X/_, P.log,P, ; ou n correspond au
nombre de compartiments génomiques (i.e., ISL1, ISL2, ISL2.1, ISL3, ISL4, ISL5, backbone,
ambigu) et P; est la proportion de génes provenant du compartiment génomique i au sein du
COG considéré. (A) Lorsque les compartiments sont représentés dans les mémes proportions

au sein d'un COG, I'entropie prend sa valeur maximale (H..), bornée par logs(n). A titre
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d'exemple, un COG constitué de 15 geénes dont I'assignation est équilibrée entre trois compar-
timents distincts (backbone, ISL1 et ISL2) aura une entropie égale & 1,58. (B) Lorsque les
proportions entre les différents compartiments différent, la valeur d'entropie H diminue par
rapport au Hum.. (C) Pour chaque exemple donné en (A) et en (B), les valeurs de H et Hpax
sont représentées en fonction du nombre de compartiments.
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2.2. Analyse pangénomique

L’un des objectifs de cette these repose sur 1’évaluation des relations existant entre
le pangénome et 1’évolution d’une population bactérienne environnementale. Ceci im-
plique I’estimation de la taille du pangénome, a une échelle de diversité intra-

populationnelle, qui différe de celle communément utilisée — i.e., a I’échelle de I’espéce.

2.2.1. Phylogénie basée sur le génome core

Une approche phylogénomique, basée sur 1’information contenue dans le génome
core, a ¢té adoptée pour I’analyse phylogénétique des différentes sous-populations. L’ap-
proche utilisée ici est celle du « super-alignement », largement utilisée aujourd’hui et
produisant des phylogénies de haute résolution (Dutilh et al., 2007). Pour chaque COG
core présent en copie unique et a minima dans un SAG de chaque sous-population, les ali-
gnements des séquences protéiques ont ¢té réalisés avec MAFFT v7.271 (Katoh and
Standley, 2013) (alignement local effectué via 1’option linsi), sur lesquels les séquences
nucléotidiques ont été¢ apposées (tranalign, EMBOSS v6.6.0.0) (Rice et al., 2000). Les
bréches (ou gaps en anglais) ont été traitées avec Gblocks (Castresana, 2000), améliorant
ainsi le signal phylogénétique (Talavera and Castresana, 2007). Seules les positions pour
lesquelles plus de 50 % des séquences présentaient un gap ont effectivement été traitées
comme tel et n’ont pas été conservées dans I’alignement final. Les alignements nettoyés
ont ensuite été concaténés. Les séquences pour lesquelles aucun orthologue n’a été identi-
fi¢ dans un SAG donné sont considérées comme des gaps.

Le choix du mod¢le de substitutions des séquences nucléotidiques a été fait sur la base
d’un test statistique probabiliste qui est le critére d’information d’Akaiké (41C = 2k — 2L ;
ou k est le nombre de parameétres et L est la log-vraisemblance du modele). Le ou les mo-
deles ayant des valeurs minimales de I’AIC sont considérés comme les plus appropriés
aux données analysées. Différents mod¢les, et différents paramétres associés, ont ainsi été
testés avec I’outil jModelTest v2.1.10 (Darriba et al., 2012). Le modé¢le d’évolution mini-

misant I’AIC apparait étre le General Time Reversible (GTR) (Tavaré, 1986). L’arbre
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2.2. Analyse pangénomique

phylogénétique au maximum de vraisemblance a été inféré avec PhyML v3.0 (Guindon et

al., 2010), avec une analyse de la robustesse basée sur 100 bootstraps.

2.2.2. Comparaisons des sous-populations a I’échelle génomique

L’ANI permet de délimiter des OTUs, non plus sur la base de 1’analyse de simila-
rité des séquences des genes codant les ARNr, mais a I’échelle des séquences génomiques
dans leur ensemble (Varghese et al., 2015).

Les ANI ont été calculées simultanément entre paires de SAGs appartenant & un méme
clade et a des clades distincts. La méthode ANID, telle que décrite dans 1’étude de Richter
and Rosselo-Mora (2009), implémentée dans le module python pyani (Pritchard et al.,
2016), a été utilisée. Les séquences génomiques sont, dans un premier temps, artificielle-
ment morcelées en fragments nucléotidiques d’une longueur de 1 020 nt (Goris et al.,
2007). La longueur de ces fragments correspond approximativement a celle obtenue suite
a la fragmentation de I’ADN génomique au cours d’expérience d’hybridation moléculaire
de ’ADN (DDH). Dans un deuxiéme temps, les valeurs d’identités nucléotidiques sont
calculées avec I’outil BLASTN+ (Altschul et al., 1990; Camacho et al., 2009). Au cours
d’une expérience de DDH, les valeurs d’identités réciproques entre deux génomes ne sont
pas symétriques (Johnson and Whitman, 2007; Tindall et al., 2010). Puisque le concept de
I’ANI résulte de la DDH, pour une paire de SAGs donnée, les identités sont estimées réci-
proquement entre les fragments de I’un des SAGs — dit séquence requéte — et la séquence
génomique complete de ’autre SAG — dit séquence sujet. L’ANI est ensuite obtenue en
moyennant les identités nucléotidiques de chaque alignement local. Nous comptons ainsi
deux valeurs d’ANI pour un couple de SAGs.

Bien que I’ANI soit une métrique intéressante pour la comparaison de paires de génomes,
elle ne permet pas de mettre en lumiére des différences de similarité au niveau de régions
génomiques particulieres. Une analyse de la synténie des génomes a donc été effectuée
entre le génome de référence MIT9312 et un SAG représentatif de chaque sous-
population, le plus important en termes de taille d’assemblage. L’algorithme
progressiveMauve, (Darling ef al., 2010), implémenté dans I’outil Mauve v2.4 (Darling et
al., 2004), a été utilisé¢ pour 1’alignement des séquences génomiques et la détection des

régions conservées. L’algorithme peut étre résumé comme suit :
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identification de régions similaires sans gap, en copie unique entre deux ou
plusieurs génomes — notés LMA (Local Multiple Alignments) ;

calcul d’une matrice de distances et construction d’un arbre-guide sur la base
des LMA ;

deéfinition des LCBs. Il s’agit de définir récursivement des alignements
locaux par paires de génomes a partir d’un ensemble de LMA ordonnés et de
méme orientation, sur lesquels est appliquée une analyse de points de cassure
afin de définir des partitions minimales communes constituant les LCBs ;

sur la base du calcul d’un score d’ancrage de type somme par paires (SP
anchor), sélection des LCBs ancres le long de 1’arbre-guide précédemment
défini, puis raffinement itératif des arbres-guides et LCBs ancres suivi de
I’ancrage récursif pour I’identification des ancres supplémentaires entre et a
I’intérieur des LCBs ;

alignements multiples sur les profils des LCBs ancres. Afin de capturer la
totalité des régions homologues au voisinage des LCBs, les séquences des
régions en dehors de ceux-ci sont assignées aléatoirement a leur LCB voisin
et sont alignées conjointement avec eux ;

raffinement itératif des alignements sur fenétre glissante ;

détection des zones alignées non-homologues par I’application d’un modele
HMM de décodage a posteriori. Les régions détectées comme non-

homologues sont supprimées de 1’alignement final.



2.3. Données taxonomiques et enrichissements fonctionnels

2.3. Données taxonomiques et enrichissements fonctionnels

Des affiliations taxonomiques et des annotations fonctionnelles des génes au sein
de chaque COG core et flexibles ont été réalisées par recherche de similarités au moyen
d’un BLASTP contre la base de données EggNOG v4.5 (Evolutionary genealogy of
genes: Non-supervised Orthologous Groups ; Huerta-Cepas et al., 2016; Jensen et al.,
2008). Cette base de données correspond a un ensemble de groupes de genes orthologues,
construite a partir de I’analyse de milliers de génomes eucaryotes, procaryotes et viraux
pour établir, sur la base d’analyses phylogénétiques, les relations d’homologie. Elle per-
met également 1’annotation fonctionnelle des COGs établis.

Dans cette étude, seules les séquences protéiques d’une longueur minimale de 60 acides
aminés et pour lesquelles les résultats BLAST ont une e-value inférieure a le-5, une cou-
verture d’alignement représentant au moins 50 % de la plus petite des deux protéines

alignées et un pourcentage d’identité supérieur a 30 % ont été conservées.

2.3.1. Caractérisations de I’origine taxonomique des COGs

Dans la mesure ou les génes peuvent étre issus d’événements évolutifs distincts, et
notamment de HGTs, les affiliations ont été réalisées a 1’échelle des geénes, puis générali-
sées a I’échelle du COG. Ces affiliations ont été caractérisées a différents niveaux
taxonomiques, depuis le genre pour les genes affiliés a Prochlorococcus et Synechococ-
cus, jusqu’a des niveaux taxonomiques plus €levés (i.e., classe voire phylum). Certains
COGs présentant une hétérogénéité des affiliations de leurs génes — du fait d’homologies
lointaines — une catégorie dite « incertaine » a été définie. Celle-ci regroupe tous les
COGs qui contiennent des genes affiliés a minima a Prochlorococcus et/ou Synechococ-

cus, mais aussi a d’autres groupes taxonomiques.

2.3.2. Catégorisation des geénes et enrichissements fonctionnels

Suite a I’analyse des résultats du BLASTP, les génes ont été classifiés par catégo-

ries fonctionnelles telles que décrites par Tatusov et al. (1997, 2000), classification
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¢galement appliquée a la base de données EggNOG. Il existe quatre grandes catégories
qui sont relatives (i) au « Stockage et traitement de 1’information », (ii) aux « Processus
cellulaires et signalisation », (iii1) aux « Métabolismes » et (iv) aux geénes de fonctions peu
ou mal caractérisées ; chacune d’entre elles est subdivisée en catégories fonctionnelles
(Tableau 2.3).

Les geénes codant des protéines dont les fonctions sont mal caractérisées (poorly characte-
rized) — i.e., dont la fonction est seulement une prédiction générale (general function
prediction only), voire inconnue (unknown function) — ont été écartés de I’analyse. A par-
tir des annotations, les enrichissements fonctionnels ont pu étre évalués en calculant les
rapports observés/théoriques (O/E) pour chaque catégorie fonctionnelle en fonction des
caractéristiques des geénes (core, flexibles), de leur localisation génomique (backbone,
ISL, ambigu€) ou de leur affiliation taxonomique (Prochlorococcus, Synechoccocus,
autres taxa, incertaine). Les valeurs théoriques ont été obtenues en multipliant le nombre
de genes (core ou flexibles en fonction de leur localisation génomique ou affiliation taxo-
nomique) par le pourcentage de génes totaux dans chaque catégorie fonctionnelle. Enfin,

la significativité des enrichissements a été testée par des tests du .
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Tableau 2.3. Catégories fonctionnelles telles que décrites par la classification de Tatu-

sov et al. (2000).

Catégories fonctionnelles

STOCKAGE ET
TRAITEMENT DE
LPINFORMATION

Traitement et modification de ’ARN

Structure et dynamique de la chromatine

Traduction, structure ribosomique et biogenése

Transcription

SRRl e

Réplication, recombinaison et réparation

PROCESSUS
CELLULAIRES ET
SIGNALISATION

Contrdle du cycle cellulaire, division cellulaire et
partitionnement des chromosomes

Biogenese des paroi cellulaire/membrane/enveloppe

Motilité cellulaire

Modification post-traductionnelle, turnover protéiques,
chaperonnes

Mécanismes de transduction du signal

Trafic intracellulaire, sécrétion et transport vésiculaire

Mécanismes de défense

Structures extracellulaires

Structure nucléaire

N~ g|< a8 O |z|g| U

Cytosquelette

METABOLISME

Production et conversion d’énergie

Transport et métabolisme des acides aminés

Transport et métabolisme des nucléotides

Transport et métabolisme des glucides

Transport et métabolisme des coenzyme

Transport et métabolisme des lipides

Transport et métabolisme des ions inorganiques

LD || —=|Z|Ql™dimoa

Biosynthése, transport et catabolisme des métabolites
secondaires

MAL
CARACTERISE

Prédiction de fonctions générales

Fonction inconnue
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2.4. Analyses des trajectoires évolutives

2.4.1. Pressions de sélection

Du fait de la dégénérescence du code génétique, un méme acide aminé peut étre
codé par plusieurs codons. Ces derniers sont alors appelés codons synonymes (Figure
2.12). En conséquence, les différentes bases constituant les codons ne sont pas soumises
aux mémes contraintes évolutives pour garantir la fonction de la protéine codée. Cela
donne lieu a deux types de substitutions. Celles dites synonymes n’entrainent aucune mo-
dification du signal a I’échelle protéique et surviennent majoritairement sur la troisieme
position du codon (position dégénérée). Elles ne sont pas soumises a sélection, et reflétent
un processus neutre d’évolution, qui peut alors étre caractérisé par un taux de substitu-
tions synonymes par site synonyme noté dS. A I’inverse, les substitutions dites non
synonymes entrainent une modification du signal en changeant la nature de 1’acide aminé
codé. Elles surviennent essentiellement sur les positions 1 et 2 des codons (positions non
dégénérées) et sont soumises a sélection. Elles reflétent ainsi un processus de sélection
positive, ou négative, caractéris¢ par un taux de substitutions non synonymes par site non

synonyme, noté dN.

Codons AUG GCC CUG UGG AUG CGC CuC CcCC CuG uau
e VDO DD OGO O O
T T T T T
@ Sites non dégénéré i UGG S UGC
o Sitee 9 foi dg, oy GCC eoo CCC uGu
!es o!s égénéré CCE CCG rYYs
O Sites 4 fois dégénéré GCU cCu
[ X X© [ X X©

ceO

Figure 2.12. Représentation schématique de la dégénérescence du code génétique.
Certains acides aminés sont codés par plusieurs codons alors qualifiés de synonymes, qui se
différencient par un a deux nucléotides sur les positions 1 et 3 des codons. Ces positions sont
dites dégénérées.
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En analysant les substitutions sur les positions dégénérées et non dégénérées des codons,
il est possible d’évaluer les pressions de sélection qui s’appliquent sur les séquences co-
dantes des genes (Ellegren, 2008). Celles-si sont estimées a partir du rapport entre le taux
de substitutions synonymes et le taux de substitutions non synonymes, appelé valeur sé-
lective et noté dN/dS. Un geéne pour lequel dN est égal a dS, soit dN/dS = 1 (Figure
2.13A), n’est pas soumis a pression de sélection et les substitutions qu’il porte seront
fixées aléatoirement dans la population selon le principe de dérive génétique. Lorsque dN
> dS (Figure 2.13B), soit dN/dS > 1, il est possible d’inférer une pression de sélection po-
sitive & la séquence codante du gene. Dans ce cas, les substitutions non synonymes
présentent un avantage sélectif et sont rapidement fixées dans la population. Enfin, un ra-
tio dN/dS < 1 (dN < dS) (Figure 2.13C) traduit une pression de sélection négative. Les

substitutions non synonymes désavantageuses sont alors ¢liminées de la population.

A B C
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1.0 4
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Figure 2.13. Inférence des processus évolutifs a partir des séquences codantes des
génes : divergence non synonyme (dN) versus divergence synonyme (dS). (A) Le rap-
port des taux de substitutions non synonymes sur les substitutions synonymes dN/dS=1
traduit une évolution neutre ; (B) un rapport dN/dS > 1 traduit une sélection positive ; (C)
un rapport dN/dS < 1 traduit une sélection négative.

Les valeurs de dN, dS et leurs ratios dN/dS ont ét¢ estimés pour 1’ensemble des
COGs en copie unique communs au génome de référence MIT9312 (core et flexibles) et
les COGs non partagés par MIT9312 mais communs, a minima, a deux sous-populations.
Les arbres phylogénétiques au maximum de vraisemblance, générés a partir des aligne-
ments multiples des séquences nucléotidiques pour I’ensemble des COGs considérés, ont
¢été inférés avec PhyML v3.0 (Guindon et al., 2010) et le mod¢le d’évolution GTR+G. Les

dN, dS et dN/dS ont ensuite été calculés par la méthode du maximum de vraisemblance
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telle qu’implémentée dans codem! au sein du logiciel PAML v4.8a (Yang and Nielsen,
2000; Yang, 2007).

Les COGs ont ensuite été regroupés en fonction des valeurs de dN, dS et dN/dS en utili-
sant la méthode des k-moyennes (Hartigan and Wong, 1979). Le nombre optimal de
groupements de COGs, au nombre de 5, a été défini par la méthode du coude (méthode

Elbow) (Figure 2.14).
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Figure 2.14. Analyse du regroupement de I'ensemble des COGs en copie unique en
fonction des valeurs de dN, dS et dN/dS par la méthode des k-moyennes (k-means).
La méthode de coude (méthode Elbow) permet de définir le nombre optimal de groupes k
(cf. partie gauche) en effectuant un regroupement des k-moyennes pour un ensemble de va-
leurs k (i.e., entre 2 et 15). Dans la mesure ou trois variables sont considérées (dN, dS et
dN/dS), une analyse en composantes principales (ACP) a été réalisée (cf. partie droite). Le
pourcentage de variation expliquée par chaque axe est indiqué. Les deux premiéres compo-
santes expliquent plus de 94 % de la variance.

2.4.2. Détection et quantification des événements de

recombinaison homologue

Deux approches ont été mises en place pour détecter et évaluer la recombinaison
dans la population de Prochlorococcus, écotype HLII, constituée de 87 SAGs. La pre-
micre approche a consisté a ré-évaluer la structure de la population en autorisant de pos-

sibles événements de recombinaison au cours de son histoire évolutive et a caractériser

70



2.4. Analyses des trajectoires évolutives

des points chauds de recombinaison a I’échelle des génomes. La seconde a permis d’iden-
tifier les catégories de COGs (i.e., core, flexibles communs a MIT9312 et flexibles SAG-
spécifiques) et les compartiments (i.e., backbone et ISLs) susceptibles d’étre concernés
par les événements de recombinaison en détectant les signatures de recombinaison a

I’échelle des COGs.

2.4.2.1. Structure de la population et recombinaison

Les relations de parenté entre individus sont habituellement représentées a I’aide

d’arbres phylogénétiques, tenant compte de modeles évolutifs décrits principalement par
des événements de mutations. D’autres modeles peuvent cependant étre envisagés, pour
lesquels sont considérés, entre autres, les événements de recombinaisons homologues ou
hétérologues, visualisables par le biais de la construction de réseaux phylogénétiques
(Sneath, 1975; Huson and Scornavacca, 2011).
Dans un premier temps, les distances phylogénétiques entre paires de SAGs ont été esti-
mées a 1’aide de I’outil RAXML v8.2.12 (Stamatakis, 2014) a partir de I’alignement mul-
tiple des séquences génomiques complétes produit par Kashtan et collaborateurs (2014).
Les parametres du modele ont été choisis a partir de la phylogénie de génome core inférée
au maximum de vraisemblance (cf. partie 2.2.2). Le mode¢le d’évolution GTR a été utilisé,
I’hétérogénéité des taux de substitutions étant modélisée par une distribution gamma.
Dans un second temps, les relations génétiques entre SAGs, exprimées par les distances
ainsi calculées, ont été visualisées via la reconstruction d’un réseau phylogénétique par
I’algorithme Neighbor-Net (Bryant and Moulton, 2004) implémenté dans le logiciel
SplitsTree4 v4.15.1 (Huson and Bryant, 2006).

A partir de ce méme alignement, les points chauds de recombinaison a 1’échelle
des génomes ont été détectés et quantifiés en utilisant ClonalFrameML v1.11-3 (Didelot
et al., 2015). La phylogénie du génome core a été utilisée comme phylogénie clonale de
référence pour la population donnée. Brievement, ClonalFrameML infére les événements
de recombinaison de la maniére suivante :

* les séquences ancestrales au niveau des nceuds internes de la phylogénie initiale

sont reconstruites au maximum de vraisemblance ;
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* les différents parametres de recombinaison ainsi que les longueurs des branches
de I’arbre sont alors estimés par I’algorithme espérance-maximisation de Baum—
Welch ;

* un algorithme de Viterbi permet de déduire pour chaque site nucléotidique un
statut « d’importation » — i.e., qualifiant le fait qu’il soit issu ou non d’un événe-
ment de recombinaison.

Les différents parametres ont été définis par défaut, a priori — i.e., un rapport des taux de
recombinaison sur mutation R/6 = 0,1, I’inverse de la longueur moyenne des événements
de recombinaison 1/0 = 0,001 et une distance moyenne entre les événements v = 0,1. Le
ratio des transitions sur transversions zs/tv = 1,70 a été estimé en moyennant les ratios cal-
culés pour chaque COG core avec le package R PopGenome v2.7.5 (Pfeifer et al., 2014).
L’impact relatif de la recombinaison par rapport aux mutations (7/m) a été calculé comme

suit : 7/m=R/O X X v.

2.4.2.2. Détection des COGs recombinants

Chez les bactéries, la recombinaison homologue est synonyme de conversion gé-
nique, i.e., transfert unidirectionnel de matériel génétique, depuis un donneur vers un re-
ceveur, impliquant des régions homologues. Afin de mesurer le potentiel de recombinai-
son des COGs core, flexibles communs a MIT9312 et flexibles SAG-spécifiques, leurs
alignements multiples — avant suppression des gaps pour ne pas biaiser la détection des
signaux de recombinaison — ont été soumis a quatre méthodes de détection des signatures
de recombinaison :

* GENECONYV (Sawyer, 1989). Cette méthode permet de détecter des événe-
ments de recombinaison en évaluant la significativité de la longueur de frag-
ments identiques entre paires de séquences, au sein d’un alignement. Pour
chaque paire de séquences, GENECONYV identifie soit (i) les fragments les
plus longs qu’elles partagent, soit (ii) un score d’alignement anormalement
¢levé pour cette paire de séquences (lorsque plusieurs longs fragments sont
détectés). Les fragments sont délimités par deux sites polymorphes, ou un
site polymorphe et une extrémité de I’alignement ; un fragment ne peut en au-
cun cas correspondre a la longueur totale de I’alignement des deux sé-

quences. Sous réserve de la présence de sites variables dans les autres sé-
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quences, ces fragments traduisent un potentiel événement de recombinaison
entre les ancétres des deux séquences. La significativité de ces inférences est
estimée par permutations aléatoires des sites polymorphes. Les p-values glo-
bales (i.e., estimées pour tous les fragments pour toutes les paires possibles)
et locales (i.e., estimées pour un fragment donné, pour une paire de séquences
donnée) montrent respectivement ’existence de fragments recombinants a
I’échelle des COGs et une information qualitative concernant les fragments
recombinants a 1’échelle des paires de genes ;

le test de Max x* (Smith, 1992). Celui-ci permet de détecter le mosaicisme —
I’association de différents blocs au sein de séquences nucléotidiques — qui ré-
sulterait d’événements de recombinaison. Le principe de ce test repose sur
I’analyse d’une paire de séquences alignées de longueur N contenant D sites
polymorphes. Lorsqu’un point de rupture est défini a la position ¢, ceci déter-
mine un bloc a gauche du point de rupture constitué de ¢ sites, dont x;(z) poly-
morphes, et un bloc de (N — ¢) sites a sa droite, dont x»(2) polymorphes (Fi-
gures 2.15A et 2.15B). Sous I’hypothése nulle d’absence de recombinaison,
les nombres attendus de sites polymorphes sont respectivement pour chaque

bloc :

el(t):%t et e2(t)=%(N—t)

Afin de mesurer la déviation du nombre observé de sites polymorphes par

rapport au nombre attendu, le %* est calculé pour chaque point de rupture pos-

sible :
[Xl(t)_el(t)]2+ [XQ(t)_e2(t)]2

e1(t> ez(t)

x2(t)=

Le point de rupture ¢ pour lequel le y* est maximal (Figure 2.15C) est alors le
meilleur candidat a partir duquel est inféré un événement de recombinaison.
In fine, la probabilité de I’hypothése nulle d’absence de recombinaison est es-
timée comme la fréquence a laquelle le Max y? est inférieur aux Max x? obte-
nus suite a des permutations aléatoires des positions relatives des sites nu-

cléotidiques ;
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Figure 2.15. lllustration de la méthode du Max x> (Husmeier et al., 2006). Les partie
(A) et (B) représentent I'alignement des séquences de trois souches. Les souches 1 et 2, re-
présentées de couleurs différentes, dérivent d'un ancétre commun, leur histoire évolutive n'in-
tégrant pas de recombinaison. La souche 3 résulte d'un événement de recombinaison entre les
ancétres respectifs des souches 1 et 2 et est par conséquent une séquence mosaique des deux
autres. Si I'on compare les souches 2 et 3, la distribution des sites nucléotidiques est symboli-
sée par 0 lorsque les sites sont différents — i.e., sites polymorphes — et par 1 lorsqu'ils sont
identiques. La partie (B) montre la véritable localisation du point de rupture puisque la va-
leur du x> est la plus élevée pour t=4, ie., de 0,83. (C) Graphique illustrant toutes les va-
leurs de X2 pour les points de rupture analysés. Le x2 est maximal lorsque le point de rupture
est égal a 4.

* le test NSS (Neighbor Similarity Score) (Jakobsen and Easteal, 1996). Celui-

ci repose sur le principe de parcimonie et le postulat selon lequel deux sites
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seql
seq2
seq3
seq4d
seq5

informatifs (sites présentant a minima deux alléles différents, ces all¢les étant
chacun observés dans deux séquences au moins) (Figure 2.16A) sont compa-
tibles s’il existe une unique histoire évolutive des séquences pour laquelle la
répartition des all¢les sur chaque site s’explique par une unique substitution
nucléotidique au site considéré (Figure 2.16B). Le nombre de substitutions
(c) est alors inférieur au nombre de nucléotides distincts () pour un site don-
né¢: c = n — I (Figure 2.16B). Les sites sont incompatibles lorsque pour

toutes les histoires évolutives considérées ¢ > n — I, ce qui suggere qu’au

moins 1’un des deux sites serait issu d’un événement de recombinaison.

AN =
>—I—< >—I—< >—I—< — Hd4000
o W

>—|—< >—|—< >—|—<<__|Q_|Q_1N

Figure 2.16. Détermination de la
compatibilité entre deux sites infor-
matifs (adapté de Jakobsen & Eas-
teal, 1996). (A) Alignement de cinqg
séquences, au sein duquel trois sites in-
formatifs — X, Y et Z — sont utilisés
pour illustrer la détermination de la
compatibilité. (B) Représentation des
arbres pour lesquels ¢ = n — 1, corres-
pondant a chaque site informatif. La lo-
calisation des événements de substitu-
tion est indiquée en rouge. Les sites X
et Y sont compatibles puisqu'ils ont en
commun un arbre (respectivement les
arbres 2 et 1) pour lequel ¢ = n — 1. |l
en est de méme pour les sites Y et Z
(les deux arbres 3). Cependant, les sites
X et Z sont incompatibles dans la me-
sure ou ils n'ont en commun aucun
arbre pour lequel ¢ = n - 1.

La compatibilité¢ de chaque comparaison par paire de sites informatifs est me-
surée et présentée sous la forme d’une matrice, ou chaque entrée correspond a
un site informatif selon sa localisation dans 1’alignement. A partir de cette
matrice, la proportion des regroupements de sites compatibles / incompatibles
le long des séquences est estimée par le NSS. La significativité du test est

mesurée en générant des matrices aléatoires, par permutations de I’ordre rela-
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tif des sites informatifs, et en déterminant la proportion des scores aléatoires
supérieurs ou égaux au score observé ;
* de la méme manicre, le test PHI (Pairwise Homoplasy Index) (Bruen et al.,
2006) détermine la compatibilité entre sites informatifs en intégrant cepen-
dant une notion de distance entre sites voisins. La probabilité d’un événement
de recombinaison dépend ici de la distance physique entre les sites. Ainsi il
est plus vraisemblable que les sites les plus éloignés soient incompatibles
(Hudson and Kaplan, 1985; Hagenblad and Nordborg, 2002). Les séquences
sont segmentées en fenétres de longueur fixe pour lesquelles est calculée la
statistique PHI pour £ sites informatifs, £ étant proportionnel au nombre total
de sites informatifs dans 1’alignement et a la longueur de la fenétre. Cette sta-
tistique mesure donc directement la compatibilité entre sites proches plutot
qu’un regroupement de sites au sein d’une matrice de compatibilité (NSS).
La significativité de la statistique est également obtenue par des permutations
de I’ordre relatif des sites informatifs.
Le programme GENECONYV v1.81 (Sawyer, 1999) a été utilisé avec les options /w123
pour I’initialisation du générateur de nombres al€atoires interne au programme, /lp per-
mettant d’estimer les p-values locales, gscale = 2 autorisant les mésappariements entre les
fragments. Les p-values ont été estimées a partir de 10 000 permutations. Seuls les COGs
ayant une p-value globale inférieure a 0,05 ont été considérés comme recombinants.
Les statistiques associées aux tests de Max y%, NSS et PHI ont été calculées telles qu’im-
plémentées dans le logiciel PhiPack (Bruen and Bruen, 2005). Concernant le test PHI, la
longueur de la fenétre a été fixée a 100 pb. Pour chaque test, les COGs sont considérés
comme recombinants lorsque la p-value calculée sur la base de 1 000 permutations est in-

férieure a 0,05.

2.4.2.3. Identification des événements de recombinaison et de leur an-

cestralité
Un signal de recombinaison pour un COG recombinant peut étre la conséquence
d’un a plusieurs événements de recombinaison, et peut impliquer plusieurs genes le
constituant. Il apparait donc nécessaire de compléter la caractérisation des COGs recom-

binants par I’identification des événements de recombinaison homologue pour I’ensemble
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des genes le constituant. Ceci a été réalisé a 1’aide de I’outil fastGEAR (Mostowy et al.,
2017). La méthode développée dans cet outil permet de caractériser des lignées géné-
tiques au sein d’une population a partir d’alignements de séquences et de détecter les évé-
nements de recombinaison probables, qu’ils se soient produits entre les lignées inférées

ou qu’ils soient d’origine externe (Figure 2.17).
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time sequence position

Figure 2.17. Définition des événements de recombinaison et de leur ancestralité dans
fastGEAR (Mostowy et al., 2017). La partie gauche représente un arbre phylogénétique
caractérisant I'évolution de deux populations (ou lignées). La partie droite représente les ali-
gnements génétiques de I'ensemble des populations (ou lignées), les couleurs rouge et bleu re-
présentant les modéles de séquences propres & chaque lignée. Dans un contexte de recombi-
naison, ces couleurs représentent les schémas ancestraux des résidus considérés. Trois événe-
ments de recombinaison représentés par des fléches vertes sur |'arbre sont a I'origine de trois
blocs de brassage génétique. L'analyse des schémas de résidus sur les alignements permet de
caractériser |'origine probable des ces résidus et donc d'inférer la localisation des événements
de recombinaison dans l'arbre. Le schéma ancestral (1) affecte tous les isolats de la lignée
bleu et suggére un événement de recombinaison ancestral, alors que les schémas ancestraux
(2) et (3) n'affectant que certains isolats dans chacune des lignées, suggérent des événements
de recombinaison récents. Il est 3 noter que ces événements sont dits « récents ou ances-
traux » uniquement par rapport aux lignées définies.

L’approche développée dans fastGEAR procede en quatre étapes :

* Identification des lignées génétiques : la délimitation des sous-populations,
correspondant ici aux lignées génétiques, a été faite sur la base des travaux de
Kashtan ef al. (2014) et de la phylogénie des geénes core (cf- Chapitre 2, para-
graphe 2.2.1) ;

* Identification des événements de recombinaison récents (Figure 2.18B) : ceux-

ci sont détectés a I’aide d’un modéle HMM a 1’échelle des souches au sein des
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lignées. Il s’agit ici de comparer I’information portée par chaque site de
chaque séquence au sein d’une lignée a I’ensemble des autres informations
disponibles (i.e., les autres souches de la méme lignée ou les autres lignées).
Ainsi, si un fragment provient d’une autre souche ou d’une autre lignée, le si-
gnal propre a cette souche / lignée sera détecté et 1’origine du fragment lui sera
attribuée. Si le fragment analysé ne provient pas d’une autre lignée et qu’il est
par ailleurs trés différent des autres isolats de la lignée a laquelle appartient les
séquences qui le portent, son origine sera considérée comme externe ;
Identification des événements de recombinaison ancestraux (Figure 2.18A) :
ceux-ci sont identifiés avec une approche similaire a la détection des événe-
ments de recombinaison récents, a la différence que les investigations se font a
I’échelle des lignées (et non plus des souches ou des isolats au sein des li-
gnées), en faisant abstraction des sites associés a des événements de recombi-
naison récents. Il n’est pas possible ici de déterminer la direction des recombi-
naisons ancestrales ni si elles proviennent de sources externes ;

Détection des faux-positifs : il s’agit ici de supprimer des événements inférés
par erreur. Ceci est fait a travers 1’analyse de la localisation de SNPs entre la
souche cible et la souche / lignée ancestrale au sein et entre les segments dé-
tectés comme recombinants et la réalisation d’un test binomial pour calculer
un facteur de Bayes (Bayes factor ou BF) (Bernardo and Smith, 2001), qui me-
sure la force du support des changements de densit¢ des SNPs a I’inférence

des événements de recombinaison.
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Figure 2.18. Structure des modéles de Markov cachés (HMM) pour la détection et la
caractérisation d’événements de recombinaison dans fastGEAR (Mostowy et al.,
2017). (A) HMM utilisé pour identifier les lignées et déduire les recombinaisons ancestrales.
Chaque colonne représente un site polymorphe dans I'alignement et les lignes représentent des
souches. Les états observés de la chaine sont les fréquences alléliques au sein de chaque
groupe (dans le cas de I'identification de lignées) ou lignée (dans le cas de I'identification de
recombinaisons ancestrales). Les états cachés de la chaine représentent I'identité (ou I'ab-
sence d'identité) des fréquences des alléles dans les deux lignées au niveau des sites poly-
morphes. (B) HMM utilisé pour I'identification des recombinaisons récentes. Les états obser-
vés sont des valeurs de nucléotides observées dans la souche cible et les états cachés sont des
origines possibles des nucléotides. Les origines possibles comprennent toutes les lignées obser-
vées plus une origine inconnue.
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Au cours des derni¢res années, les progreés réalisés dans le domaine de la
génomique « cellule-unique » (SCG) ont amélioré 1’échantillonnage et ’isolement de
génomes de micro-organismes appartenant a une méme population et coexistants dans un
méme environnement. Il devient donc possible d'étudier, a une échelle fine, les facteurs
qui régissent la diversification de la structure et de 1'organisation des génomes microbiens.
Grace au développement de ces approches, nous disposons maintenant de données
génomiques a I’échelle populationnelle pour des espéces majeures de I’environnement
comme, par exemple, Prochlorococcus marinus, une des espéces photosynthétiques les
plus abondantes de la zone euphotique océanique, puisqu’elle est responsable de prés de
10% de la productivité primaire marine. Sa diversité génétique se compose d’au moins 12
écotypes, parmi lesquels des écotypes de groupes haute lumiere (HL) et de groupes basse
lumiére (LL) (¢f. Chapitre 1.4). Il a ét¢ démontré que ces écotypes contiennent des
ensembles de génes fonctionnels variables ce qui leur permet de s’adapter, par exemple, a
des changements de disponibilit¢ de la lumicre et suggere une répartition stable des
groupes écologiquement distincts en niches.

Sur la base d'une approche SCG a grande échelle, il a récemment été proposé que
les populations de Prochlorococcus sont composées de centaines de sous-populations
(Kashtan et al., 2014, 2017). Une diversité de séquences a été mise en évidence pour ces
sous-populations coexistantes avec notamment la caractérisation de compartiments
génomiques incluant un backbone principalement composé de genes core — hautement
conservés entre tous les individus — et des ISLs principalement composés de genes
flexibles — partie variable de ces génomes.

Afin de répondre a I’un des objectifs de cette thése qui était de mieux comprendre
les fondements évolutifs de la différenciation des populations bactériennes dans
I’environnement, une ré-évaluation du contenu génétique, du potentiel fonctionnel et de la
proximité taxonomique du pangénome a I’échelle populationnelle a été réalisée en
prenant comme modéle d’étude les sous-populations cooccurrentes de 1'écotype HLII de
Prochlorococcus, isolées de I’océan Atlantique (site BATS) et telles qu’elles ont été

proposées par Kashtan et al. (2014).
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3.1. Phylogénie, différentiation des sous-populations et

organisation des génomes

Le travail réalis¢ au cours de cette étude repose sur I’analyse de 87 SAGs (Tableau
2.1, Chapitre 2) de Prochlorococcus appartenant a I’écotype HLII. Ces SAGs sont distri-
bués au sein de trois groupes (i.e., ctN2, c9301 et cN1) préalablement définis par Kashtan
et al. (2014) sur la base d’une analyse de I'ITS (c¢f. Figure 2.1, Chapitre 2). Ces mémes
auteurs ont également défini I’existence de sept sous-populations majeures (C1 a CS5, C8
et C9) en se basant cette fois-ci sur une analyse phylogénétique réalisée a partir de ’ali-

gnement des génomes complets de 96 SAGs, incluant ceux étudiés (Figure 3.1).

Whole genome
tree
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Figure 3.1. Arbre phylogénétique basé sur I'alignement des séquences génomiques de
96 SAGs de Prochlorococcus écotype HLII (Kashtan et al., 2014). La saison de préléve-
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ment est indiquée pour chaque SAG sur la droite de I'arbre grace a un code couleur (automne
— rouge ; hiver — bleu ; printemps — vert). Les cercles noirs au niveau des nceuds mettent en
évidence des valeurs de bootstrap inférieures a 80 %. Chaque sous-population (C1 a C5, C8
et C9) est représentée par une couleur et une forme qui lui est propre. La divergence a été es-
timée par la distance p (fonction du nombre de substitutions observées au niveau des sites ho-
mologues). L'arbre a été produit avec la méthode du Neighbor-Joining.

Malgré leur congruence (i.e., méme délimitation des sous-populations ), la phylogénie ba-
sée sur les séquences génomiques (Figure 3.1) ne soutient pas la monophylie des trois
groupes (cN2, c9301 et cN1) fondée sur la phylogénie des ITS (Figure 2.1). En effet, le
groupe ¢9301, constitué¢ des SAGs du clade C8, forme une ramification au sein du groupe

cN2.

Afin de compléter les travaux de Kashtan et al. (2014), une phylogénie basée sur
I’analyse de I’histoire évolutive des sous-populations a 1’échelle du génome core, a été
réalisée. Elle permet d’exclure ainsi les informations portées par le génome flexible et les
événements de recombinaison hétérologue qui y sont majoritairement associés. Apres
concaténation des alignements des séquences nucléotidiques des genes core (i.e., génes
partagés par les 13 génomes de souches cultivées de I’écotype HLII, soit 1 202 génes en
copie unique au total), une phylogénie au maximum de vraisemblance a été estimée, en
utilisant le génome de référence MIT9312 comme groupe externe (Figure 3.2). Cette phy-
logénie confirme la distinction des sous-populations en sept clades (valeurs de bootstrap
supérieures a 80%). Cependant, bien qu’elle souligne également la paraphylie du groupe
cN2, elle ’explique par le partage d’un ancétre commun entre les clades C3 et C8 (valeur

de bootstrap égale a 100%).
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Figure 3.2. Arbre phylogénétique au maximum de vraisemblance basé sur la concaté-
nation des alignements des génes core présents en copie unique. Les génes core (1 202
au total) sont partagés par 13 génomes de souches cultivées de I'écotype HLII de Prochloro-
coccus. Le génome de référence MIT9312 a été utilisé pour enraciner |'arbre. Les valeurs de
bootstrap inférieures & 80 % sont signalées au niveau des nceuds par un cercle noir. Les diffé-
rents clades sont représentés par des formes et des couleurs qui leurs sont propres et qui sont
positionnées sur chaque feuille de I'arbre. Le modéle d'évolution utilisé est le GTR ( General
Time Reversible, Tavaré, 1986).

Les ANI, reflet de la divergence entre les séquences génomiques, ont été évaluées

par la comparaison des SAGs deux a deux. En effet, le pourcentage d’ ANI reflete la pro-
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3.1. Phylogénie, différentiation des sous-populations et organisation des génomes

portion des régions génomiques qui s’alignent entre deux génomes. Les résultats obtenus
par cette méthode soutiennent bien la délimitation des sous-populations (Figure 3.3), assi-

milées ici a des OTUs.
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Figure 3.3. Heatmap montrant les pourcentages d’identité nucléotidique moyenne
(ANI) calculés entre paires de SAGs pour I'ensemble des clades (C1 a C5, C8, C9).
L'ordre des SAGs tels qu'ils apparaissent sur les lignes et les colonnes de la heatmap est iden-
tique a celui de I'arbre phylogénétique présenté en Figure 3.2. Chaque clade est caractérisé
par une forme et un couleur qui lui est propre.
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3. Analyse pangénomique d’une population bactérienne environnementale

Les comparaisons par paires de SAGs entre clades mettent en évidence des pourcentages
d’ANI homogenes de I’ordre de 94 % en moyenne pour les sous-populations C1 a C8 et
de 90 % lorsque les comparaisons sont faites avec le clade C9 (Figure 3.3 ; Tableau 3.1).
Ce dernier est le clade le plus divergent, ce qui est en accord avec sa position phylogéné-
tique et son émergence comme branche la plus basale dans I’arbre (Figure 3.2). A4 contra-
rio, les identités les plus élevées sont observées pour les plus proches parents, a savoir les
clades C1 et C2 (ANI égale a 97 % en moyenne).

Lorsque les comparaisons sont réalisées entre les SAGs d’un méme clade, les valeurs
d’ANI sont supérieures a 98 %, exception faite pour les clades C8 (97%) et C9 (96%)
(Tableau 3.1). Par conséquent, ces résultats reflétent non seulement le faible polymor-
phisme intra-clade observé par Kashtan et al. (2014), mais aussi la différenciation des al-

leles entre clade mise en évidence par ces mémes auteurs.

Tableau 3.1. Pourcentages d’identité nucléotidique moyenne (ANI) obtenus aprés
comparaison par paires de SAGs. Les ANI calculées entre paires de SAGs ont été moyen-

nées en fonction de la comparaison inter- ou intra-clade considérée.

C1 C2 C3 C4 C5 C8 C9

Pour compléter les données en lien avec la différenciation des populations, le

contenu génétique des sous-populations, ainsi que les segments génomiques partagés, ont
¢té mis en évidence par la comparaison de leurs génomes. Pour cela, un SAG représenta-
tif de chaque sous-population a été sélectionné sur la base de la taille de son assemblage
(la plus grande), sa complétude (la plus importante) et sa contamination (la plus faible)
(Tableau 3.2). Les séquences génomiques des sept SAGs retenus, ainsi que celle de la

souche cultivée MIT9312 (choisie du fait de son égale distance évolutive avec les SAGs

88




3.1. Phylogénie, différentiation des sous-populations et organisation des génomes

analysés) ont été alignées a 1’aide de 1’algorithme progressiveMauve (Darling ef al.,
2010). Cette approche a permis de déterminer les LCBs entre les SAGs. Les segments
communs a I’ensemble des SAGs comparés totalisent 1,33 Mpb soit 76 % de la taille du
génome de MIT9312 (Figure 3.4). Prise individuellement, cette taille varie entre 1,35
(SAG 498C16 appartenant au clade C1) et 1,47 Mpb (SAG 518A17, clade C3), soit entre
87 et 92 % de la longueur des assemblages des SAGs et entre 79 et 86 % de la taille du
génome de MIT9312 (Tableau 3.2).

Tableau 3.2. Caractéristiques des SAGs représentatifs de chaque sous-population et
proportion des segments conservés (LCBs) avec le génome de référence MIT9312. La
taille du génome de MIT9312 est de 1,71 Mpb.

Sous- SAG , Taille Complétude Segments Couverture Couverture
population d’assemblage SAGs (%) conserves SAGs (%) MI’I;9312

(Mpb) (Mpb) (Y0)
C1 495K23 1,62 96,92 1,42 87,65 83,08
C2 498C16 1,47 92,45 1,35 91,83 78,98
C3 518A17 1,62 97,39 1,47 90,74 86,00
C4 528N17 1,53 93,43 1,38 90,19 80,74
CS5 498120 1,58 94,63 1,41 89,24 82,49
C8 527122 1,51 92,44 1,37 90,73 80,15
C9 528J8 1,57 92,62 1,38 87,90 80,74

Il existe, par conséquent, une forte synténie entre les SAGs, en adéquation avec ce qui a
¢été observé entre les souches composant 1’écotype HLII de Prochlorococcus (Yan et al.,
2018). Une diminution des similarités est toutefois observée au niveau des régions corres-
pondant aux ISLs tels qu’ils ont été caractérisés dans le génome de MIT9312 (Avrani et

al.,2011) (Figure 3.4).

&9



3. Analyse pangénomique d’une population bactérienne environnementale

Figure 3.4. Alignement des génomes des SAGs représentatifs de chaque clade et de
la souche cultivée de référence MIT9312 a I'aide de I'outil progressiveMauve (Darling
et al., 2010). Les segments conservés (LCBs) apparaissent en couleur tandis que les do-
maines uniques / variables pour un génome donné apparaissent en blanc. Les zones grisées
correspondent aux six flots génomiques (ISL1, ISL2, ISL2.1, ISL3, ISL4 et ISL5), tels qu’ob-
servés dans le génome de MIT9312. Les ISLs des SAGs et de MIT9312 sont connectés entre
eux par des lignes grises. Les lignes verticales rouges indiquent les extrémités des contigs.
Pour chaque SAG, son nom ainsi que celui de la sous-population a laquelle il est rattaché ap-
paraissent en début de ligne.
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3. Analyse pangénomique d’une population bactérienne environnementale

3.2. Variabilité du contenu en genes

Bien que I’organisation génomique soit conservée, il existe une réelle différentia-
tion des sous-populations, telle que décrite par la phylogénie des genes core et ’analyse
des ANI. Par ailleurs, cette différenciation pourrait étre, en partie, accentuée par une va-
riabilité¢ de leur contenu en génes. Pour répondre a cette interrogation, le pangénome —
collection de geénes core et flexibles caractéristiques d’un ensemble de génomes micro-
biens phylogénétiquement proches — associé aux 87 SAGs a été étudié. Ce pangénome est
constitué de 7 125 COGs. Il est qualifi¢ d’ouvert, dans la mesure ou la courbe d’accumu-
lation des COGs qui le décrit n’atteint pas un plateau (Figure 3.5). En outre, étant donné
le nombre de COGs supplémentaires apporté par chaque nouveau génome séquence, y
compris a cette échelle de diversité, il est impossible, en I’état, d’estimer la taille du pan-

génome chez Prochlorococcus.
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Figure 3.5. Pangénome des 87 SAGs analysés. La taille du pangénome est dépendante du

nombre de génomes étudiés, et le nombre de clusters de geénes orthologues (COGs) augmente
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3.2. Variabilité du contenu en génes

a mesure qu'un génome est ajouté. Pour un ensemble de 87 SAGs, et pour I'estimation d'un
pangénome constitué de k génomes, il existe 87!/(k!(87-k)!) combinaisons possibles de SAGs
(Tettelin et al.,, 2005). Ainsi, la distribution du nombre de COGs pour k génomes est repré-
sentée par un diagramme en boite et les outliers par des points rouges.

Parmi les 7 125 COGs analysés, 1 410 sont catégoris€s comme core, puisque com-
muns aux 13 génomes de souches cultivées de Prochlorococcus, écotype HLIL. Les COGs
core sont présents a minima dans 27 SAGs, et en moyenne dans 60 SAGs (Figure 3.6).
Bien que, par définition, le génome core soit commun a I’ensemble des individus étudiés,
cette régle simple n’est pas respectée en raison de 1’incomplétude des génomes obtenus
par la méthode de séquencgage cellule-unique. Parmi les COGs restants, dits flexibles (5
715 au total), 83 % sont présents dans 10 SAGs au moins, et 70 % a minima dans 50

SAGs. Seuls 382 sont partagés avec le génome de référence MIT9312.

O Core
2 -
500 B Flexible
2000 +
1500

1000

Nombre de COGs

500 +
0- m
T T T T T
0 25 50 75 87
Nombre de SAGs

Figure 3.6. Profil de distribution des clusters de génes orthologues (COGs) dans les
SAGs en fonction des catégories core et flexible. Les COGs core (gris clair) représentent
I'ensemble des COGs (1 410 au total) présents dans les 13 génomes des souches cultivées
pour Prochlorococcus, écotype HLII (i.e., MIT9311, MIT9314, MIT9401, MIT9301,
MIT9312, MIT9107, MIT9201, MIT9321, MIT9202, MIT9215, SB, GP2 et AS9601). Les
COGs flexibles (gris foncé ; 5 715 au total) correspondent a ceux retrouvés dans le génome de
certaines souches ou spécifiques des sous-populations (C1 a C5, C8 et C9).
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3. Analyse pangénomique d’une population bactérienne environnementale

Les genes flexibles spécifiques des SAGs étudiés (donc absents de la souche de référence
MIT9312 ; 5 333 au total) montrent, en revanche, une distribution plus resserrée, puisque
94 % d’entre eux sont présents dans moins de 10 SAGs et seulement 2 % dans plus de 50
SAGs (Figure 3.6). La courbe d’accumulation décrivant 1’évolution du nombre de COGs
flexibles en fonction du nombre de SAGs (Figure 3.7) explique I’expansion du pangé-
nome qui est observée puisqu’elle montre que plus il y a de SAGs plus le nombre de

COGs est important.
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Figure 3.7. Evolution du nombre de COGs flexibles spécifiques des SAGs en fonction
du nombre de SAGs. Dans cette étude, les COGs flexibles non partagés par le génome de
référence MIT9312 sont au nombre de 5 333. Pour un ensemble de 87 SAGs, et pour |'esti-
mation d'un pangénome constitué de k génomes, il existe 87!/(k!(87-k)!) combinaisons pos-
sibles de SAGs (Tettelin et al., 2005). Ainsi, la distribution du nombre de COGs pour k gé-
nomes est représentée par un diagramme en boite et les outliers par des points.
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Sous-populations

3.2. Variabilité du contenu en génes

La prépondérance des COGs flexibles relativement rares pourrait s’expliquer par
une spécificité a 1’échelle des clades. Pour approfondir cette hypothése, leur distribution a
I’échelle des clades a donc été ¢tudiée. Ceci a conduit a la définition de sept catégories, a
savoir de la catégorie 1 (COGs observés dans un seul clade) a la catégorie 7 (COGs com-

muns a I’ensemble des clades) (Figure 3.8 ; Tableau 3.3).

EEEREE

N o o~ WwoN

Figure 3.8. Représentation de la distribution des COGs SAG-spécifiques en fonction
des sous-populations. Chaque COG est attribué a une catégorie selon sa représentativité au
sein des sous-populations (catégories 1 a 7, i.e., COGs spécifiques d'une sous-population en
noir & communs a toutes en violet). Les catégories sont caractérisées par des couleurs diffé-
rentes. Chaque barre verticale correspond a un COG.

Les proportions les plus importantes de COGs flexibles spécifiques des SAGs sont obser-
vées dans les deux premiéres catégories, avec 3 547 COGs dans la catégorie 1 et 1 135
COGs dans la catégorie 2 (Tableau 3.3). Par ailleurs, les COGs communs a 1’ensemble
des clades et appartenant donc a la catégorie 7 (81 au total) pourraient étre considérés
comme fixés dans les populations étudiées et donc assimilés a des génes core a cette

échelle de diversité.
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3. Analyse pangénomique d’une population bactérienne environnementale

Tableau 3.3. Nombre de COGs flexibles SAG-spécifiques en fonction de leur distribu-

tion au sein des clades. Sept catégories ont été définies selon la présence des COGs dans un

unique clade (catégorie 1) ou plus (catégories 2 a 7). La catégorie 7 regroupe les COGs com-

muns & I'ensemble des sous-populations étudiées.
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3.3. Relation entre complétude des SAGs et taille du pangénome — choix du jeu de données

3.3. Relation entre complétude des SAGs et taille du

pangénome — choix du jeu de données

Les SAGs étudiés montrent une grande disparité au niveau de la taille de leur
assemblage et par conséquent, de leur complétude. Ce paramétre pouvant impacter cette
¢tude, il est nécessaire de I’évaluer. En effet, bien qu’il existe une forte corrélation
positive entre complétude et nombre total de COGs par SAG (p=0,94 ; p<0,001,
corré¢lation de Spearman) (Figure 3.9A), celle-ci est quasi nulle (p=0,03 ; p=0,80,
corrélation de Spearman) lorsque 1’on compare, a 1’échelle des SAGs, la complétude et le
nombre de COGs spécifiques d’une unique sous-population (Figure 3.9B). Cette analyse
montre donc qu’il est difficile, du fait des données partielles, d’évaluer la quantité
d’information manquante, celle-ci étant variable d’un individu a I’autre, mais aussi de
statuer sur la représentativité d’un individu (quelle que soit sa complétude, y compris

pour des complétudes €levées), la part qui lui est spécifique étant ¢galement variable.
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Figure 3.9. Corrélation entre complétude des SAGs (exprimée en %) et nombre de
COGs. (A) Corrélation entre complétude et nombre de COGs flexibles total. (B) Corrélation
entre complétude et COGs flexibles spécifiques d'une sous-population. Chaque point corres-
pond a un SAG. Les SAGs d’une sous-population donnée sont représentés par une couleur et
une forme qui leurs sont propres. Les résultats des tests de corrélation de Spearman (p) et les
p-values associées sont indiqués.
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3. Analyse pangénomique d’une population bactérienne environnementale

Afin d’évaluer I’impact potentiel d’une complétude insuffisante sur les résultats de
I’étude, une analyse ne tenant compte que de 1’information portée par les SAGs quasi-
complets a également été réalisée. Le jeu de données a ainsi été réduit aux 18 SAGs pour
lesquels la complétude est supérieure a 90 %. Ces SAGs sont répartis dans les sept clades
(i.e., 5SAGs duclade C1,2de C2,5de C3, 1 de C4,1deC5,2de C8et2deC9 ;cf Ta-
bleau 2.1), incluant donc ceux caractérisés par un faible nombre de SAGs (i.e., C4, C5,
C8 et C9). Cela réduit le jeu de données de COGs flexibles SAG-spécifiques a 3 286 sur
les 5 333 identifiés avec les 87 SAGs. L’ensemble des clades étant représenté, la balance
entre complétude, nombre de SAGs et représentativité des COGs flexibles spécifiques a
pu étre considérée dans chaque sous-population. Les résultats obtenus a partir des don-
nées réduites (Figure 3.10) montrent une distribution des COGs différente de celle obser-
vée avec le jeu de données total (Figure 3.8). En effet, par comparaison avec 1’analyse
globale, de nombreux COGs se trouvent partagés par un nombre plus restreint de clades et
changent de catégorie (Figure 3.10). Certains, initialement partagés par au moins deux
clades deviennent méme spécifiques d’un unique clade. L’utilisation d’un jeu de données
réduit, bien qu’intégrant des génomes dont la complétude est optimale, induirait des biais
d’interprétation dans 1’analyse des pangénomes, voire une sur-interprétation de la spécifi-
cit¢é de COGs pour certaines sous-populations (méme lorsque celles-ci ne sont représen-

tées que par un faible nombre de SAGs).

7654 3 2 Catégories

1

C

—_

C

N

C

w

C

N

C

)]

Figure 3.10. Représentation de la distribution des COGs SAG-spécifiques des 18
SAGs quasi-complets (3 286 au total) en fonction des sous-populations (C1 a C5, C8
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et C9) et de leur attribution a une catégorie (catégories 1 a 7, i.e., COGs spécifiques
d’une sous-population a droite a COGs communs a toutes a gauche). Contrairement a
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3.3. Relation entre complétude des SAGs et taille du pangénome — choix du jeu de données

la Figure 3.8, les catégories, exception faite de la catégorie 7, sont caractérisées par plusieurs
couleurs du fait de la réduction du jeu de données et le changement de catégorie de nom-
breux COGs par rapport au jeu de données complet.

Pour compléter cette analyse, la possibilit¢ d’une répartition aberrante des COGs
dans les sous-populations en fonction de la taille du jeu de données a été évaluée. Celle-ci
a été appréciée par le biais d’un tirage aléatoire des COGs pour un nombre croissant de
SAGs, a I'image de I’approximation de la taille d’'un pangénome. La répartition des
COGs dans les différentes sous-populations pour un nombre de SAGs donné a donc été
comparée a celle effectivement observée quand 1’ensemble des SAGs est considéré (Fi-
gure 3.11). Ainsi, si, apres réduction du jeu de données, un COG devient spécifique d’une
sous-population (catégorie 1) alors qu’il était observé dans au moins deux sous-popula-
tions lors de ’analyse globale, il sera considéré comme faux-positif. Une sur-estimation
du nombre de COGs spécifiques d’une sous-population (catégorie 1) est constatée pour
une partie des jeux de données réduits (Figure 3.11). En effet, la fréquence moyenne des
faux-positifs ne cesse de croitre jusqu’a atteindre un maximum pour 27 SAGs (en
moyenne +o, 2 140 COGs +£90 COGs flexibles attribués a la catégorie 1, soit a 746 +39
faux-positifs) (Figure 3.11). Ainsi, il est préférable d’intégrer I’ensemble des génomes,
méme partiels, pour proposer une image plus objective d’un pangénome, en particulier

lorsque sont étudiées des populations structurées.
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Figure 3.11. Evolution du nombre de COGs flexibles en fonction de nombre de SAGs.
Pour une meilleure lisibilité des résultats, seuls ceux spécifiques d'une unique sous-population
(catégorie 1) sont présentés. La courbe d'accumulation grise correspond au nombre de COGs
de catégorie 1 caractérisés a partir de I'ensemble des 87 SAGs (3 547 au total). La courbe
violette correspond au nombre de COGs de catégorie 1 inféré aprés le tirage aléatoire d'un
nombre croissant de SAGs. La courbe orange restitue I'évolution du nombre de COGs affectés
par erreur a la catégorie 1 (faux-positifs) en fonction du nombre de SAGs échantillonnés. Le
nombre maximal de faux positifs est observé pour 27 SAGs.

Puisque I’information portée par I’ensemble des SAGs est plus pertinente que celle prove-
nant uniquement de SAGs complets ou quasi-complets — et ce malgré une proportion im-
portante de SAGs partiels — le choix a été fait de réaliser les analyses a partir du jeu de

données global.
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3.4. L’ébauche d’un paysage génomique

3.4.1. Assignation des COGs flexibles non partagés par MIT9312

a un compartiment génomique

A la lumiére de la synténie a 1’échelle des génomes (cf. Figure 3.4), un comparti-

ment chromosomique — i.e., backbone ou ISL — a été attribué a I’ensemble des COGs

flexibles spécifiques des SAGs présents en copie unique (soit 5 290 COGs sur les 5 333).

L’assignation a un compartiment a, dans un premier temps, €t¢ réalisée pour chaque geéne

de chaque COG par I’analyse de leur contexte génomique, puis extrapolée a I’échelle du

COG via I’estimation de ’entropie de Shannon (notée H). En effet, cette méthode permet

I’évaluation du nombre de compartiments retrouvés au sein d’un COG et de leur propor-

tion (Figure 3.12).
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3. Analyse pangénomique d’une population bactérienne environnementale

Figure 3.12. Valeurs d’entropie de Shannon (H) associées aux COGs flexibles non
partagés avec MIT9312 en fonction du nombre de génes par COG pour I'attribution
d’'un compartiment génomique. L'entropie est maximale lorsque les compartiments attri-
bués aux genes d'un méme COG sont équiprobables. Elle est calculée selon la formule H . =
log>(n), ou n est égal au nombre de compartiments considérés. Les valeurs d’entropie maxi-
males sont données selon le nombre de compartiments (cf. partie droite du graphique).
Chaque COG est représenté par un symbole et une couleur. Les symboles représentent le
nombre de compartiments différents retrouvés au sein d'un COG donné. Les couleurs corres-
pondent au compartiment génomique attribué a I'échelle du COG.

L’entropie est maximale lorsque tous les compartiments associés a un COG sont équipro-
bables. Elle est par exemple €gale a 1 si deux compartiments sont retrouvés en méme pro-
portion. L’assignation aux compartiments est considérée comme particuliecrement robuste
dans la mesure ou moins de 8,5 % des COGs ont une entropie de Shannon supérieure ou
¢gale a 1, alors que plus de 85 % ont une entropie égale a 0 — i.e., un seul compartiment
pour I’ensemble des génes du COG.

Au final, les résultats obtenus montrent une assignation de 63,1 % des COGs analysés au
backbone contre 31,6 % aux ISLs. Pour ces derniers, la distribution est comme suit : 8,2
% assignés a I’'ISL3, 14,5 % a I’ISL4 alors que les derniers 8,9 % sont répartis entre ISL1,
ISL2, ISL2.1 et ISLS. Pour finir, les COGs non assignés a un compartiment génomique
(5,3%) du fait de 1’équiprobabilité des attributions, ont été qualifiés d’ambigus (Tableau
3.4).

Tableau 3.4. Nombre et pourcentage de COGs assignés aux différents compartiments
génomiques sur la base de I'estimation de leur entropie de Shannon (H).

Nombre de

Compartiment COGs COGs (%)
Backbone 3339 63
ISL1 72
ISL2 126 2
ISL2.1 39
ISL3 435 8
ISL4 766 14
ISL5 231
Ambigu 282 5
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3.4.2. Distribution des COGs core et flexibles le long du génome

Les distributions des différentes catégories de COGs le long du génome (i.e., core
et flexibles partagés et non partagés par le génome de référence MIT9312) ont été¢ compa-
rées (Figure 3.13A). Dans un premier temps, pour les COGs flexibles SAG-spécifiques,
seuls ceux présents a minima dans deux sous-populations (catégories 2 a 7 ; 1 626 COGs
au total ; Figure 3.8) ont été considérés pour éviter que le signal ne soit saturé par 1’infor-
mation apportée par ceux présents dans une unique sous-population (catégorie 1 ; 3 547
COGs).

Les distributions montrent une différence significative entre les compartiments (backbone
versus ISLs ; p<0,001, test du y*). En effet, une plus forte densité de COGs core (com-
prise entre 0,38 et 0,54) est observée dans le backbone comparée aux ISLs (comprise
entre 0,03 et 0,40), ce qui était attendu du fait de la définition méme des compartiments
backbone et ISLs (Kashtan et al., 2014). Les COGs flexibles partagés par MIT9312, en
revanche, sont principalement retrouvés dans les ISLs (densités de 0,21 a 0,45), exception
faite pour I’ISL2.1 ou leur densité est inférieure a 0,10. Les COGs flexibles SAG-spéci-
fiques sont, quant a eux, principalement enrichis dans I’ISL3, I’ISL4 et I’'ISLS avec des
densités comprises entre 0,30 et 0,76 (Figure 3.13B). La part des COGs flexibles partagés
par MIT9312 illustre une échelle de diversité qui va au-dela des sous-populations de
I’écotype HLII étudiées ici et laisse sous-entendre I’idée que cette flexibilité peut étre par-
tagée a une échelle de diversité large au sein de cet écotype. 4 contrario, I’enrichissement
de I’ISL3, I’ISL4 et de I'ISL5 en COGs flexibles SAG-spécifiques laisse supposer une
plus grande plasticité de ces ilots et de la région génomique qui les porte, par rapport a la

partie du génome faisant suite a 1’origine de réplication.
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A
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Figure 3.13. Densité de distribution des COGs le long du génome. (A) Densité de dis-
tribution des COGs exprimée pour chaque compartiment (core versus flexibles partagés versus
non partagés par MIT9312). Concernant les COGs flexibles SAG-spécifiques, seuls ceux pré-
sents a minima dans deux sous-populations sont considérés. Le point 0.0 sur le graphique re-
présente I'origine de réplication. (B) Densité de distribution exprimée en fonction des diffé-
rences entre effectifs observés et théoriques (nombre de COGs [core, flexibles partagés ou non
par MIT9312] attendus pour un compartiment donné en fonction du nombre total de COGs
pour ce méme compartiment ; O/E) et la différence de densité de distribution sur I'ensemble
des compartiments génomiques (core — flexible ; backbone — flots) a été évaluée par un test
du x° (p<0,001). Des tests du x* ont également été effectués pour chacun des groupes de
COGs (core, flexibles partagés ou non par MIT9312) afin de tester la significativité du ratio
O/E pour un compartiment donné (backbone — flots). La taille des cercles est fonction de la
p-value du test du x° associé.
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La détermination de la distribution des COGs flexibles SAG-spécifiques au sein
des clades (catégories 1 a 7) a mis en évidence une diversité inter-populationnelle notable
(Figure 3.8). L’hypothese selon laquelle cette distribution pourrait étre associée a la répar-

tition de ces COGs le long du génome a donc également été testée (Figure 3.14).

bb1 bb2 bb3 bb4 bb5 bb6 bb7
ISL1 ISL2 ISL2.1 ISL3 ISL4 ISL5
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Position sur le génome de référence MIT9312 (Mb)

Figure 3.14. Densité de distribution des COGs flexibles SAG-spécifiques le long du
génome en fonction de leur représentativité au sein des sous-populations (catégories 1
a7, i.e., COGs spécifiques d'une sous-population en noir & communs a toutes en violet).

Les résultats obtenus montrent des différences significatives de la répartition des COGs
SAG-spécifiques le long du génome en fonction de leur distribution au sein des sous-po-
pulations et des compartiments génomiques (p-value <0,05, test du ¥?). Ainsi, les COGs
composant la catégorie 1 sont principalement enrichis dans les ISL2, ISL3, ISL4 et ISLS5
alors qu’ils sont appauvris dans le backbone (essentiellement la région située entre I’'ISL1
et I’'ISL2 ainsi que celle comprise entre I’ISL2 et I’'ISL3, incluant I’'ISL2.1). Les COGs de
la catégorie 2 présentent des profils d’enrichissement inversés dans ces mémes régions.
Enfin les COGs de la catégorie 3 sont appauvris dans les ISL4 et ISLS5 et enrichis dans les
région du backbone situées entre ISL1 et ISL2 et ISL2.1 et ISL3.

Les catégories 4 a 7 présentent un enrichissement au niveau du backbone entre ISL2 et

ISLA4, ainsi que dans ISL3. Les COGs de ces catégories sont appauvris au niveau de ISL4
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3. Analyse pangénomique d’une population bactérienne environnementale

et de la région du backbone située apres ISLS5. Ces résultats suggerent que la plus grande
plasticité supposée des ISLs du fait des COGs flexibles SAG-spécifiques pourrait essen-

tiellement étre supportée par ceux de la catégorie 1.
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Ces dernieres années, ’essor des techniques de NGS et de génomique « cellule-
unique » a ¢largi le champ des possibles dans la recherche que ce soit en écologie, en
sciences de 1’environnement ou en évolution. Ceci a notamment permis d’accéder a une
fraction encore peu connue de la diversité des micro-organismes de 1’environnement,
celle de la population. En effet, il est désormais possible d’accéder aux informations gé-
nétiques portées par des micro-organismes issus d’un méme environnement et isolés
individuellement. Cependant, malgré la levée de verrous technologiques (i.e., extraction
et séquencage du génome d’un unique micro-organisme), les génomes obtenus par la mé-
thode SCQG, i.e., les SAGs, sont pour la plupart partiels et donc potentiellement inadaptés
pour 1’étude des pangénomes. Ainsi, ce chapitre a pour objectif de décrire et d’évaluer la
pertinence du jeu de données dans le contexte des questions posées par cette these.

Les différentes phylogénies réalisées au cours de ce travail sur un jeu de données
composé de 87 SAGs (dont 18 de complétude > a 90%) montrent une méme structuration
de la population de Prochlorococcus, écotype HLIL, en sept clades. Cependant, bien que
I’organisation génomique de ces clades soit conservée, ceux-ci se distinguent les uns des
autres du fait, notamment, de leur contenu en genes flexibles. En effet, une augmentation
du nombre de SAGs se traduit par un accroissement du nombre de COGs, pour la plupart,
SAG-spécifiques. Ceci est caractéristique d’un pangénome ouvert, en accord avec la na-
ture de celui de Prochlorococcus tel que décrit a des échelles de diversité plus large
(Kettler et al., 2007; Biller et al., 2014b; Delmont and Eren, 2018). De plus, il apparait
qu’'une réduction du jeu de données aux seuls SAGs de forte complétude se traduit par
I’apparition d’une proportion non négligeable de COGs SAG-spécifiques faux positifs.
Ainsi, des COGs, partagés par plusieurs SAGs dans le jeu de données complet, voient leur
distribution au sein des clades réduite allant, pour certains, jusqu’a une assignation a un
unique clade (COGs de la catégorie 1). La conservation de I’information génétique portée
par I’ensemble des SAGs, quelle que soit leur complétude, est donc essentielle afin d’esti-
mer au mieux la part de la fraction la moins partagée du pangénome, d’autant qu’elle
représente une part importante de ce dernier chez les sous-populations de Prochlorococ-

cus ¢tudiées. En effet, il se compose de pres de 20 % de COGs core, et pour le génome
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3. Analyse pangénomique d’une population bactérienne environnementale

flexible de 32 % de COGs appartenant aux catégories 2 a 7 et de 48 % de COGs de la ca-
tégorie 1.

Si le pangénome refléte de fait la plasticité et le potentiel génétique des individus
d’une population, celui-ci permet par ailleurs de caractériser un paysage génomique in-
cluant des régions conservées (backbone) et variables (ISLs) le long du génome. D’un
point de vue structurel, les approches développées dans ce chapitre confirment que les
SAGs ¢étudiés ont une organisation de leur génome qui est similaire a celle de la souche de
référence MIT9312, a savoir contenant six ISLs dispersés au sein du backbone (cf. Figure
3.4). Comme attendu, leur génome flexible est essentiellement localisé au niveau des
ISLs, en particulier ISL2, ISL3, ISL4 et ISL5 qui sont par ailleurs majoritairement consti-
tués de COGs appartenant a la catégorie 1. En revanche, lorsque les COGs flexibles sont
portés par au moins deux populations, ceux-ci sont préférentiellement retrouvés dans le
backbone (cf. Figure 3.14).

On peut s’interroger des lors sur les raisons d’une telle organisation le long du génome
des COGs plus ou moins partagés par les différentes populations, tant d’un point de vue
fonctionnel qu’évolutif. En effet, il est admis que les génes flexibles portés par les ISLs
sont issus de transferts horizontaux et conférent un caractere adaptatif de par la fonction
qu’ils codent. Ainsi, ces génes devraient étre soumis a des pressions de sélection dont il

convient de préciser la nature. Ces différents éléments sont abordés dans le Chapitre 4.
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Les génomes bactériens sont majoritairement constitués de geénes flexibles (La-
pierre and Gogarten, 2009) parmi lesquels certains permettent aux bactéries de s’adapter a
des niches environnementales spécifiques. Ainsi, des ilots de genes accessoires peuvent,
par exemple, conférer une pathogénicité ou une résistance aux antibiotiques (Dobrindt et
al., 2004; Schmidt and Hensel, 2004). Pour Prochlorococcus, plus particulierement 1’éco-
type HL, des génes codant des fonctions liées a des stress physiologiques et a
I’assimilation de nutriments ont €té mis en €vidence au niveau des ISLs (Coleman et al.,
2006; Coleman and Chisholm, 2010). Des geénes non conservés conférant une résistance a
différents virus ont également ét¢ identifiés au sein des ISL3 et ISL4, par exemple (Avrani
et al., 2011). Il est couramment admis que ces genes flexibles sont principalement acquis
par des HGTs (Lindell ef al., 2004; Coleman et al., 2006) qui, par ailleurs, sont facilités

par une grande diversité de micro-organismes partageant un méme espace.

Afin de décrypter les fondements de la différenciation des sous-populations mise
en évidence dans le chapitre précédent, des caractérisations taxonomiques, fonctionnelles
et évolutives des COGs flexibles ont été réalisées. Ces analyses ont porté, d’une part, sur
la comparaison des sous populations entre elles et, d’autre part, sur celle des comparti-

ments génomiques.
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4.1. Compartimentations taxonomique et fonctionnelle le

long des génomes

4.1.1. Analyses taxonomiques et origines phylogénétiques des

COGs

Afin d’évaluer I’origine phylogénétique des COGs, ainsi que leur intégrité (i.e.,
I’homogénéité de 1’affiliation a I’échelle des geénes), des analyses taxonomiques ont été
réalisées. Celles-ci ont révélé que 97,4 % des COGs appartenant au génome core sont af-
filiés a I’écotype HLII, bien que 2,9 % d’entre eux contiennent des geénes affiliés a
d’autres écotypes. Les 2,6 % restants, non affiliés a HLII, sont considérés comme incer-
tains car contenant des genes affiliés a divers groupes taxonomiques, dont Prochlorococ-

cus et/ou Synechococcus (Figure 4.1).

Figure 4.1. Affiliations taxono-
miques des COGs core et
flexibles. Quatre catégories de

Core Flexibles

COGs ont été mises en évidence :
1309 COGs 2424 COGs R L
ceux contenant des génes majoritai-
rement affiliés & (i) Prochlorococcus,
(ii) Synechococcus, (iii) ceux com-

prenant des génes attribués a divers

groupes  taxonomiques, incluant
[] Prochiorococcus ] Synechococeus Prochlorococcus et/ou Synechococ-
[ ] Autres taxa M Affiliation incertaine cus (afﬁliation incertaine) et (iv)

ceux dont les génes sont affiliés a
des taxa autres que Prochlorococcus
et Synechococcus (autres taxa).

En revanche, l'origine phylogénétique des 5 715 COGs flexibles semble moins
évidente puisque pres de la moiti¢ d'entre eux contiennent des génes sans équivalent dans
la base de données EggNOG. Concernant les COGs ayant une affiliation taxonomique

(i.e., 2 424 au total), 76,5% sont affiliés a Prochlorococcus, avec une trés grande majorité
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a I’écotype HLII (94,4%), suivi de 1’écotype HLI (3,3%) et des écotypes LL (2,3%). Par-
mi les COGs restants, 6 % sont affiliés a Synechococcus, 13 % a des taxa bactériens
autres que Prochlorococcus et Synechococcus, et 4,5 % sont considérés comme incertains
(Figure 4.1). Lorsqu’ils sont affiliés a d’autres taxa, les COGs appartenant aux protéobac-
téries prédominent (51,6%), suivis des cyanobactéries (14,4%), du groupe des bactéroi-
detes / chlorobi (10,9%), des firmicutes (5,3%), des actinobactéries (2,3%) et des spiro-
cheétes (2,3%) (Figure 4.2A).

A B
100% 100% 100%
Prochlorococcus
+ Synechococcus
+ Autres taxa
75% 75% 75%
Prochlorococcus
+ Autres taxa
[2] [}
S e
50%-| S 50% S 50%
B Actinobacteria - S B Actinobacteria
. Bacteroidetes/Chiorobi ° ° . Aquificae
B criamydiae/Verrucomicrobia B Bacteroidetes/Chiorobi
|_| Cyanobacteria . Cyanobacteria
250, | ﬂ Firmicutes 59, 250, | ﬂ Fibrobacteres/Acidobacteria
o o
m Proteobacteria m Firmicutes
m Spirochaetes m Proteobacteria
m Autres bactéries m Autres bactéries
|_| Archaea m Archaea
. Eukaryota D Eukaryota

0% 0% 0%

Figure 4.2. Distributions taxonomiques observées pour les COGs flexibles non affiliés
a Prochlorococcus ou Synechococcus. (A) Distributions taxonomiques des COGs flexibles
contenant des génes affiliés & des taxa autres que Prochlorococcus et Synechococcus. (B)
Distributions taxonomiques des COGs dont I'affiliation est incertaine. Pour ces COGs, sont in-
diquées, d'une part, les distributions en fonction de la présence de génes affiliés a Prochloro-
coccus et/ou Synechococcus (cf. partie gauche) et d'autre part, la composition et |'abon-
dance des génes au sein des autres taxa quand mis en évidence (cf. partie droite). La catégo-
rie « Autres bactéries » regroupe les taxa bactériens dont I'abondance est inférieure 3 1 %.

Les COGs qualifiés d’incertains contiennent des geénes affiliés a Prochlorococcus (39,7
%), Synechococcus (16,4 %) voire a ces deux genres, associés (16,4%) ou non a d'autres

taxa (27,5%). Les taxa autres que Prochlorococcus et Synechococcus sont principalement
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des cyanobactéries, suivies des protéobactéries, des bactéroidetes / chlorobi et des firmi-

cutes (Figure 4.2B).

4.1.2. Enrichissements fonctionnels

Nous avons vu précédemment qu’il existait, d’une part, une diversité de COGs in-
ter-populationnelle, et d’autre part, une répartition différentielle des COGs — core versus
flexibles — dans les compartiments génomiques (cf. Chapitre 3). Ceci pourrait impliquer
une spécialisation fonctionnelle a 1’échelle des sous-populations, voire méme des compar-

timents.

4.1.2.1. Spécialisation fonctionnelle des sous-populations

Le potentiel fonctionnel des COGs a, dans un premier temps, ¢t¢ évalué pour les
sous-populations. Seuls les génes ayant un homologue dans la base de données EggNOG
et une fonction connue, ont été pris en compte, soit 47 % de ’ensemble des geénes core et
flexibles. Excepté une sur-représentation de la catégorie fonctionnelle associée a la motili-
té cellulaire dans les clades C1 et C9, aucune différence dans la distribution des catégories
fonctionnelles a 1’échelle de la sous-population n’a été observée (p=0,39, test du y?) (Fi-
gure 4.3), appuyant I’hypothese de travail selon laquelle la différentiation des sous-popu-
lations ne résulterait pas d’une dynamique évolutive propre a chacune d’elles. Par consé-
quent, les sous-populations ont été¢ groupées lors de 1’analyse des enrichissements fonc-

tionnels a 1’échelle des compartiments génomiques.
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Figure 4.3. Représentation des enrichissements fonctionnels a I'échelle des sous-popu-
lations (C1 a C5, C8 et C9). Les catégories fonctionnelles ont été définies par comparaison
des génes a la base de données EggNOG. Les enrichissements sont illustrés par les rapports
observés/théoriques (O/E) pour chaque catégorie fonctionnelle symbolisée par une lettre ma-
juscule. Les pourcentages des génes totaux attribués & chaque catégorie fonctionnelle sont in-
diqués sous les entétes des catégories fonctionnelles correspondantes. Les valeurs observées
correspondent au nombre de génes attribués & chaque catégorie fonctionnelle dans chaque en-
semble de données. Les valeurs théoriques (E) ont été obtenues en multipliant le nombre de
génes (fonction de la sous-population considérée) par le pourcentage de génes de chaque ca-
tégorie fonctionnelle. Les différences de distribution des catégories fonctionnelles sur I'en-
semble des sous-populations ont été testées par un test du x> (p=0,39). Des tests du x* ont
également été effectués pour chaque ligne du graphique (chaque catégorie contre toutes les
autres) afin de tester la significativité de I'enrichissement pour une sous-population donnée.
Test du x*: *, p-value < 0,05 ; **, p-value < 0,01 ; *** p-value < 0,001.
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4.1.2.2. Spécialisation fonctionnelle des compartiments

Les enrichissements fonctionnels ont été évalués en fonction du type de geénes
(i.e., core et flexibles), de la localisation génomique (i.e., backbone, ISL et ambigu) et des
affiliations taxonomiques (Figure 4.4). La comparaison de la distribution des catégories
fonctionnelles entre les génes core et les génes flexibles a montré une sous-représentation
de la quasi-totalité des catégories fonctionnelles associées aux hiérarchies « Métabo-
lisme » (catégories J, K et L) et « Stockage et traitement de 1’information » (catégories C,
E, F, G, H, I, P et Q) au sein des genes flexibles (Figure 4.4A). Les principales fonctions
touchées sont celles liées aux mécanismes de transcription et traduction, la production
d’énergie mais aussi le transport et le métabolisme des nucléotides, des acides aminés, des
coenzymes et des lipides. Les génes associés a ces catégories fonctionnelles sont majori-
tairement portés par le génome core, ce qui peut sans doute s’expliquer par le fait qu’elles
regroupent principalement des genes de ménage, donc essentiels au bon fonctionnement
de toute cellule. C’est une raison également qui pourrait expliquer pourquoi, lorsqu’elles
sont associées a des genes flexibles, ceux-ci sont préférentiellement associés au backbone
(Figure 4.4B). En effet, le backbone est considéré comme le squelette génomique, tandis
que les ISLs sont des régions hypervariables connues pour porter de nombreux genes du
métabolisme secondaire (Rocap et al., 2003; Coleman et al., 2006; Martiny et al., 2006;
Kettler et al., 2007; Avrani et al., 2011).
Paralle¢lement, quelques catégories fonctionnelles montrent un enrichissement dans les
genes flexibles du fait de leur présence surnuméraire dans certains ISLs (Figure 4.4B).
Deux catégories sont principalement concernées avec, d’une part, celle correspondant a la
biosynthése, au transport et au catabolisme des métabolites secondaires (Q ; Figure 4.4)
qui est enrichie dans I’'ISL3, I’'ISLS5 et le compartiment défini comme ambigu, et d’autre
part, celle du transport et métabolisme des ions inorganiques (P ; Figure 4.4) enrichie dans
I’ISL2 et ’ISL3. La premicre catégorie se caractérise par des génes majoritairement anno-
tés comme méthyltransférases, connues pour leur potentielle implication dans la répara-
tion de I’ADN. En ce qui concerne la seconde catégorie, les génes identifiés codent prin-
cipalement des transporteurs de phosphates organiques et inorganiques. Au niveau taxo-
nomique, les séquences les plus proches des génes sur-représentés sont principalement af-
filiés aux protéobactéries et aux Archaea (Figure 4.4C). Il est également intéressant de no-

ter que, bien que les geénes associés au transport et au métabolisme des glucides (G ; Fi-
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gure 4.4) aient un rapport O/E proche de 1, leur enrichissement est extrémement variable
d’un compartiment a 1’autre, avec un appauvrissement dans les ISLs et une sur-représen-
tation dans le compartiment ambigu. Les genes concernés codent des protéines telles que
des transcétolases et des transaldolases, protéines jouant notamment un role dans le cycle
de Calvin (Raines, 2003) (Figure 4.4B).

Pour la troisiéme catégorie hiérarchique, i.e., « Processus cellulaires et signalisation », un
enrichissement des genes flexibles est observé dans la plupart des catégories fonction-
nelles, a I’exception de celle impliquée dans le contréle du cycle cellulaire, de la division
cellulaire et du partitionnement des chromosomes (D ; Figure 4.4A). Ces enrichissements
sont plus marqués au niveau de I’'ISL3 et du backbone. Au niveau du backbone, cela
concerne essentiellement les mécanismes de transduction du signal, avec des génes co-
dant des protéines telles que des histidines kinases impliquées dans la réponse au stress
nutritionnel, et majoritairement affiliés a Prochlorococcus (T ; Figure 4.4C).

Deux catégories fonctionnelles, correspondant a la biogenéese de la paroi cellulaire (M) et
aux mécanismes de défense (V) et sur-représentées au sein des genes flexibles, ont égale-
ment la particularité d’étre associées a des COGs spécifiques a une unique sous-popula-
tion (Figure 4.4D). Les geénes concernés par cet enrichissement codent principalement,
pour la catégorie M, des glycosyltransférases et GDP-mannose 4,6-déshydratase, connues
pour leur réle dans la biosyntheése de lipopolysaccharides de la membrane externe et pour
la catégorie V, des endonucléases et des transporteurs. La majorité des geénes constituant
ces COGs (95,33%) sont localisés au niveau de ’ISL3, ’ISL4 et du compartiment ambi-

gu. IIs sont, de plus, affiliés a une grande diversité de taxa (Figure 4.4C).
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Figure 4.4. Représentation des enrichissements fonctionnels des COGs core et
flexibles, obtenus par comparaison a la base de données EggNOG, selon leur catégo-
rie (A), leur position sur le génome (B), leur affiliation (C), et leur appartenance a
une unique sous-population (D). Les enrichissements sont illustrés par les rapports obser-
vés/théoriques (O/E) pour chaque catégorie fonctionnelle de la base de données EggNOG.
Les catégories fonctionnelles, symbolisées par une lettre majuscule, sont telles que décrites
dans la Figure 4.3. Les pourcentages des génes totaux attribués a chaque catégorie fonction-
nelle sont indiqués. Les valeurs observées correspondent au nombre de génes attribués a
chaque catégorie fonctionnelle dans chaque ensemble de données. Les valeurs théoriques (E)
ont été obtenues en multipliant le nombre de génes ( core ou flexibles fonction de leur localisa-
tion génomique, de leur affiliation taxonomique ou de leur appartenance d une unique sous-
population) par le pourcentage total de génes de chaque catégorie fonctionnelle. Les diffé-
rences de distribution des catégories fonctionnelles entre génes core et flexibles (A), entre

120



4.1. Compartimentations taxonomique et fonctionnelle le long des génomes

compartiments génomiques (B) et affiliations taxonomiques (C) ont été testées par des tests
du x* (p < 0,005 pour les groupements A, B et C). Des tests du x* ont également été effec-
tués pour chaque ligne du graphique (chaque catégorie contre toutes les autres) afin de tester
la significativité de I'enrichissement pour un compartiment donné, une taxonomie donnée, ou
la spécificité des sous-populations. Test du x°: *, p-value < 0,05 ; ** p-value < 0,01 ; ***
p-value < 0,001.
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4.2. Processus d’évolution différentielle le long des génomes

4.2.1. Hétérogénéité des pressions de sélection entre

compartiments génomiques

Sur la base d’une ’analyse des indices de fixation (Fsr) comparant les fréquences
alléliques des génes core et flexibles entre sous-populations, Kashtan et al. (2014) ont
suggérés que différents alléles pouvaient étre fixés au sein méme de différentes sous-po-
pulations, conduisant, in fine, a la différenciation de ces sous-populations. Pour identifier
les processus évolutifs a 1’origine de cette différenciation, I’approche développée dans
cette ¢étude s’appuie sur le calcul des rapports de dN/dS pour les génes constituant les dif-

férents COGs.

4.2.1.1. Evaluation des biais associés aux estimations des ratios dN/dS

Le calcul des ratios dN/dS pour caractériser les pressions de sélection a 1’échelle
des genes est une approche reconnue, mais dont la fiabilité est limitée lorsque les dis-
tances évolutives entre les genes comparés sont faibles (Rocha et al., 2006; Wolf et al.,
2009; dos Reis and Yang, 2013), ou lorsque les populations comparées ne sont pas diffé-
renciées (Kryazhimskiy and Plotkin, 2008). La comparaison des taux de substitutions sy-
nonymes (dS) entre SAGs au sein de chaque clade ou entre clades permet dans un premier
temps d’évaluer ce possible biais dans notre jeu de données. Les valeurs de dS calculées
varient de 0,02 + ¢ 0,08 pour les comparaisons intra-clades a 0,12 = ¢ 0,11 pour les com-
paraisons inter-clades (Figure 4.5). Ainsi, les treés faibles valeurs de dS calculées au sein
des clades pourraient induire des biais dans 1’estimation des ratios dN/dS. C’est pourquoi
seuls les geénes présents a minima dans deux clades (excluant toutes comparaisons intra-
clades) et pour lesquels les valeurs de dS permettent une estimation fiable de ces ratios
ont été retenus dans cette étude. Par ailleurs, les faibles valeurs de dS obtenues pour les
comparaisons des clades C1 et C2, de I'ordre de celles des comparaisons intra-clades
(0,05 + 6 0,07) peuvent également introduire un biais dans 1’estimation des dN/dS (Kryaz-
himskiy and Plotkin, 2008). De méme, les comparaisons C1 — C2 n’ont pas €té prises en

compte.
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Figure 4.5. Distributions des valeurs de dS pour les comparaisons intra-clades (cf.
partie gauche) et inter-clades (cf. partie droite). Pour une meilleure lisibilité du gra-

phique, les outliers ne sont pas représentés ; moyennes et écart-types apparaissent en rouge.

Dans la mesure ou I’estimation des ratios dN/dS dépend des temps de divergence
séparant les génes comparés, il apparait pertinent d’envisager d’abord ces estimations par
rapport a un génome de référence, extérieur aux sous-populations considérées et équidis-
tant de tous les SAGs étudiés. Le génome de référence MIT9312 est a égale distance phy-
logénétique de tous les clades analysés dans cette étude (cf. Chapitre 2), ce qui implique
une « homogénéité de temps » dans 1’estimation des ratios de dN/dS entre MIT9312 et
chacun des clades. D’un autre coté, s’affranchir d’un génome de référence permet d’in-
clure I’ensemble des COGs spécifiques des sous-populations, i.e., ceux absents du gé-
nome de MIT9312. Cependant, comme cela a été précisé précédemment, les rapports
dN/dS peuvent étre largement influencés par les valeurs de dS, en particulier lorsque I’on
compare des groupes taxonomiques treés proches phylogénétiquement, tels que deux sous-
populations d’un méme écotype. Dans cet esprit, il est nécessaire de s’assurer que les ra-
tios dN/dS calculés entre clades sont équivalents a ceux calculés entre MIT9312 et les dif-
férents clades. Ainsi, les comparaisons des rapports de dN/dS ont été effectuées a diffé-
rentes €chelles (MIT9312 versus clades et clades versus clades) pour les COGs localisés
dans le backbone, qu’ils soient core (Figure 4.6) ou flexibles (Figure 4.7). Les ratios de
dN/dS pour les 1 139 COGs core issus des comparaisons MIT9312 versus clades ne sont
pas significativement différents de ceux issus des comparaisons clades versus clades
(dN/dS moyen +6 = 0,21 +£0,14 et 0,22 +0,19, respectivement ; p=0,35, test de Wilcoxon).

Par ailleurs, la grande similitude entre les graphiques de densité (Figure 4.6A), associée a
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4. Evaluation de la dynamique évolutive différentielle le long des compartiments génomiques

une forte corrélation positive entre les valeurs des dN/dS moyens par COG (p=0,83,
p<0,001, corrélation de Spearman) (Figure 4.6B) ne révéelent aucun biais dans I’évalua-

tion des pressions de sélection par I’approche inter-clade.
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Figure 4.6. Comparaisons des rapports dN/dS pour les COGs core retrouvés dans le
backbone. (A) Densité des rapports dN/dS obtenus par comparaison du génome de réfé-
rence MIT9312 a chacun des clades (ligne pointillée) et par comparaison des clades deux a
deux (ligne continue). (B) Corrélation entre les moyennes des ratios dN/dS estimées pour les
comparaisons MIT9312-clades et inter-clades. Chaque point représente une valeur moyenne de
dN/dS pour un COG donné. Le résultat du test de corrélation de Spearman (p) et la p-value
associée sont indiqués. La ligne pointillée symbolise la diagonale.

Des résultats similaires ont été obtenus pour les distributions des ratios dN/dS entre les
comparaisons MIT9312 versus clades et clades versus clades pour les 205 COGs flexibles

retrouvés dans le backbone (Figure 4.7).
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Figure 4.7. Comparaisons des rapports dN/dS pour les COGs flexibles retrouvés dans
le backbone. (A) Densité des rapports dN/dS obtenus par comparaison du génome de réfé-
rence MIT9312 a chacun des clades (ligne pointillée) et par comparaison des clades deux a
deux (ligne continue). (B) Corrélation entre les moyennes des ratios dN/dS estimées pour les
comparaisons MIT9312-clades et les comparaisons inter-clades. Chaque point représente une
valeur moyenne de dN/dS pour un COG donné. Le résultat du test de corrélation de Spear-
man (p) et la p-value associée sont indiqués. La ligne pointillée symbolise la diagonale.

Les approches basées sur les comparaisons MIT9312 versus clades et clades versus clades
donnant des résultats comparables en termes d’estimation des pressions de sélection,
I’analyse des ratios dN/dS basée sur les comparaisons inter-clades a été privilégice. Celle-
ci permet de prendre en compte 1’ensemble du génome flexible — notamment les COGs
absents de MIT9312 — et de mener une étude plus exhaustive des trajectoires évolutives

des ISLs, constitués majoritairement de COGs spécifiques des clades étudiés ici.

4.2.1.2. Des contraintes sélectives propres aux génomes core et flexible

Les estimations des contraintes sélectives réalisées a 1’échelle des sous-popula-

tions montrent que quels que soient les clades comparés, génomes core et flexible confon-
dus, les distributions des valeurs de dN/dS sont similaires (Figure 4.8). Ceci permet de
faire I’hypothése que, d’une part, le nombre de SAGs représentant chaque clade n’im-
pacte pas ces estimations (e.g., nombre de SAGs plus important pour le clade C1), et
d’autre part, qu’il existe une homogénéité des contraintes sélectives a 1’échelle des clades.
Par conséquent, il n’y aurait pas de dynamique évolutive propre a chacune des sous-popu-

lations étudiées.
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Figure 4.8. Distributions des valeurs de dN/dS issues des comparaisons inter-clades.

Pour une meilleure lisibilité du graphique, les outliers ne sont pas représentés ; moyennes et

écart-types apparaissent en rouge.

Les rapports de dN/dS sont majoritairement inférieurs a 1 (Figure 4.9), quelle que soit la

nature des COGs considérés (i.e., core ou flexibles), traduisant des contraintes sélectives

essentiellement négatives. Cependant, des différences significatives entre les dN/dS

moyens sont observées en fonction de la nature des COGs, avec des valeurs plus faibles

pour les COGs core (1 202 COGs) comparées a celles estimées pour les COGs flexibles
partagés (310 COGs) ou non partagés (1 033 COGs) par MIT9312 (p<0,001, test de Krus-

kal-Wallis) (Figure 4.9). Les COGs core sont ainsi soumis a une plus forte pression de sé-

lection négative.

Figure 4.9. Distributions des va-
leurs de dN/dS estimées pour
les COGs core, flexibles parta-
gés ou non par le génome de
réference  MIT9312 (test de
Kruskal-Wallis et test post-hoc des
rangs signés de Wilcoxon avec cor-
rection de Bonferroni ; *** p-va-
lue < 0,001). Seuls les ratios
dN/dS > 1,5 sont représentés ;
moyennes et écart-types sont indi-
qués en rouge.
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4.2. Processus d’évolution différentielle le long des génomes

4.2.1.3. Variations des contraintes sélectives a I’échelle des comparti-

ments

Les estimations des contraintes sélectives le long des génomes montrent que des
différences significatives s’observent a [’échelle des compartiments génomiques
(»<0,001, test de Kruskal-Wallis) (Figure 4.10). De fortes contraintes sélectives, homo-
genes, sont observées pour les COGs core et flexibles partagés par MIT9312 dans le
backbone (dN/dS +c moyens allant de 0,19 £0,22 a 0,23 +£0,20 et de 0,21 +0,19 a 0,29
+0,26, respectivement). A 1’inverse, ces contraintes sélectives sont variables pour les
COGs flexibles non partagés par MIT9312 et inégalement réparties le long du backbone.
A titre d’exemple, le ratio dN/dS moyen le plus faible (0,29 +0,17) est observé dans la ré-
gion située entre I’'ISL2 et I’'ISL2.1, alors que le plus ¢élevé (0,73 +£0,82) concerne la ré-
gion située entre I’ISL4 et I'ISLS (Figure 4.11).
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Figure 4.10. Distributions des valeurs de dN/dS estimées pour les COGs core,
flexibles partagés ou non par le génome de référence MIT9312 en fonction des com-
partiments génomiques auxquels ils appartiennent (backbone, ISL, ambigus). Les diffé-
rences significatives (catégorisant ainsi les compartiments ayant des patterns similaires) sont
signalées par des lettres minuscules, aveca >b >c>d>e>f>g>h>i>j> k (test
de Kruskal-Wallis et test post-hoc des rangs signés de Wilcoxon avec correction de Bonferro-
ni, p-value < 0,05). Les outliers ne sont pas représentés ; moyennes et écart-types sont indi-
qués en rouge.
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ori

ter 1SL2.1

Figure 4.11. Représentation des ratios dN/dS moyens le long du chromosome (tel
qu’organisé pour le génome de référence MIT9312). Le cercle interne représente les ra-
tios estimés pour les COGs core, le cercle intermédiaire, les COGs flexibles partagés et le
cercle externe, les COGs flexibles non partagés par MIT9312. L'origine (ori) et le terminus
(ter) de réplication sont indiqués. ISL : flots génomiques.

L’analyse des ISLs a, en outre, révélé des tendances contrastées en termes de contraintes
sélectives, notamment entre I’ISL1, I’'ISL2, et I’'ISL2.1 d’une part, et I’'ISL3, I’'ISL4,
I’ISLS et ambigu d’autre part. Les pressions de sélection exercées sur I’ISL1, I’ISL2 et
I’ISL2.1 sont globalement équivalentes a celles exercées sur les COGs core dans le back-
bone, i.e., négatives, a I’exception des COGs flexibles de I’ISL2 partagés par MIT9312
(Figures 4.10 et 4.11). Quelques variations peuvent tout de méme étre notées. Le profil
des COGs flexibles de I’'ISL2.1 non partagés par MIT9312 (dN/dS moyen +c = 0,17
+0,13) montre une pression de sélection négative plus forte que celle observée dans le
backbone (Figure 4.10). A I’inverse, les COGs core de I’ISL1 et flexibles partagés par
MIT9312 de I’ISL2.1 présentent des contraintes s€lectives 1égerement moindres (Figure
4.10). Ces valeurs de dN/dS plus élevées (respectivement 0,35 +0,37 et 0,38 £0,62 en
moyenne £c6) pourraient néanmoins étre le résultat d’un biais d’échantillonnage dans la
mesure ou les effectifs associés a ces ISLs sont relativement faibles (un COG pour I’ISL1

et trois pour I’ISL2).
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A contrario, une réduction des contraintes sélectives est observée pour I’'ISL3, I’'ISL4 et
I’ISLS5 (dN/dS moyens +c compris entre 0,36 0,35 pour I’'ISL3 et 0,52 +0,62 pour
I’ISLS), exception faite des COGs core de I’'ISL3 (dN/dS moyen +c = 0,26 +0,25) (Fi-
gures 4.10 et 4.11). Les COGs de I’'ISL4 et du compartiment ambigu présentent de loin
les pressions sélectives les moins contraignantes (dN/dS =6 moyens de 0,44 £0,13 4 0,52
+0,23, respectivement). Ces résultats sont tout de méme a nuancer, puisque soutenus par
un nombre réduit de COGs core (trois COGs) et flexibles partagés par MIT9312 (14
COGs) dans I’ISL4.

4.2.2. Signatures des taux de substitution spécifiques a chaque

compartiment

Nous venons de voir qu’il existe une variation des ratios dN/dS dans les différents
compartiments du génome chez Prochlorococcus, écotype HLIL, traduisant des fluctua-
tions des pressions de sélection locales le long du génome. Cependant, les valeurs des ra-
tios dN/dS peuvent avoir plusieurs origines. Considérant une valeur de base pour le ratio
dN/dS — par exemple, sa valeur moyenne au sein du génome — un abaissement de la valeur
de ce ratio dans un compartiment peut s’expliquer :

* soit par une réduction du taux de substitutions non synonymes (dN), tradui-
sant alors une augmentation des pressions de sélection négatives associées
aux genes considérés ;

* soit par une augmentation du taux de substitutions synonymes (dS) pour un
dN constant, traduisant le fait que les génes comparés ont un degré de diver-
gence supérieur a la divergence moyenne du génome.

Il apparait des lors intéressant d’analyser la source des fluctuations du ratio

dN/dS, par rapport aux valeurs de dN et de dS. Dans la suite de cette étude, nous

parlerons de signature évolutive.
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4.2.2.1. Définition de clusters de genes en liens avec les valeurs de
dN, dS et dN/dS

Les signatures des taux de substitution en fonction des compartiments génomiques
ont été évaluées a partir des liens existant entre dN, dS et dN/dS estimés entre les genes
composant chacun des COGs core ou flexibles partagés ou non par le génome de réfé-
rence MIT9312. La représentation graphique des ratios dN/dS estimés pour le jeu de don-
nées total en fonction des dN et dS laisse entrevoir a minima deux signatures €volutives.
Afin de donner un poids statistique a cette observation (Figure 4.12), la méthode des -
moyennes (k-means) a été appliquée (cf. Chapitre 2). Sur la base de cette méthode de par-
titionnement des données, cinq clusters de genes ont €té définis, parmi lesquels :

* trois sont caractérisés par de faibles valeurs de dS (allant de 0,001 a 0,268),
accompagnées de faibles valeurs de dN (inférieures a 0,340) et des rapports
dN/dS variant de 0 a plus de 1,5 (cluster jaune : valeurs inférieures a 0,314 ;
orange : de 0,296 a 1,146 ; rouge : de 1,133 a plus de 1,5). Les ratios dN/dS
¢levés sont associés a des dS faibles plutdt qu’a des dN élevés, suggérant ain-
si une tendance générale pour des pressions de sélection négatives et une sé-
lection d’arriére-plan (i.e., diminution de la diversité génétique liée a la ré-
duction de la fréquence d’alléles désavantageux) ;

* un (de couleur verte) est caractérisé par des valeurs de dS intermédiaires
(comprises entre 0,173 et 1,076) et des valeurs de dN faibles (inférieures a
0,326), synonyme de séquences plus divergentes et de contraintes sélectives
toujours négatives ;

* un dernier (de couleur bleu foncé) est caractérisé par des valeurs de dS allant
de 0,252 a plus de 1,5 et des ratios dN/dS inférieurs a 1. Ces ratios semblent
ici régis par les valeurs de dN (comprises entre 0,172 et 1,277), comme
I’illustrent les points linéairement répartis autour de la diagonale sur la Figure

4.12 ce qui montre les liens entre dN/dS et dN (panel central).
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Figure 4.12. Relations entre les estimations des dN, dS et dN/dS pour les génes des
COGs core et flexibles partagés ou non par le génome de référence MIT9312, quel
que soit le compartiment génomique considéré. Chaque point représente une comparai-
son deux a deux de génes appartenant 3 un méme COG et issus de deux sous-populations dis-
tinctes. Les clusters de génes (jaune, orange, rouge, vert et bleu foncé) ont été définis par le
partitionnement des données en k-moyennes (k-means). Le ratio dN/dS égal a 1 est représen-
té par une ligne grise. Par souci de lisibilité, seules les valeurs de dN, dS et dN/dS inférieures
a 1,5 sont représentées.

4.2.4.2. Spécificités a I’échelle des compartiments

Il apparait que les génes au sein du génome peuvent étre distingués selon trois
grands types de signatures évolutives. La question est alors de savoir si ces signatures se
distribuent de manie¢re homogeéne le long du génome.

Concernant le backbone, la distribution tant des valeurs de dN que de dS varient considé-
rablement d’un COG a D’autre, qu’il soit associé au génome core ou au génome flexible.
Bien que quelques valeurs de dS puissent étre supérieures a 1,5, la grand majorité (>
95 %) sont inférieures a 0,35 (moyenne dS +c = 0,100 £0,091). En comparaison, les dN
affichent des valeurs et des variations bien moindres (moyenne dN +c = 0,026 +0,003).
De plus, la relation des ratios dN/dS, par rapport aux valeurs de dN ou de dS, est compa-
rable entre COGs core et flexibles (Figures 4.13 et 4.14).

Une analyse des ISLs montre que les patterns de variations des valeurs de dN et de dS
sont contrastés pour les COGs core (Figure 4.13) et flexibles (Figure 4.14). Les génes ré-
partis sur I’'ISL1, PISL2 et ’ISL2.1 sont principalement caractérisés pas des dN et des dS
faibles et homogenes (clusters jaune, orange, rouge et vert), traduisant ainsi des pressions

de sélection négatives importantes. Bien que leurs rapports dN/dS soient globalement
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faibles, quelques geénes ont des valeurs proches de 1, voire supérieures (Figure 4.14). En
comparaison, les génes de I’'ISL4 et ceux qualifiés d’ambigus se distinguent par des va-
leurs de dN et de dS plus élevées, des ratios dN/dS linéairement corrélés aux dN, ainsi que
des dS proches d’une saturation (cluster bleu foncé). Les geénes situé¢s dans I’ISL3 et
I’ISL5, présentent, quant a eux, un profil mixte (ensemble des clusters de génes).

Ainsi, les différents compartiments le long du génome semblent avoir des signatures évo-
lutives contrastées, depuis des compartiments trés contraints (ISL2.1) jusqu’a des com-

partiments trés divergents (ISL4), tant pour le génome core que pour le génome flexible.

Figure 4.13. Relations entre les estimations des dN, dS et dN/dS pour les génes des
COGs core dans chaque compartiment génomique (backbone et ISLs). Chaque point
représente une comparaison deux 3 deux de génes appartenant 3 un méme COG et issus de
deux sous-populations distinctes. Les clusters de génes (jaune, orange, rouge, vert et bleu fon-
cé) ont été définis par le partitionnement des données en k-moyennes (k-means). Le ratio
dN/dS égal a 1 est représenté par une ligne continue. Par souci de lisibilité, seules les valeurs
de dN, dS et dN/dS inférieures a 1,5 sont représentées. ISL : ilot génomique.
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4. Evaluation de la dynamique évolutive différentielle le long des compartiments génomiques

Figure 4.14. Relations entre les estimations des dN, dS et dN/dS pour les génes des
COGs flexibles, partagés ou non par le génome de référence MIT9312, dans chaque
compartiment génomique (backbone, ISLs et ambigus). Chaque point représente une
comparaison deux a deux de génes appartenant 3 un méme COG et issus de deux sous-popu-
lations distinctes. Les clusters de génes (jaune, orange, rouge, vert et bleu foncé) ont été défi-
nis par le partitionnement des données en k-moyennes (k-means). Le ratio dN/dS égal a 1 est
représenté par une ligne continue. Par souci de lisibilité, seules les valeurs de dN, dS et
dN/dS inférieures a 1,5 sont représentées. ISL : ilot génomique.
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4. Evaluation de la dynamique évolutive différentielle le long des compartiments génomiques

4.2.3. Distribution des COGs flexibles SAG-spécifiques dans les

sous-populations et signatures évolutives

Par définition, les COGs flexibles ne sont pas partagés par I’ensemble des gé-
nomes analysés (cf. Chapitre 2), et peuvent étre restreints a certains clades. La distribution
d’un COG donné peut étre plus ou moins importante au sein de ces clades. Ceci pourrait
potentiellement avoir une incidence sur sa trajectoire évolutive, ce qui se traduira par une
variation des valeurs de dN et dS, et donc des ratios dN/dS. C’est pourquoi nous nous inté-
resserons maintenant a la relation entre signature évolutive et distribution des COGs

flexibles non partagés par MIT9312 dans les différents clades (Figure 4.15).

2.04 Nombre de sous-populations par COG
]2
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Figure 4.15. Relations entre les taux de substitution estimés pour les COGs flexibles
non partagés par MIT9312 et leur distribution dans les différentes sous-populations.
Le nombre de sous-populations varie entre 2 et 6 lorsqu'un COG n'est retrouvé que chez cer-
taines d'entre elles ; il est égal & 7 si un COG est présent chez toutes les sous-populations. Le
nombre de sous-populations par COG a donc été reporté sur les estimations des valeurs de
dN et de dS (points gris). Chaque histogramme décrit la distribution du nombre de sous-po-
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pulations par COG dans une région 2D du graphique correspondant a des valeurs de dN et dS
dans un intervalle de 0,1. La ligne diagonale représente un ratio dN/dS égal a 1.

Globalement, les COGs flexibles non partagés par MIT9312 sont caractérisés par des
genes dont les valeurs de dS peuvent étre relativement variables, a I’exception des COGs
partagés par les sept clades. Dans ce cas, les valeurs de dS sont rarement a saturation (Fi-
gure 4.15). Concernant les estimations des ratios de dN/dS, ils différent sensiblement se-
lon le nombre de clades dans lesquels ils sont retrouvés (p<0,001, test de Kruskal-Wallis).
En effet, les COGs partagés par un grand nombre de clades ont tendance a afficher des va-
leurs de dN/dS plus faibles.

Pres de 65,5 % des COGs flexibles SAG-spécifiques analysés ont une affiliation
taxonomique, avec une proportion plus élevée pour ceux appartenant a I’'ISL4 (78,7 % af-
filiés) par rapport aux autres ISLs (53,8 % affiliés en moyenne). De maniére intéressante,
des variations sont observées dans les affiliations taxonomiques en fonction des variations
des signatures évolutives. Les COGs dont les dS sont faibles sont essentiellement affiliés

a Prochlorococcus (Figure 4.16) et s’avérent majoritairement associés a I’ISL3 et I’ISLS.
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Figure 4.16. Relations entre taux de substitution estimés pour les COGs flexibles
SAG-spécifiques appartenant a I'ISL3 et I'ISL5 et leurs affiliations taxonomiques. Les
affiliations taxonomiques — a savoir Prochlorococcus, Synechococcus, autres groupes taxono-
miques et affiliation incertaine — ont été reportées sur les estimations des dN, dS et dN/dS.
Chaque diagramme circulaire illustre la distribution des affiliations dans une région 2D du gra-
phique correspondant a des valeurs de dN, dS et dN/dS dans un intervalle de 0,1. La taille
des diagrammes circulaires est proportionnelle au nombre d'observations n pour la région 2D
considérée (n : au moins une observation ; de 10 a 100 observations ; plus de 100 observa-
tions). Les lignes horizontales et diagonales représentent un rapport dN/dS égal a 1.
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En revanche, les COGs ayant des dS saturés sont essentiellement classés comme incer-
tains (i.e., multiples affiliations, dont Prochlorococcus et/ou Synechococcus) (Figure
4.17) et se trouvent dans I’ISL4 ou sont considérés comme ambigus. Les COGs affiliés
aux autres phyla bactériens (i.e., ni Prochlorococcus, ni Synechococcus) sont caractérisés
par de faibles valeurs de dN et de dS, suggérant une origine phylogénétique proche des

génes les constituant et sont enrichis dans I’ISL3 et I'ISL4 (p<0,005, test du y?).
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Figure 4.17. Relations entre les taux de substitution estimés pour les COGs flexibles
SAG-spécifiques appartenant a I'ISL4 et considérés comme ambigus et leurs affilia-
tions taxonomiques. Les affiliations taxonomiques — a savoir Prochlorococcus, Synechococ-
cus, autres groupes taxonomiques et affiliation incertaine — ont été reportées sur les estima-
tions des dN, dS et dN/dS. Chaque diagramme circulaire illustre la distribution des affiliations
dans une région 2D du graphique correspondant a des valeurs de dN, dS et dN/dS dans un
intervalle de 0,1. La taille des diagrammes circulaires est proportionnelle au nombre d'obser-
vations n pour la région 2D considérée (n : au moins une observation ; de 10 a 100 observa-

tions ; plus de 100 observations). Les lignes horizontales et diagonales représentent un rapport
dN/dS égal a 1.
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4.3. Bilan

Ce quatriéme chapitre présente les résultats de 1’analyse du potentiel fonctionnel
et des trajectoires évolutives des COGs constituant les génomes core et flexible de la
population de Prochlorococcus, écotype HLII.

Au cours de cette étude, le potentiel fonctionnel du génome core a été utilisé
comme point de comparaison pour la caractérisation des enrichissements fonctionnels au
sein du génome flexible. L’analyse de la distribution des catégories attribuées aux genes
des COGs flexibles, comparativement au potentiel fonctionnel des SAGs, n’a pas permis
de mettre en évidence de différences entre les sous-populations. Par contre, il existe une
compartimentation fonctionnelle du génome flexible avec :

* une sous-représentation de fonctions associées au « Métabolisme » et au
« Stockage de I’information » au sein de ce génome ;
* et une sur-représentation de celles associées aux « Processus cellulaires et de
signalisation » dans I’'ISL3 et le backbone mais aussi de celles associées a la
« Biogenése de la paroi cellulaire » et aux « Mécanismes de défense » dans
I’ISL3, I'ISL4 et le compartiment ambigu. Les COGs associés a ces deux
dernieres catégories sont par ailleurs affiliés a une grande diversité de taxa et
sont, pour l’essentiel, spécifiques a une sous-population, suggérant une
acquisition via des HGTs.
Les principales fonctions sur-représentées dans le génome flexible identifiées ici, et leur
distribution le long du génome, sont congruentes avec celles mises en évidence a une
échelle de diversité plus large dans des études antérieures (Coleman et al., 2006). De plus,
les approches décrites dans ce paragraphe ont montré que parmi ces fonctions, certaines
associées aux « Processus cellulaires et de signalisation » et impliquées dans la
structuration de la membrane et les mécanismes de défense ne sont retrouvées que dans
les COGs appartenant a un unique clade. Ceci pourrait signifier que les différences de
distribution et d’abondance observées au niveau des écotypes pourraient s’appliquer a
I’échelle des sous-populations.
D’un point de vue évolutif, des contraintes sélectives négatives inégales ont été

détectées le long du backbone et en fonction des ISLs.
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Ces signatures, comparables entre COGs core et flexibles, restreints ici a ceux partagés
par au moins deux populations, varient en fonction :
* de l'intensité de la pression de sélection négative qui opere sur les genes,
associée ou non a une sélection d’arriére-plan ;
* du degré de divergence des séquences au sein des COGs.

Les résultats montrent, par ailleurs, que les COGs des ISL1, ISL2, et ISL2.1 sont
principalement composés de geénes communs a tous les clades, affiliés au genre
Prochlorococcus et soumis a une sélection négative forte, tandis que ceux des ISL3, ISL4
et ISLS auraient tendance a étre affiliés a d’autres taxa que les cyanobactéries et a étre
caractérisés par un relachement de la pression de sélection négative. Ceci suggere que les
COGs des ISLI1, ISL2 et ISL2.1 seraient en cours de fixation dans les populations
étudiées. Il est également a noter que les génes composant les COGs de ces ISLs ont un
dS tres inférieur a celui des genes des COGs core. Cette réduction de diversité pourrait
s’expliquer par une sélection d'arriere-plan ou refléter des événements de recombinaison
homologue entre les différents clades. Inversement, les génes des COGs positionnés
depuis ISL3 jusqu’a ISL4 ont tendance a avoir des dS élevés et pourraient étre issus de
HGTs.

En conclusion, la caractérisation des COGs constituant les génomes core et flexible
considérés ici, suggere une répartition non aléatoire des fonctions portées par les genes
flexibles le long des génomes, associée a une dynamique évolutive contrastée. Ceci
pourrait traduire, entre autres, des implications différentes des mécanismes de
recombinaison homologue ou de HGTs le long des génomes, au sein méme des
populations bactériennes. Il apparait des lors intéressant d’évaluer I’importance de ces

mécanismes dans le contexte de cette étude.

140



141



142



5. Impact des processus de recombinaison
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Comme montré précédemment, les compartiments génomiques sont caractérisés
par des signatures évolutives distinctes. Celles-ci ont révélé ’existence de deux en-
sembles de COGs montrant des profils d’évolution différents (cf. Figure 4.12). Un pre-
mier ensemble présente des valeurs de taux de substitution qui sont conformes soit a un
schéma de sélection d’arriére-plan, soit a une possible homogénéisation des séquences gé-
niques par le biais de recombinaison homologue (HR) entre clades. Ceux du deuxi¢me
ensemble présentent un relachement des contraintes sélectives associé a un dS €levé et des
affiliations taxonomiques incertaines, suggérant 1’existence de flux de geénes avec des mi-
cro-organismes plus distants.

Comme les HR existent chez la majorité des especes procaryotes, y compris Pro-
chlorococcus (Vos and Didelot, 2009; Bobay and Ochman, 2017), il était pertinent de
s’interroger sur la présence et les modalités de celles-ci au sein des sous-populations étu-

diées.
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5.1. Balance entre mutations et recombinaison

5.1.1. Evidences de recombinaison homologue

La recombinaison est a I’origine d’échanges de matériel génétique et occasionne
des irrégularités dans les phylogénies. Par conséquent, un arbre phylogénétique recons-
truit pour un gene donné pourra étre différent de celui inféré pour I’espece étudiée. Ces
histoires évolutives particulieres peuvent étre visualisées par des réseaux phylogéné-
tiques, prenant en compte les événements de recombinaison et intégrant ainsi les réticula-
tions dans les relations phylogénétiques (Huson, 1998).

Un réseau phylogénétique — établissant les liens entre les séquences génomiques
des 87 SAGs de Prochlorococcus, écotype HLII, et matérialisant les événements de re-
combinaison — a été reconstruit avec I’algorithme Neighbor—Net (Bryant and Moulton,
2004) implémenté dans 1’outil SplitsTree4 v4.15.1 (Huson and Bryant, 2006) (Figure 5.1).
Le réseau obtenu montre la structuration de la population de Prochlorococcus avec une
démarcation des différents clades telle que définie dans cette étude par la phylogénie re-
construite a partir du génome core d’une part, et par I’estimation des ANI, d’autre part
(cf. Chapitre 4). Ainsi, les événements de recombinaison suggérés dans cette analyse ne
portent probablement que sur une petite partie des génomes.

Le réseau phylogénétique met en évidence que tous les clades sont soumis a des événe-
ments de HR — tant au sein des clades qu’entre clades — sans toutefois que ceux-ci ne
brouillent le signal génétique distinguant les sous-populations. Les sous-populations C1 et
C2 présentent une diversité moindre, du fait de leur divergence récente, tandis que C9 est
le clade le plus divergent. En outre, bien que les sous-populations C3, C4, C5 et C8 soient
bien délimitées, les relations phylogénétiques entre elles sont moins évidentes. Les événe-
ments de recombinaison entre ces sous-populations pourraient ainsi expliquer la paraphy-
lie du groupe cN2 mise en évidence dans les phylogénies reconstruites précédemment (cf.
Chapitres 2 et 3). Comme on peut le voir sur la Figure 5.1 (encadré), les échanges de ma-
tériel génétique a ’intérieur du clade C1, qui est représenté par un plus grand nombre de

SAGs, sont nombreux.
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Figure 5.1. Réseau phylogénétique des 87 SAGs de Prochlorococcus analysés dans cette étude. Le réseau a été reconstruit avec I'algorithme Neigh-
bor-Net (Bryant and Moulton, 2004) implémenté dans le logiciel SplitsTree4 v4.15.1 (Huson and Bryant, 2006). Au préalable, les distances par paires de sé-
quences de I'alignement multiple des génomes complets ont été estimées au maximum de vraisemblance a I'aide de I'outil RAXML v8 (Stamatakis, 2014).

Chaque clade (C1 a C5, C8, C9) est représenté par une forme et une couleur. Cette approche a également été appliquée au clade C1 afin de voir plus en dé -

tails les réticulations, indiquant des événements de recombinaison a I'intérieur de celui-ci.
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5.1.2. Evaluation des taux de recombinaison a ’échelle des

génomes

Afin d’avoir une image détaillée des événements de recombinaison qui s’operent
au sein de la population de Prochlorococcus étudiée, leur détection et quantification ont
été réalisées a I’échelle des génomes avec ’outil ClonalFrameML (Didelot et al.,
2015) (Figure 5.2). Cet outil permet notamment d’estimer, dans un contexte phylogéné-
tique, la contribution relative de la recombinaison par rapport a la mutation dans la géné-
ration du polymorphisme observé au niveau des sous-populations. L’arbre phylogénétique
présenté en Figure 5.2 correspond a la phylogénie clonale déduite par ClonalFrameML
tout en tenant compte de I’influence de la recombinaison. La topologie est ici encore équi-
valente a celle obtenue par une estimation au maximum de vraisemblance sur le génome
core, c¢’est-a-dire une démarcation en sept sous-populations. Les moyennes des différents
parametres estimés — a savoir le ratio des taux de recombinaison sur mutation, la longueur
moyenne des fragments recombinés et la distance du matériel génétique importé — sont
respectivement €gales a R/0 = 0,105 ; 6 =554 pb et v=0,042. Compte tenu de ces diffé-
rents parametres, il est possible d’évaluer I’impact relatif de la recombinaison comparati-
vement aux mutations sur la divergence des séquences génomiques. Ainsi, bien que la fré-
quence des événements de recombinaison soit preés de 10 fois moindre que les événements
mutationnels (R/0 = 0,105), chaque événement de recombinaison introduit en moyenne ov
= 23 substitutions. La recombinaison cause donc deux fois plus de substitutions que les
mutations (ratio »/m = R/0 x 6 x v = 2,45). Ceci suggére que la recombinaison joue un role
certainement non négligeable dans la diversification des sous-populations de Prochloro-
coccus, ¢cotype HLII, a I’échelle du génome. Par ailleurs, 2 956 événements de recombi-
naison ont été détectés, soit en moyenne 33,97 événements par SAG. Sachant que la lon-
gueur moyenne des événements de recombinaison 0 = 554 pb, il est estimé que, pour un
SAG donné, 18 819 nucléotides seraient associés a la recombinaison, contre 13 737 + 14
000 nucléotides d’apres Kashtan ef al. (2014). Bien qu’obtenues a I’aide d‘approches dif-

férentes, ces estimations sont du méme ordre de grandeur.
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5. Impact des processus de recombinaison homologue et transferts horizontaux de génes

Figure 5.2. Heatmap montrant la détection d’événements de recombinaison le long
du génome des 87 SAGs de Prochlorococcus (clades C1 a C5, C8 et C9). L’arbre phy-
logénétique est inféré au maximum de vraisemblance par ClonalFrameML (Didelot and Wil-
son, 2015) en tenant compte des événements de recombinaison. A chaque branche de I'arbre
correspond une ligne de la heatmap et différentes couleurs qualifient le polymorphisme retrou-
vé entre les séquences ; bleu clair : absence de polymorphisme ; blanc : substitution compa-
tible avec la phylogénie; du jaune au rouge : sites homoplasiques, le rouge représentant le plus
fort degré d'incompatibilité avec la phylogénie. Les barres horizontales représentées en bleu
foncé indiquent les événements de recombinaison détectés. Chaque clade est représenté par
une forme et une couleur. Les ilots génomiques (ISLs) sont positionnés sur le génome.

Une méme analyse, réalisée a partir des alignements multiples des génes core, montre
également ’existence d’événements de recombinaison a 1’échelle du génome core, mais
avec quelques différences par rapport au génome total — i.e., R/ = 0,108 ; 6 =388 pbetv
= 0,051. Comme souligné précédemment pour les génomes complets, les événements de
recombinaison a I’échelle du génome core introduisent deux fois plus de substitutions que
les mutations (/m = 2,16), avec pour chaque événement une moyenne de dv = 20 substi-
tutions. La principale différence entre les deux conditions s’observe au niveau de la lon-
gueur moyenne des fragments recombinés qui est 30 % inférieure pour le génome core
(majorité des fragments recombinés de taille inférieure a 1 Kpb ; Figure 5.3), ce qui est
cohérent avec la taille des fragments considérés dans ces deux analyses. Une plus forte
hétérogénéité dans la distribution de la longueur des fragments, une forte proportion de
fragments courts (< 500 pb) et une longue queue de distribution sont observées pour le
génome total. Les événements impliquant de trés grands fragments (> 10 Kpb) sont rares
et principalement observés pour le génome total, ce qui expliquerait la différence des o

entre les deux analyses.
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Figure 5.3. Caractérisation de la fréequence de recombinaison et de la longueur
moyenne des fragments échangés pour le génome total et le génome core pour la po-
pulation de Prochlorococcus étudiée.
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5. Impact des processus de recombinaison homologue et transferts horizontaux de génes

5.1.3. Points chauds de recombinaison

De nombreux événements de recombinaison ont ét¢ détectés au sein des génomes
des différents clades, y compris au niveau des genes core, et semblent se concentrer au ni-
veau de certaines régions spécifiques (Figure 5.2). Ainsi, la recombinaison pourrait étre
préférentiellement associée a certains compartiments génomiques.

Les pourcentages moyens de sites recombinants ont €té€ estimés sur des fenétres glissantes
de 100 pb le long des génomes. Des points chauds, ou Aotspots, de recombinaison, carac-
térisés par une nette augmentation des sites présentant des empreintes de recombinaison,
ont ainsi pu étre identifiés (Figure 5.4). Ceci est plus marqué pour les ISL2, ISL3, ISLS et
le backbone situé entre les ISL2.1 et ISL3 ou le pourcentage de sites recombinants peut
atteindre 20 %. En revanche, trés peu d’événements de recombinaison ont été détectés
pour I’ISL4 — ceci pourrait s’expliquer par sa forte variabilité entre les génomes, que ce
soit en termes de similarité de séquence ou de contenu en génes. Les régions du backbone
encadrant cet ISL sont, a I’inverse, particuli¢rement soumises a la recombinaison, conte-

nant pres de 60 % des sites associés aux événements de recombinaison.
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Figure 5.4. Représentation de la distribution de la fréquence des hotspots de recom-
binaison le long du génome des 87 SAGs de Prochlorococcus. Le pourcentage d'événe-

ments de recombinaison, détectés par ClonalFrameML, a été estimé sur des fenétres glissantes
de 100 pb. ISL : ilot génomique ; bb : backbone
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5.2. Répartition spatiale des événements de recombinaison homologue

5.2. Répartition spatiale des événements de recombinaison

homologue

Des points chauds de HR ont été détectés le long des génomes, notamment en lien
avec certains ISLs. Par conséquent, I’incidence de la recombinaison sur les COGs — en

fonction de leur localisation génomique — a été étudiée.

5.2.1. Quantification des genes présentant un signal de

recombinaison homologue

Dans un premier temps, la proportion de génes présentant des traces d’événements
de recombinaison a été quantifiée pour chaque catégorie de COGs — i.e., core, flexibles
communs a MIT9312 et flexibles SAG-spécifiques. Compte-tenu de 1’histoire évolutive
de chaque gene, relative d’une part aux événements mutationnels ayant eu lieu avant ou
apres la recombinaison (entrainant I’accumulation plus ou moins importante de polymor-
phisme) et d’autre part, a la réciprocité potentielle de la recombinaison (homologue ver-
sus hétérologue), il peut tre difficile de quantifier les événements de recombinaison avec
précision (Chan et al., 2006). Afin d’assurer au mieux leur quantification, quatre outils
détectant différents types de signaux ont été utilisés (cf. Chapitre 2). Ceci a permis de
mettre en évidence entre 271 et 899 COGs avec un signal de recombinaison, selon 1’outil
utilisé, sur les 4 264 COGs constitués de genes présents en copie unique et retrouvés a
minima chez trois individus (1 202 COGs core, 335 flexibles partagés et 2 727 non parta-
gés par le génome de référence MIT9312), pour un total de 1 224 COGs détectés comme

recombinants toutes méthodes confondues (Tableau 5.1).
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5. Impact des processus de recombinaison homologue et transferts horizontaux de génes

Tableau 5.1. Nombre de COGs présentant un signal de recombinaison pour chaque
outil utilisé (Max x>, NSS, PHI et GENECONV) et chaque catégorie (core, flexibles
partagés et non partagés par le génome de référence MIT9312).

Flexibles
Core  EESTT nIAES
Max 358 93 118 569
NSS 253 78 108 439
Phi 177 47 47 271
GENECONV 493 133 273 899
Total 708 177 339 1224

Les différentes méthodes donnant des résultats hétérogénes, seuls les COGs présentant un
signal de recombinaison avec au moins trois des quatre outils ont été considérés comme
recombinants par la suite, soit 241 COGs au total (137 core, 54 flexibles partagés et 50
flexibles non partagés par le génome de référence MIT9312 ; Figure 5.5).

A MaxChi2 GENECONV B MaxChi2 GENECONV

ks

D
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C MaxChi2 GENECONV

Figure 5.5. Diagrammes de Venn
représentant la répartition du
nombre de COGs recombinants en
fonction des outils utilisés (Max y’,
NSS, GENECONV, PHI). Nombre
d’événements pour : (A) les COGs
core; (B) flexibles partagés et (C)
non partagés par le génome de réfé-
rence MIT9312. Pour chaque catégo-
rie, le nombre de COGs détectés
comme recombinants par au moins
trois outils est mis en évidence par un
encadré bleu.

Les résultats obtenus montrent que les événements de recombinaison impactent toutes les

catégories de COGs mais de facon inégale. En effet, 16,12 % des COGs flexibles com-

muns a MIT9312 présentent des signatures de recombinaison contre 11,40 % des COGs

core et 1,83% des COGs flexibles non partagés par le génome de référence MIT9312. La

répartition des COGs recombinants en fonction du compartiment génomique (backbone

versus ISL) est également hétérogene. Ainsi, alors qu’aucun COG recombinant n’est dé-

tecté dans I’ISL1, cela concernerait 1 % des COGs de I’'ISLS et jusqu’a 15 % de ceux de

I’ISL2 (Tableau 5.2). Au niveau du backbone, une proportion significative de COGs re-

combinants est observée dans les régions bordant I’ISL4. Ces résultats sont cohérents

avec les points chauds de recombinaison identifiés a 1’échelle des génomes (Figure 5.4).
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Tableau 5.2. Caractéristiques des COGs recombinants présents dans les différents
compartiments génomiques.

COGs Nb. moyen de  Nb. moyen de Identité
recombinants génes / COG clades / COG nucléotidique
(%) recomb.? recomb.” (%)
Core 11,40 60,83 7,96 96,20
Flexibles — communs 16,12 42,83 6,66 90,82
Flexibles — clade- 1,83 6,38 2,12 90,17
spécifiques
bb1 5,34 28,48 4,42 95,75
ISL1 0,00 0,00 0,00 0,00
bb2 8,11 26,75 4,34 95,05
ISL2 14,85 30,13 4,56 93,47
bb3 6,17 27,75 4,25 92,41
ISL2.1 4,41 24,71 4,15 94,26
bb4 5,47 24,76 4,19 91,56
ISL3 6,70 13,57 3,25 83,14
bb5s 16,40 21,45 3,84 88,08
ISL4 6,42 4,81 1,88 73,46
bb6 13,64 24,85 4,31 92,61
ISL5 1,00 18,67 4,10 93,73
bb7 4,02 29,49 4,58 96,03

3 Nombre moyen de génes par COG recombinant ;
b Nombre moyen de clades par COG recombinant.

La détection des événements de HR peut étre affectée par différents parametres dont :
* la taille des COGs, qui refléte leur occurrence dans les SAGs. La probabilité
d’identifier un événement de recombinaison dépend ainsi de la taille de
I’échantillon que constitue le nombre de génes par COG ;
* le nombre de clades dans lesquels sont retrouvés les COGs ;
* les similarités de séquence des génes au sein d’un COG, synonyme de dis-

tance évolutive (Tableau 5.2).
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5.2. Répartition spatiale des événements de recombinaison homologue

Le poids de chacune de ces variables dans la détection des COGs recombinants a été éva-
lué au travers d’une analyse itérative de tous les modeles de régression pouvant étre
construits a partir de celles-ci. Les modeles obtenus ont ensuite été comparés entre eux
afin de retenir celui qui décrit le mieux les variations observées. D’apres le modéle rete-
nu, le nombre de COGs détectés comme recombinants dépend principalement du nombre
de geénes présents dans les COGs, indépendamment de la catégorie (core versus flexible)
ou du compartiment (backbone versus 1SLs) (R? = 0,43, p—value < 0,05). Les autres va-
riables n’ont, en revanche, qu’un impact négligeable sur la détection de COGs recombi-

nants.

5.2.2. COGs recombinants versus événements de recombinaison

Les analyses précédentes indiquent qu’environ 11 % des COGs core et 16 % des
COGs flexibles partagés par MIT9312 sont concernés par la HR, contre moins de 2 % des
COGs SAG-spécifiques. Lorsqu’un COG présente un signal de recombinaison, il est envi-
sageable que plusieurs événements — impliquant plusieurs genes le constituant — lui soient
associés.
Le nombre d’événements de recombinaison homologue pour chaque COG recombinant a
¢été estimé a I’aide de 1’outil fastGEAR (Mostowy et al., 2017). Cette analyse a permis de
détecter des événements de recombinaison pour 212 des 241 COGs recombinants. Leur
nombre est plus important pour les COGs core et flexibles communs a MIT9312, avec
respectivement, 9,21 et 10,39 événements détectés par COG en moyenne, contre 4,32 en
moyenne pour les COGs flexibles SAG-spécifiques (Tableau 5.3). Cette variabilité s’ob-
serve également pour les différents compartiments génomiques. A cette échelle, le
nombre moyen d’événements de recombinaison par COG recombinant varie de 2,00 pour
les COGs associés a ISL2.1 et ISL5 a 35,93 pour ceux localisés dans I’ISL4, avec une
moyenne de 8,60 événements par COG recombinant et par compartiment (6,67 si I’'ISL4

est exclu).
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Tableau 5.3. COGs recombinants et événements de recombinaison inférés avec fast-
GEAR (Mostowy et al., 2017) en fonction des compartiments génomiques.

COGs Nb. moyen
recombinants d’év. / COG
(%) recomb.?

Core 10,40 9,21
ComFl;lllell):slli)llle\ZI}9312 14,63 10,39
claFdlee-)s(}l)le;i‘i:i?lq_ues R 2
bb1l 3,42 6,68
ISL1 0,00 0,00
bb2 5,16 6,51
ISL2 8,91 7,22
bb3 4,85 4,73
ISL2.1 2,94 2,00
bb4 4,01 4,70
ISL3 6,70 3,79
bb5 13,76 8,50
ISL4 5,28 35,93
bb6 9,79 10,89
ISLS 1,00 2,00
bb7 2,56 4,93

a Nombre moyen d'événements de recombinaison par COG recombinant.

Dans la mesure ou la détection de signaux de recombinaison est expliquée en partie par le
nombre de génes constituant les COGs, le nombre d’événements de recombinaison a été
pondéré par le nombre total de genes des COGs recombinants pour une catégorie donnée
(i.e., core, flexibles partagés ou non partagés par MIT9312) ou un compartiment géno-
mique (i.e., backbone et ISLs). Ceci a permis de mettre en évidence que, des lors qu’ils

sont recombinants, les COGs SAG-spécifiques sont touchés par un nombre important
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d’événements de recombinaison (Figure 5.6). Ce constat est également valable pour ISL3,

ISL4 et les régions du backbone situées de part et d’autre de ISL4 (i.e., bb5 et bbo).
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Figure 5.6. Représentation du nombre d’événements de recombinaison par COG re-
combinant, pondéré par leur taille (en nombre de génes). (A) Pour les catégories de
COGs. (B) Pour les compartiments génomiques.

5.2.3. Evaluation de I’ancestralité des événements de

recombinaison homologue

La recombinaison implique un échange de matériel entre bactéries donneuses et
receveuses. Il peut donc étre intéressant, d’une part, d’analyser la direction des événe-
ments de recombinaison (existe-t-il des sous-populations dont les individus sont préféren-

tiellement donneurs et/ou receveurs ?) et d’autre part, de définir 1’ancestralité de ces évé-
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nements (les génes touchés par des événements inférés comme anciens seraient plus sus-
ceptibles d’étre fixés dans les sous-populations).

La direction des événements de recombinaison ainsi que leur ancestralité¢ ont été
analysées avec I’outil fastGEAR (Mostowy et al., 2017). Une recombinaison ancestrale
affecte I’ensemble des individus d’une sous-population. L’événement qui lui est associé
est survenu entre les ancétres communs des sous-populations donneuse et receveuse
concernées. Les événements dits récents n’affectent pour leur part qu’une partie des indi-
vidus de la sous-population (c¢f. Figure 2.17, Chapitre 2). Il devient dans ce cas possible
d’inférer une direction aux transferts de matériel génétique. Les résultats de fastGEAR
montrent que les COGs core et flexibles ont expérimentés, en moyenne, bien plus d’évé-
nements de recombinaison récents qu’ancestraux (Tableau 5.4). Ceci peut s’expliquer soit
par I’¢élimination du matériel génétique non adaptatif (sans avantage sélectif) échangé lors
des événements ancestraux soit, au contraire, par le transfert de ce matériel génétique a

I’ensemble de la population, conduisant alors a son homogénéisation.

Tableau 5.4. Nombre d’événements de recombinaison récents et ancestraux inférés
pour les COGs détectés comme recombinants par fastGEAR (Mostowy et al., 2017).

Flexibles
Core Communs Cl.ade-
MIT9312 spécifiques
Nombre d’événements 888 328 157
Nombre de COGs? 117 41 37 Récents
Moyenne par COG" 7,59 8,00 4,24
Nombre d’événements 263 181 7
Nombre de COGs? 71 22 7 Ancestraux
Moyenne par COG" 3,70 8,23 1,00

2 Nombre de COGs impliqués dans des événements récents et/ou ancestraux ;
b Nombre moyen d'événements de recombinaison récents et/ou ancestraux par COG recombi-
nant.
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Recombinaisons récentes

5.2. Répartition spatiale des événements de recombinaison homologue

La distribution des recombinaisons récentes et ancestrales dépend de la catégorie des
COGs (core, flexibles partagés et non partagés). Alors que les deux sont retrouvées au
sein des COGs core et flexibles communs a MIT9312, trés peu d’événements ancestraux

ont été détectés au sein des COGs flexibles SAG-spécifiques (Figure 5.7).
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Figure 5.7. Représentation de le fréquence du nombre d’événements ancestraux (abs-
cisse) et récents (ordonnée) détectés dans les COGs recombinants en fonction de
leur catégorie (core, flexibles partagés et non partagés par MIT9312). Les diagrammes
circulaires illustrent la proportion de COGs associés aux catégories core (noir), flexibles parta-
gés par MIT9312 (bleu) et non partagés par MIT9312 (jaune). La taille des diagrammes est
proportionnelle au nombre n de COGs (au moins une observation ; de 10 a 100 observations ;
plus de 100 observations).

Pour I’ensemble des sous-populations étudiées, les couples donneur / receveur im-
pliqués dans les recombinaisons récentes ont €té identifiés. Ils s’apparentent respective-
ment a une sous-population donnée et a un ou plusieurs SAGs au sein d’une sous popula-
tion. Si la part des sous-populations donneuses peut étre estimée directement a partir de

leur dénombrement dans les événements de recombinaison récents, la part des différentes
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sous-populations au sein des SAGs receveurs dépend du nombre de SAGs constituant

chacune des populations analysées et est proportionnelle a la complétude de ces derniers

(Figure 5.8).
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On constate que la part des sous-populations en tant que clades donneurs ou receveurs est
différente et cette part est également différente en fonction des catégories de COGs.
Quelles que soient les catégories de COGs, les clades C1 et C3 (qui représentent respecti-
vement 60 et 15 % du jeu de données en termes de nombre de SAGs, mais aussi 30 et
13 % du jeu de données en termes d’assemblage) sont les récipiendaires principaux de ces
événements de recombinaison récents (Figure 5.9). Pour les COGs core, les résultats
montrent que le clade C8 (4,6 % des SAGs, 4,1 % de 1’assemblage) ainsi que, dans une
moindre mesure, les clades C2 (9,2 % des SAGs, 12,8 % de 1’assemblage) et C9, re-
coivent beaucoup de matériel. Les clades C4 et C5, en revanche, seraient faiblement re-
présentés parmi les receveurs. Pour les COGs flexibles communs a MIT9312, tous les
clades sont récipiendaires d’événements récents alors que seuls les clades C1 a C4 et C9

le sont pour les COGs flexibles SAG-spécifiques.
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Figure 5.9. Représentation des recombinaisons récentes montrant les interactions
donneur / receveur entre clades. L'ancestralité des événements de recombinaison a été dé-
finie a 'aide de I'outil fastGEAR (Mostowy et al., 2017). Les couples donneur / receveur ont
été identifiés pour les COGs recombinants des catégories (A) core, (B) flexibles communs a
MIT9312 et (C) SAG-spécifiques. Certains donneurs correspondent au génome de référence
MIT9312 alors que d'autres sont extérieurs au jeu de données analysé et regroupés sous le
terme externe.

Concernant les donneurs, il n’est possible de considérer que les clades auxquels ils appar-
tiennent. La fréquence a laquelle ces clades donneurs participent effectivement a des évé-
nements de recombinaison ne semble pas dépendre de la taille des clades (Figure 5.9).
Ainsi, a titre d’exemple, aucun couple n’est observé avec pour donneur le clade C3 et
pour receveur le clade C1 (Figures 5.9A et 5.8B), alors que ces deux clades sont les plus
représentés au sein de notre jeu de données (52 SAGs pour C1 et 13 pour C3). De méme,
les clades C4 a C9, faiblement représentés en termes de nombre de SAGs, prennent part a
autant d’événements, en tant que donneurs, que les clades C1, C2 ou C3. Par ailleurs, la
proximité phylogénétique ne semble pas affecter la proportion de clades donneurs. Bien
que le couple C1 / C2 —les deux clades les plus proches phylogénétiquement — soit le plus
représenté pour les COGs core (Figure 5.9A), ceci n’est pas vérifi¢ pour les COGs

flexibles partagés ou non par le génome de référence MIT9312 (Figures 5.9A et B).
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Toutes ces disparités sont plus marquées pour les COGs flexibles SAG-spécifiques (Fi-
gure 5.9C), sans doute du fait du plus faible nombre d’événements de recombinaison qui
leurs sont associés.

Concernant les recombinaisons ancestrales, il est possible d’identifier un couple
donneur / receveur sans pour autant inférer une direction aux événements de recombinai-
son, ni connaitre avec exactitude 1’origine du fragment transféré. Ainsi, de par la nature
méme des événements et de leur ancestralité, un couple s’apparente a deux sous-popula-
tions. Seuls sept événements ancestraux de recombinaison ont été détectés dans les COGs
clade-spécifiques, ils ne sont donc pas montrés. Les profils de recombinaison ancestrale
des COGs core et flexibles communs & MIT9312 sont quant a eux relativement similaires

(Figure 5.10).

C2

C3

C4

C5

C8

C9

MIT9312

Figure 5.10. Représentation des événements de recombinaisons ancestrales montrant
les interactions entre clades. L'ancestralité des événements de recombinaison a été définie
a I'aide de l'outil fastGEAR (Mostowy et al., 2017). Les couples de clades ont été identifiés
pour les COGs recombinants des catégories (A) core et (B) flexibles communs a MIT9312.
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Les sous-populations C1 et C8 sont majoritairement représentées. Ceci suggere que la dé-
tection des événements ancestraux serait indépendante de la taille des clades — le clade C8
n’étant constitué¢ que de quatre SAGs. Elle serait également indépendante de la proximité
phylogénétique — les couples C4 / C1, C8 / C1 ou C8 / C5 ont une occurrence équivalente
a celle du couple constitu¢ des sous-populations C1 / C2 ayant récemment divergé (Figure

5.11).

—e— Core
—eo— Flexibles - partagés par MIT9312

Occurrence

C2/C1
C3/C2A
C4/C1 A
C4/C2H
C4/C3+
C5/C1 A
C5/C2A
C5/C3H
C5/C4+
C8/C1 A
C8/C2A
C8/C3 A
C8/C4+
C8/C51
C9/C1A
C9/C2H
C9/C3H
C9/C4+
C9/C5+
C9/C8A
MIT9312 / C1 |

MIT9312/ C3 A
MIT9312/ C4
MIT9312/ C5
MIT9312/ C8
MIT9312/ C9

Couple donneur / receveur

Figure 5.11. Représentation de I'occurrence des couples donneurs / receveurs impli-

qués dans des événements de recombinaisons ancestrales.

Il semblerait que I’implication des clades C1 et C8 soit majoritairement dictée par I’abon-

dance relative des cellules apparentées a ces deux clades dans I’environnement (Table

5.5).
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Tableau 5.5. Abondance relative des clusters d’'ITS obtenue pour chaque clade a par-
tir des données de SCG (Kashtan et al., 2014). Au total, 1 381 séquences d'ITS, ampli-

fies et séquencées suite au tri des cellules par cytométrie en flux, ont été obtenues pour trois

campagnes d'échantillonnage (automne, hiver, été) et correspondent & Prochlorococcus, éco-

type HL. Pour chaque sous-population, I'abondance relative (4 se) a été estimée, et refléte
un pourcentage de la population totale.

Cl1
C2
C3
C4
C5
C8
C9

166

Automne
144 £ 1,6
1,5 +£0,9
29 + 0,8
0,8 £0,5
0,4 £ 04
20,6 £ 2,2
6,6 £ 0,2

Hiver
33 +0,8
0,9 £0,3
2,8 £ 0,7
1,5 +£0,2
0,4 +0,2

17,5 £ 1,9
9,7 + 24

Eté
17,8 + 1,6
1,3 + 0,4
43 + 1,1
0,3 + 0,2
0,2 + 0,2
13,9 + 1,6
9,2 + 0,3
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6.1. Diversification des populations et adaptation de niche

Les mod¢les d’évolution associés aux concepts de différenciation des especes
mettent en avant des processus de balayage sélectif a I’échelle des geénes (BSC) ou a
I’échelle des génomes (ESC). La spéciation de populations bactériennes pour leur adapta-
tion a des niches spécifiques est par ailleurs documentée non seulement pour des
individus dans un contexte expérimental (Wiser ef al., 2013), mais également pour des in-
dividus dans un contexte environnemental (Shapiro et al., 2012; Kent ef al., 2016; Larkin
etal.,2016).

Dans le cadre de cette thése, ’analyse phylogénétique basée sur la concaténation des
COGs core présents en copie unique et 1’analyse des ANI pour les sous-populations de
I’écotype HLII du genre Prochlorococcus provenant des BATS ont donné des résultats qui
corroborent ceux générés par I’analyse des séquences de I'ITS (Kashtan et al., 2014) et
des segments génomiques strictement identiques entre paires de génomes (Arevalo et al.,
2019). En effet, quelle que soit I’approche utilisée, les résultats obtenus montrent une
structuration en clades, ce qui pourrait refléter une partition ancienne de ces sous-popula-
tions, en lien avec une adaptation a différentes niches écologiques. Cette hypothese est
supportée, d’un point de vue génétique, par la prédominance d’all¢les différents pour les
genes core, fixés au sein de sous-populations, et associés a des ensembles de genes
flexibles spécifiques des sous-populations (Kashtan et al., 2014). Elle I’est également
d’un point de vue écologique par I’observation de variations de I’abondance relative de
ces sous-populations en fonction des saisons, ce qui refléte une réponse potentiellement
adaptative aux conditions environnementales, bien que les moteurs de cette différencia-
tion restent incertains (Larkin er al,, 2016). En revanche, d’un point de vue évolutif,
aucune adaptation de niche ne peut étre avancée, dans la mesure ou aucune empreinte de
sélection positive n’a été mise en évidence a 1’échelle des COGs, les ratios dN/dS estimés
soutenant globalement des pressions de sélections négatives a la fois inter- et intra-clades.
Sur la base d’un modele d’évolution des génomes, Marttinen et collaborateurs
(2015) montrent que la recombinaison peut tout ou partie expliquer la structuration des
populations bactériennes dont la diversité génétique est limitée, sans implication d’adap-
tation de niches. Ainsi, il pourrait ne pas étre nécessaire d’invoquer des processus

adaptatifs pour expliquer la structuration en clades de cette population HLII. Cependant,
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lors de I’é¢tude des especes dominantes de I’intestin humain, des résultats similaires ont
¢été obtenus et ont conduit les auteurs de ces travaux a suggérer que la sélection positive,
si elle est présente, ne peut I’emporter sur le signal de sélection négative (Garud et al.,
2019).

A T’échelle des SAGs étudiés, I’analyse des signatures de sélection a mis en lu-
micre une pression de sélection négative (estimée ici par une analyse de dN/dS), dont
I’intensité varie selon la nature des COGs, i.e., core ou flexibles et leur appartenance au
backbone ou aux ISLs (Chapitre 4, Figures 4.10 et 4.11). Pour exemple, la concentration
dans des 1lots spécifiques (ISL2 et ISL2.1) de COGs communs a I’ensemble des sous-po-
pulations et soumis aux contraintes sélectives les plus fortes suggere que certains décrits
comme flexibles a 1’échelle du genre sont en passe d’étre fixés (i.e., devenir core) dans
celles-ci. Ceci rejoint les conclusions faites par Avrani et collaborateurs (2011) pour
ISL2.1 a I’échelle de la diversité globale de I’écotype HLII. Les trés fortes valeurs de Fsr
dans ces ilots révelent par ailleurs une diversité allélique au sein de ces COGs (Figure
6.1) qui pourrait soutenir la séparation de niches écologiques associées aux différents
clades. Cette hypothése rejoint les propositions de Kashtan et collaborateurs (2014) faites
sur la base d’une analyse des Fsr sur les génes core.

Ceci est également soutenu par les caractéristiques évolutives et fonctionnelles de certains
COGs présents dans ces ilots. A titre d’exemple, deux COGs présents dans ISL2 codent
des protéines liées a I’utilisation des phosphonates, généralement retrouvées chez des or-
ganismes évoluant dans des environnements pauvres en phosphore (Feingersch et al.,
2012). Les individus appartenant a I’écotype HLII sont globalement retrouvés dans les
eaux de surface dont la concentration en phosphore est limitée, et ainsi la diversité des
genes et des alleles associés au métabolisme du phosphore serait directement liée a la dis-

ponibilité de cet élément (Martiny ef al., 2006, 2009; Coleman and Chisholm, 2010).
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Figure 6.1. Distributions des valeurs de Fs; dans les COGs core et flexibles partagés
ou non par le génome de référence MIT9312 en fonction des compartiments géno-
miques (backbone et ISLs). Les Fsr ont été calculés par Kashtan et al. (2014) afin
d'évaluer la différenciation génomique entre les sous-populations. Rouge : moyenne + écart-
type (sd) ; blanc : génes core, gris clair : génes flexibles partagés par MIT9312 ; gris foncé :
genes flexibles non partagés par MIT9312.
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6.2. Organisation du génome et fluidité du pangénome

Au cours de leurs travaux, Lopez-Pérez et collaborateurs (2014) ont défini deux
types d’ilots génomiques, des ilots dits « de remplacement », caractérisés par la présence
de genes non-homologues mais codant pour des fonctions semblables, et des ilots dits
« additifs » qui affichent une variabilité de contenu en génes du fait de HGTs via des ¢l¢é-

ments génétiques mobiles (Figure 6.2).

A Replacement fGl

B Additive fGI

tRNA IS element

Figure 6.2. Représentation schématique de I'organisation des ilots de remplacement
(A) et additifs (B) (Rodriguez-Valera et al., 2016). Pour les ilots de remplacement (A),
les lettres, symboles et chiffres indiquent des génes non-homologues alors que les régions gri-
sées représentent des régions synthéniques et homologues. Pour les flots additifs (B),
plusieurs « cassettes » sont identifiées par différentes lettres et couleurs. Celles-ci sont enca-
drées par des ARNt et des éléments génétiques mobiles, comme des séquences d'insertion
(IS), les deux jouant un réle dans les transferts horizontaux. fGl : ilots génomiques flexibles.
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Sur la base de cette définition, I’intervalle génomique compris entre ISL3 et ISLS, avec
une pression de sélection négative relachée et des COGs peu partagés entre sous-popula-
tions, pourrait s’apparenter a un ilot génomique additif. En revanche, I’assimilation de
ISL1, ISL2, et ISL2.1 a des ilots de remplacement semble plus osée, malgré la présence
de COGs flexibles sous forte pression de sélection, largement partagés entre sous-popula-
tions et associés aux catégories fonctionnelles « Processus cellulaires et signalisation »,
« Transport et métabolisme des ions inorganiques » et « Mécanismes de défense ».
Contrairement aux deux autres ISLs, ISL2 aussi affiche un pourcentage de recombinaison
parmi les plus élevés le long du génome (Figures 5.4 et 5.6 ; Tableau 5.2), une caractéris-
tique observée pour des ilots de remplacement ayant subi un événement récent (Lopez-
Pérez et al., 2014).

Par ailleurs, Lopez-Pérez et al. (2014) ont également montré que les lots de rem-
placement sont la cible d’événements de recombinaison fréquents impliquant des
ensembles de génes nécessaires a la réalisation d’une fonction plutdt que des genes isolés.
Ces événements sont facilités par la forte conservation de séquences maintenue au voisi-
nage des ilots. Ceci rejoint la notion d’ilots de variabilité introduite par Oliveira et
collaborateurs (2017), pour qui le mécanisme de recombinaison homologue repose sur la
similarit¢ de séquences entre un ADN exogene et les geénes core flanquant les ilots. Au
cours de cette these, une hétérogénéité de la longueur des fragments recombinants entre
SAGs de Prochlorococcus a été mise en évidence, associée a une distribution de valeurs
étalée vers des tailles de fragments longs. Il serait intéressant de cartographier plus fine-
ment ces fragments en fonction de leur longueur afin d’évaluer plus précisément les
propriétés des régions qui les bornent (e.g., nature des COGs, degré de conservation des

séquences) et les modalités de remplacement des genes flexibles au sein des ilots.

Les 1lots ISL2 et ISL2.1 (et plus généralement les ilots de remplacement), du fait de leur
concentration en génes flexibles essentiels pour I’ensemble des sous-populations, pour-
raient tenir lieu de «méga-loci » tels qu’ils ont été définis par Schmutzer and Barraclough
(2019). En effet, ces auteurs suggerent qu’en présence de flux de génes entre des popula-
tions divergentes, une forte proportion de génes localement adaptatifs dans un nombre
réduit de loci pourrait étre favorisée. Cela permettrait (i) de réduire I’impact négatif des
insertions des genes transférés horizontalement le long du génome et (ii) d’augmenter

I’efficacité relative de la sélection sur quelques « méga-loci » par rapport a une dispersion
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de nombreux loci a effet réduit. Ce point de vue est en accord avec 1’idée d’une coévolu-
tion entre les génomes hotes vis-a-vis de 1’intégration d’éléments génétiques mobiles sur
des sites cibles (via des intégrases par exemple), de maniere a ce que le cot i€ a la dis-
ruption de fonctions suite a leur intégration soit minimal en termes de fitness (Oliveira et

al., 2017).

Les ilots ISL3 et ISL4, composés de COGs affiliés a une grande diversité de taxa
et essentiellement spécifiques a une sous-population, pourraient étre associés a la catégo-
rie des ilots génomiques additifs. Ces caractéristiques suggerent que ces COGs ont été
acquis par HGTs. Ils sont enrichis dans les catégories fonctionnelles « Biogenése de la pa-
roi cellulaire » et « Mécanismes de défense », catégories également mises en évidence a

I’échelle des écotypes HLI et HLII par Coleman et collaborateurs (2006).

L’analyse des événements de recombinaison a 1’échelle des sous-populations a par
ailleurs montré un pourcentage ¢élevé de geénes core en copie unique impliqués dans des
processus de recombinaison (>10%) et de COGs recombinants dans les régions géno-
miques au voisinage de ISL3 et ISL4. Ces résultats soulignent I’importance des régions
conservées du backbone au voisinage des ilots additifs dans la dynamique évolutive de
ces régions. Cependant, ces COGs core affichent peu d’événements de recombinaison ré-
cents comparativement aux COGs flexibles. Ceci laisse penser que des processus autres
que la recombinaison homologue interviennent dans la dynamique de ces régions va-
riables a 1’échelle des sous-populations. En outre, il apparait qu’un nombre d’événements
de recombinaison plus important est détecté pour les COGs flexibles clade-spécifiques
que pour les COGs core ou partagés par MIT9312. Ainsi, les geénes flexibles moins
conservés a 1’échelle évolutive pourraient prendre un part importante dans la fluidité des
génomes dans ces zones de variabilité a des échelles de temps courts au sein des popula-

tions.

Les ilots génomiques additifs sont typiquement associé€s a des ¢léments génétiques
mobiles et ont des contenus en « génes cassettes » variables et généralement flanqués
d’intégrases ou de transposases (Figure 6.2) (Lopez-Pérez et al., 2014). Bien que de tels
¢léments aient longtemps été difficiles a caractériser chez Prochlorococcus, Hackl et col-
laborateurs (2020) ont récemment identifiés des éléments mobiles apparentés a des trans-
posons de type cargo nommés tycheposons. Ceux-ci contiennent des génes codant des in-

tégrases ciblant des sites spécifiques (comme des génes d’ARNt et ARNtm) ainsi que des

176



6.2. Organisation du génome et fluidité du pangénome

protéines impliquées dans les processus de réplication autonome (e.g., polymérases, pri-
mases). Ils embarquent par ailleurs de longs fragments d’ADN (>10 Kpb), porteurs de
genes de fonctions généralement inconnues, mais aussi dans certains cas, des génes de
packaging viraux ou d’interférence avec la machinerie virale (zycheposons PICI-like).
Lorsqu’ils sont annotés, ces génes révelent un large spectre de fonctions a caractere écolo-
gique, majoritairement en lien avec I’assimilation de nutriments tels que 1’azote, le phos-
phore ou le fer. Du fait de I’intégration de ces tycheposons dans les lots génomiques via
les genes cibles de type ARNt situés a proximité, un « gradient d’insertion temporel » se-
rait induit avec un matériel génétique d’autant plus récent qu’il serait proche du géne ci-

bl¢ lors de son insertion (Figure 6.3).
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Figure 6.3. Modéle proposé pour la formation d’ilots génomiques via I'activité d’élé-
ments génétiques mobiles (Hackl et al., 2020). Les éléments mobiles s'intégrent et
s'excisent au niveau du géne de I'’ARNt a I'extrémité proximale de I'flot. Le matériel génétique
introduit mais non excisé par la suite, tel que 'ADN flanquant provenant d’autres hétes et les
éléments dégénérés, s'accumule a c6té de I'ARNt et entraine un gain de génes et la crois-
sance de l'ilot. Le gain de génes est équilibré par la perte de génes et la sélection, ne
préservant que les acquisitions avantageuses qui peuvent a leur tour étre fixées dans la des-
cendance. En raison du « gradient d'insertion temporel » du processus, |'hétérogénéité intra-
clade observée est plus élevée a I'extrémité proximale de I'flot, juste a cété de I'ARNt, et di-
minue vers |'extrémité distale de I'ilot.

Il est également proposé que les tycheposons PICI-like sont en mesure de détourner la

machinerie virale lors d’une infection, leur permettant de se disséminer dans la population
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tout en réduisant I’efficacité de dissémination du phage. Cependant la majorité des tyche-
posons détectés ne semblent pas en mesure d’interférer avec les virus. Ils pourraient par
contre se propager dans les populations via la dispersion de vésicules extracellulaires,
phénomene récemment appelé vésiduction (Soler and Forterre, 2020). La production de

vésicules a en effet été décrite dans le genre Prochlorococcus (Biller et al., 2014c).
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6.3. Evolution du pangénome

L’analyse des signatures de sélection dans le génome flexible a révélé deux en-
sembles de COGs. Le premier ensemble est caractérisé par des valeurs de dN faibles et de
dS inférieures a la moyenne de celles observées pour les dS des génes core. Les COGs de
cet ensemble sont retrouvés dans tous les compartiments du génome a 1’exception de
ISLA4, et sont les composants exclusifs du génome flexible de ISL1, ISL2 et ISL2.1. Bien
que cela soit cohérent avec une sélection d’arriére plan (Price and Arkin, 2015), les
faibles valeurs de dS, entrainant des ratios dN/dS particulierement élevés, pourraient éga-
lement refléter une sélection négative sur les substitutions synonymes ou une
homogénéisation de la diversité des séquences entre les clades par RH (Hanage, 2016).
L’existence d’une faible pression de sélection négative au niveau des positions synonymes
a été¢ montrée a de nombreuses reprises, en lien avec (i) le choix d’usage de codons préfé-
rentiel induisant une meilleure fidélité et efficacité de la traduction (Gouy and Gautier,
1982; Comeron et al., 1999; Sharp et al., 2005), (i1) la régulation transcriptionnelle
(Parmley and Hurst, 2007; Thorpe ef al., 2017) ou (iii) la composition nucléotidique (GC
%) des génomes (Hildebrand et al., 2010; Rocha and Feil, 2010; Raghavan ef al., 2012).
Cette derni¢re hypothése est proposée pour expliquer la faible teneur en nucléotides GC
des génomes de 1’écotype HLII (autour de 30%), traduisant une adaptation a un environ-
nement oligotrophe (i.e., faible teneur en azote et phosphore) (Grzymski and Dussaq,
2011; Giovannoni et al., 2014). Cette hypothese s’applique cependant a 1’ensemble du gé-
nome, et ne permet pas d’expliquer les profils de dN et dS associés aux COGs des ISL1,
ISL2 et ISL2.1. Aucune sélection transcriptionnelle/traductionnelle n’a en revanche été

détectée (Yuet al., 2012; Batut et al., 2014).

D’apreés des analyses évolutives réalisées sur les génomes, les variations du génome
flexible seraient liées aux HGTs (i.e., intégration de génes non-homologues), tandis que la
RH contribuerait a I’homogénéisation du génome core (i.e., conversion génomique) (Polz
et al., 2013). La forte similitude des séquences associées aux COGs caractérisés par des
valeurs de dN faibles, notamment ceux retrouvés dans ISL2 et ISL2.1 en passe de devenir
core dans les sous-populations, pourrait dés lors résulter de RH. De plus, celle-ci pourrait

également augmenter 1’efficacité de la sélection en réduisant I’effet Hill-Robertson (perte
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de diversité génétique du fait d’une réduction de 1’efficacité de la sélection dans les popu-
lations de petite taille) (Hill and Robertson, 1966). Dans un contexte de populations
structurées, la RH inter-clade pourrait également augmenter la taille efficace des popula-
tions (Ne) pour les génes dont la circulation s’étendrait au-dela des sous-populations, tout
en limitant la différenciation des clades dans une gamme de divergence limitée (Marttinen
et al., 2015). Ceci est conforme a la nature combinatoire des différents alleles portés par
les geénes core du backbone et des genes flexibles, comme le proposent Kashtan et colla-
borateurs (2014) pour les genes liés a I’adaptation aux fortes intensités lumineuses ou aux

phosphonates.

Le deuxieme ensemble de COGs, principalement retrouvé dans ISL3, ISL4 et
ISLS, est caractérisé par un relachement des contraintes sélectives associées a des valeurs
de dS élevées, suggérant des événements de HGTs (Castillo-Ramirez et al., 2011). En
outre, I’analyse taxonomique de ces COGs a montré qu’ils étaient majoritairement affiliés
a des taxa autres que les cyanobactéries. Les HGTs sont reconnus comme étant un moteur
de 1'évolution, contribuant a l'adaptation des organismes aux environnements changeants
par I'expansion et la conversion de familles de génes (Ochman et al., 2000; Gogarten et
al., 2002; Wiedenbeck and Cohan, 2011). Par conséquent, la surreprésentation des genes
impliqués dans les « Mécanismes de défense » ou la « Biogénése de la paroi cellulaire »
dans ISL3 et ISL4 refléterait l'acquisition de genes qui pourraient étre transitoirement
adaptatifs, comme par exemple, lors des périodes d'infection par des phages (Coleman et
al., 2006; Kettler et al., 2007; Avrani et al., 2011). Cependant, les HGTs adaptatifs sont
principalement documentés pour les génes présentant un avantage sélectif important, ce

qui pourrait ne pas étre vrai pour la plupart d'entre eux.

Dans le cas d'un HGT quasi neutre, la sélection dépend de Ne (Kuo ef al., 2009). Pour
Mclnerney et collaborateurs (Mclnerney et al., 2017), étant donné qu'une grande Ne aug-
mente de fait l'efficacité de la sélection, le génome flexible est essentiellement adaptatif,
les genes 1égérement déléteres acquis étant rapidement éliminés. Cependant, il est égale-
ment attendu que ces populations portent un nombre plus important d’alleles quasi
neutres. Ainsi, I’hypothése d’une évolution neutre du pangénome ne peut étre rejetée,
dans la mesure ou celle-ci est alors plus parcimonieuse (Baumdicker et al., 2012; Andrea-
ni et al., 2017; Vos and Eyre-Walker, 2017). Dans un troisiéme modele, celui de barriére a

la dérive — ou drift-barrier model (Lynch, 2010; Bobay and Ochman, 2018), la perte de
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genes flexibles est aléatoire pour une population avec une petite Ne, alors qu’une grande
Ne augmente :
* la proportion de genes avec un coefficient de sélection s < 0, qui sont alors
pergus comme déléteres ;
* la probabilité de fixation des génes légerement avantageux ;
* le temps de fixation ou la perte de geénes quasi neutres, et donc la taille et la
diversité du génome flexible.
Il a été proposé que la taille du pangénome chez Prochlorococcus pourrait provenir de
leur grande Ne [estimé entre 10° (Price and Arkin, 2015) et 10'* (Kashtan et al., 2014)].
Cependant, dans le cas de populations structurées, comme on 1’observe ici, 1'évolution
d'un géne presque neutre acquis a partir d'une lignée €loignée pourrait étre limitée au
clade dans lequel il a été introduit. Ainsi, un HGT distant pourrait évoluer dans un
contexte de Ne inférieure a la taille de la population totale, un schéma qui pourrait expli-
quer les caractéristiques de ISL4 (c'est-a-dire enrichi en COGs spécifiques a un clade, im-
pliqués dans des mécanismes de défense et affiliés a des taxa autres que les cyanobacté-
ries). Cependant, la Ne associée aux génes transférés pourrait également étre ¢largie, par
exemple par des événements locaux de RH, favorisant une empreinte sélective et la per-
sistance de geénes acquis avec un effet marginal. L'apparition a la fois de HGTs (dS élevés
avec affiliation incertaine) et de génes sélectionnés (dN/dS faibles avec affiliation a Pro-

chlorococcus) dans les ISL3 et ISLS pourrait étre le résultat de tels processus.
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6.4. Conclusions et Perspectives

6.4.1. Résumé des principaux résultats

Les travaux réalisés au cours de cette thése visaient a mieux comprendre les méca-
nismes mis en jeu lors de la différenciation de populations bactériennes libres de
I’environnement, avec pour modele un ensemble de SAGs de sous-populations cooccur-

rentes de 1’écotype HLII de Prochlorococcus.

Une partie de mes recherches a tout d’abord porté sur une analyse du pangénome en
termes de contenu en genes. Celle-ci a révélé la nature ouverte du pangénome a cette
échelle de diversité, en accord avec une augmentation du nombre de SAGs se traduisant
par une augmentation du nombre de COGs, pour la plupart SAG-spécifiques. Ce pangé-
nome se caractérise, par ailleurs, par un paysage génomique comprenant des régions
conservées (backbone) et variables (ISLs) — constituées majoritairement de génes core et
de génes flexibles, respectivement. Dés lors, je me suis intéressée aux raisons de cette or-
ganisation des COGs des génomes core et flexible, tant d’un point de vue fonctionnel
qu’évolutif. Une répartition non aléatoire des fonctions portées par les genes flexibles, as-
sociée a une dynamique évolutive différente des compartiments génomiques, a ét€ mise
en évidence. Cette observation améne a la question de la relation entre les flux de génes,
via des événements de recombinaison, et cette compartimentation. Ainsi, des point chauds
de recombinaison ont été détectés au sein des génomes de ’ensemble des clades, suggé-
rant une répartition spatiale particuliere de ces événements, dont il reste a déterminer si
elle est la cause d’une occurrence non aléatoire de ces événements ou le fruit d’une réten-

tion différentielle des séquences recombinantes le long du génome.

6.4.2. Limites associées aux données issues de séquencage SCG

Par le biais de cette étude, il a été montré que le choix du jeu de données est d’une

grande importance. Un jeu de données réduit aux seuls SAGs les plus complets entraine-
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rait une interprétation erronée de la nature du pangénome, avec une sur-estimation du

nombre de COGs clade-spécifiques.

Parallélement aux problémes de complétude, les projets de séquencage SCG restent en-
core relativement peu développés a grande échelle. Est-il alors envisageable d’étudier la
dynamique des génomes, a 1’échelle des populations, a partir de I’assemblage de métagé-
nomes ? En effet, a ce jour, les données métagénomiques provenant d’une large sélection
d’écosystémes constituent la majorité des séquences disponibles dans les bases de don-
nées publiques (Qin et al., 2010; Bork et al., 2015). De plus, I’analyse des métagénomes a
I’échelle populationnelle et I’étude de la diversité intra-spécifique sont devenues fami-
licres avec des outils tels que metaSNV (Costea et al., 2017), ConStrains (Luo et al.,
2015), StrainPhlAn (Truong et al., 2017), POGENOM (Sjoqvist et al., 2021), inStrain
(Olm et al, 2021) ou STRONG (Quince et al., 2021). Cependant, ces données
contiennent des éléments génomiques provenant de nombreux organismes différents et en
pratique, leur assemblage peut conduire a la reconstruction de séquences génomiques chi-
mériques (Greenwald et al., 2017). Celles-ci résultent par exemple (i) d’artefacts liés a
I’expérimentation, (ii) de 1’assemblage de régions tres similaires entre des génomes co-
existants dans une méme communauté microbienne, ou encore (iii) du choix de
I’assembleur (Sinha et al., 2015). Dans ce contexte, il apparait pertinent de proposer une
nouvelle méthodologie pour évaluer le chimérisme a I’échelle populationnelle. Celle-ci
pourrait reposer sur la simulation de métagénomes, de complexité croissante, a partir d’un
sous-ensemble des SAGs de Prochlorococcus, répartis sur différents clades (C1, C2, C3 et
C8) de I’écotype HLII et en association avec des métagénomes réels. Dans un premier
temps, les données ainsi produites pourraient étre assemblées a 1’aide de différents assem-
bleurs, sélectionnés sur la base de leur performance sur différentes communautés
microbiennes (Greenwald et al., 2017). Les contigs chimériques, provenant de 1’assem-
blage d’au moins deux SAGs appartenant a un méme clade ou a deux clades différents,
pourront étre détectés par 1’alignement des lectures sur les contigs nouvellement recons-
truits. La quantification et la mesure du chimérisme pourra alors se faire a I’aide de deux
métriques :
* D’entropie de Shannon (Shannon, 1948) pour caractériser le chimérisme au

sein d’un contig, i.e., quels SAGs / clades sont présents et dans quelle propor-

tion ? ;
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* la divergence de Kullback-Leibler (Kullback and Leibler, 1951) pour caracté-
riser le chimérisme a 1’échelle du métagénome, i.e., la distribution observée
des SAGs / clades différe-t-elle de la distribution théorique dans le métagé-

nome ?

Dans un deuxiéme temps, les facteurs qui pourraient influencer le degré de chimérisme,
tels que (i) I’abondance des SAGs / clades au sein des métagénomes simulés, (ii) la struc-
ture et la complexité de la communauté, (iii) la parenté phylogénétique et (iv) le contenu

génétique, pourront étre évalués.

6.4.3. Contraintes environnementales, flux de genes et évolution

des pangénomes

Dans une phylogénie génomique comprenant des SAGs du Pacifique et des BATS,
Kashtan et collaborateurs (2017) identifient au moins deux sous-populations co-occur-
rentes du Pacifique phylogénétiquement distinctes de celles des BATS. Les populations
de ces deux régions du globe sont par ailleurs caractérisées par des ensembles de geénes
flexibles distincts. Une analyse comparative de 1’occurrence et des processus de sélection
qui s’appliquent sur les genes flexibles contraints (comme ceux de ISL2 et ISL2.1) a
I’échelle des sous-populations Atlantique et Pacifique pourrait permettre une évaluation
plus fine du caractére essentiel et adaptatif des génes flexibles sous forte contrainte sélec-
tive.

Parallelement a 1’évaluation de cette hypothése sur différentes populations d’un méme
écotype, il serait intéressant d’étudier les populations d’autres écotypes, voire d’autres es-
peces dont on sait qu’ils répondent plus fortement aux contraintes de 1’environnement.
C’est par exemple le cas de 1’écotype HLI, pour lequel une corrélation plus forte entre

saisonnalité et facteurs environnementaux a ¢t€ observée (Larkin et al., 2016).
La répartition non aléatoire des genes flexibles et ’analyse de la RH ont permis de

mettre en évidence des compartiments génomiques particulierement soumis aux flux de

genes. De plus, il existerait une relation entre la répartition des génes transférés et 1’ances-
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tralité des événements qui leurs sont associés, apportant des éléments de réponse concer-
nant la fluidité des génomes sur différentes périodes évolutives.

Au cours de ces travaux, seuls les genes issus de RH, impliquant la conversion de
genes homologues, ont été identifiés. Il conviendrait donc d’étudier plus finement les pro-
cessus de recombinaison hétérologue et confirmer ['origine exogene des genes
potentiellement issus de HGTs (i.e., apports de matériel génétique nouveau), identifiés via
les affiliations taxonomiques, par des approches paramétriques (i.e., basées sur des signa-
tures génomiques spécifiques telles que la composition en dinucléotides GC) et
phylogénétiques.

L’évaluation des contraintes sélectives associées a I’ensemble des génes transférés (i.e.,
issus de RH et HGTs) pourrait nous éclairer sur leur trajectoire évolutive. Ceci permettrait
dans un premier temps d’établir un lien entre les gains et les pertes de génes transférés et
leur répartition spatiale dans les différents compartiments génomiques. Plus spécifique-
ment, I’analyse longitudinale des pressions de sélection permettrait de tester I’impact
relatif des tycheposons sur la dynamique évolutive des ISL1, ISL2 et ISL2.1 (potentielle-
ment lots de remplacement) versus ISL3, ISL4 et ISLS (a priori additifs), dans la mesure
ou il a été proposé I’existence d’un « gradient d’insertion temporel » des génes transférés

par le biais de ces ¢léments mobiles (Hackl et al., 2020).

Les travaux réalisés au cours de cette thése ont permis d’avancer 1’hypotheése que
I’évolution du pangénome analysé est liée a une rétention différentielle des genes transfé-
rés, conséquence d’une fluctuation de Ne le long du génome. Des variations intra-
génomiques de Ne ont d’ores et déja été constatées chez de nombreuses especes euca-
ryotes (Gossmann et al., 2011). Par ailleurs, le brassage de ces populations par le biais
d’événements de recombinaison peut engendrer une variation de Ne sur certains loci le
long du génome (Nordborg, 1997). Si les fluctuations de Ne ont été suggérées, elles ne
sont cependant pas démontrées pour notre modele d’étude. L’évaluation de Ne a 1’échelle

des genes, le long du génome, constitue donc une perspective importante de ces travaux.
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Abstract

Bacterial populations differentiate over time and space to form distinct genetic units.
The mechanisms governing this diversification are presumed to result from the eco-
logical context of living units to adapt to specific niches. Recently, a model assum-
ing the acquisition of advantageous genes among populations rather than whole
genome sweeps has emerged to explain population differentiation. However, the
characteristics of these exchanged, or flexible, genes and whether their evolution is
driven by adaptive or neutral processes remain controversial. By analysing the flex-
ible genome of single-amplified genomes of co-occurring populations of the marine
Prochlorococcus HLII ecotype, we highlight that genomic compartments - rather
than population units - are characterized by different evolutionary trajectories. The
dynamics of gene fluxes vary across genomic compartments and therefore the ef-
fectiveness of selection depends on the fluctuation of the effective population size

along the genome. Taken together, these results support the drift-barrier model of

bacterial evolution.

KEYWORDS

analyses

1 | INTRODUCTION

The diversification of free bacterial species in the environment is as-
sumed to result from their adaptation to specific ecological niches.
However, the full understanding of the forces driving these differ-
entiations also relies on evaluating their genome dynamics, in light
of populational mechanisms such as selection, genetic drift and re-
combination. Based on general species definition by Mayr (1942),
populations result from gene flow discontinuities within a species,
leading to genetically cohesive units that can be distinguished ac-
cording to their genome characteristics. However, this definition of
species hardly applies to bacteria as population boundaries remain
elusive due to gene fluxes occurring even among distant relatives.
Likewise, gene content variations of conspecific organisms, which
gave rise to the concept of pangenome (Medini et al., 2005; Tettelin
et al., 2005), blur the genetic cohesion of the microbial population.

Yet analyses based on comparative genomics have also suggested

bacterial genome diversity, evolutionary mechanisms, pangenome, Prochlorococcus, single-cell

that high recombination rates lead to the exchange of advantageous
genes within a bacterial population (Cadillo-Quiroz et al., 2012;
Shapiro et al., 2012). These genes, rather than genomes, would
sweep through the evolving population, leading to both its genetic
cohesion and ecological differentiation at the species level. Genes
acquired by horizontal transfer are indeed frequently reported as
adaptive (Mclnerney et al., 2017; Sela et al., 2016). However, it has
also been suggested that the distribution of flexible genes could be
neutral (Baumdicker et al., 2012). Furthermore, species with larger
effective population size (N,) have greater genetic diversity, and by
extension a highly diverse pangenome (Andreani et al., 2017). As N,
affects the effectiveness of selection, it may impact the number of
flexible genes that would be retained through selection (Bobay &
Ochman, 2018).

In recent years, the tremendous progress of single-cell genom-
ics (SCG) has greatly improved the sampling of coexisting subpop-

ulations. This progress allowed the investigation of the factors
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that govern the diversification of the microbial genome structure
and organization at a finer scale, such as for Prochlorococcus mari-
nus. This cyanobacterium is one of the most abundant photosyn-
thetic species in the ocean euphotic zone, responsible for up to
10% of the marine primary productivity (Flombaum et al., 2013;
Partensky et al., 1999). Its genetic diversity spans at least 12 dis-
tinct ecotypes (Biller et al., 2014; Kashtan et al., 2014; Malmstrom
et al., 2010; Moore et al., 1998; Rocap et al., 2003), broadly sep-
arated into high-light (HL) and low-light (LL) ecotypes. All these
ecotypes were shown to contain different sets of functional genes
and to adjust differently to environmental changes, suggesting
a stable niche partitioning of ecologically distinct groups (Kent
et al., 2016; Larkin et al., 2016). From a large-scale SCG approach
it was recently proposed that Prochlorococcus populations in the
Atlantic Ocean are composed of hundreds of subpopulations re-
sulting from an ancient niche partitioning (Kashtan et al., 2014)
and that population differentiation was occurring among
Prochlorococcus (Stolyar & Marx, 2019). Coexisting subpopulations
showed a fine-scale sequence diversity, i.e., a “genomic backbone”
comprised primarily of within subpopulations core genes with dis-
tinct fixed alleles and several genomic islands (ISLs) mostly com-
posed of flexible genes in combination with specific core alleles or
shared among different backbones (Kashtan et al., 2014). This, in
addition to the large population size and open pangenome of the
Prochlorococcus genus, makes it a valuable taxon to study pange-
nome evolution.

On the basis of the work of Kashtan et al. (2014), who sug-
gest that variations in co-occurring subpopulations within the
Prochlorococcus HLII ecotype are targeted on specific genome re-
gions, we investigate the evolutionary underpinnings of bacterial ge-
nome differentiation among these subpopulations, with a focus on
the flexible genome. By analysing synonymous versus nonsynony-
mous substitution rates (dN/dS) of single-amplified genomes (SAGs),
we assess the nature and strength of selection on genomic com-
partments (core versus flexible, backbone versus ISLs). Overall, de-
spite clear delineation of these subpopulations according to genome
phylogeny, average nucleotide identity (ANI) analysis and content in
flexible genes, we do not find significant differences in average dN/
dS among clades. However, by analysing the evolutionary rates of
clusters of orthologous genes (COGs), we demonstrate that ISLs are
characterized by differences in selective pressures that shed light
on different evolutionary trajectories. This variation in the efficacy
of selection - associated with distinct sets of genes in specialized
genomic compartments - could result from the fluctuating N, along

the genome.

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | SAG data sets

In total, 87 SAGs of the marine cyanobacterium Prochlorococcus

belonging to the HLIl ecotype (Table S1) were examined to

investigate the evolutionary dynamics of free-living bacteria.
These SAGs were a subset of 96 SAGs collected at the Bermuda-
Atlantic Times-series Study (BATS) site, during three samplings be-
tween November 2008 and April 2009 (Kashtan et al., 2014). The
original set was reduced only to SAGs assigned to the seven phy-
logenetically delineated subpopulations distributed among three
clusters defined at 98% identity of the ITS (Kashtan et al., 2014),
i.e., C1 to C5 within the cluster cN2, C8 within the cluster c9301
and C9 within the cluster cN1, and also excluded the contami-
nated SAG 518D8. The SAG sequences were downloaded from the
National Center for Biotechnology Information (NCBI) (Table S2).
Their assembly size ranged from 0.37 to 1.62 Mb, with an aver-
age GC content of 31.3%. We used CheckM (Parks et al., 2015) to
estimate their completeness and contamination (Figure S1). Their
completeness approximated 8.6%-97.4%, with ~14% of SAGs
being classified as partial (<50% of completeness; with an over-
representation of SAGs from C1 clade [7 over 12]), ~45% as sub-
stantial (250%-70% of completeness), ~19% as moderate (270 to
90% of completeness) and ~21% as near-complete (>290% of com-
pleteness; fairly distributed over all clades, including those with
a small number of SAGs). They all had less than 2.3% contamina-
tion (Figure S1b). Because of synteny of the HLII Prochlorococcus
ecotype genomes (Yan et al.,, 2018) and to limit the complexity
of the information, we used a reference genome in all analyses
performed. We needed a reference genome that (i) did not branch
with any clades studied (that excludes two cultured strains, i.e.,
MIT9301, AS9601); (i) with a close relatedness with all clades; and
(iii) but not too much either (excluding the three most distant, i.e.,
MIT9107, MIT9123 and MIT9116, and those closest to MIT9301
and AS9601; [Kent et al., 2019]). Among the three remaining (i.e.,
MIT9302, MIT9311 and MIT9312), P. marinus str. MIT9312 (acces-
sion number ABB49062.1) was chosen because it historically de-
notes the eMIT9312/HLII ecotype (Biller et al., 2014). Its genome,
1.71 Mb in size and with an average GC content of 31%, contained
1,962 CDS and showed the presence of six ISLs scattered all along
its genomic backbone (Avrani et al., 2011; Table S3).

2.2 | Genome scale comparisons

The ANI allowed for the delineation of operational units at the ge-
nome level (Varghese et al., 2015). ANI was calculated both within
and among subpopulations using the pyani package (Pritchard
et al., 2016). It was estimated by aligning fragments of 1,020 nt
(Klappenbach et al., 2007) with BLASTN+ (Altschul et al., 1990;
Camacho et al., 2009) and averaging the sequence identity between
pairs of genomes.

Genome synteny analysis was performed on the MIT9312 ref-
erence genome and representative SAGs were selected for each
subpopulation (the largest ones). The whole genome alignment
and the detection of LCBs were generated using Mauve 2.4 with
the progressiveMauve algorithm (Darling et al., 2010) and default

settings.
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2.3 | COG assignments

Overall, 7,125 COGs previously defined (Kashtan et al., 2015) were
analysed. These COGs were determined by inferring pairwise homolo-
gous relationships using the method described by Kelly et al. (2012).
Briefly, they first assigned orthology relationships between genes using
reciprocal best BLASTP hits (e-value < 1e-5; sequence identity > 35%;
alignment length > 75% of the length of the shorter protein of the two
compared) followed by transitively clustering orthologs together. They
then built Hidden Markov Model (HMM) profiles (Eddy, 2009) of each
cluster to integrate most divergent homologous genes missed by the
BLAST approach. It is assumed that homologous relationships are tran-
sitive within a COG,; thus, all genes from a cluster are homologous to
any other gene in the cluster.

First of all, we looked at for the balance between completeness
and number of SAGs, some of them having less than 50% complete-
ness, which could affect the result of the analysis. As we showed
that many SAGs, even incomplete, were more informative than a re-
duced set of complete SAGs (Figure S2), they were all considered in
the subsequent analysis as well as all COGs. Of all the 7,125 COGs,
1,410 were identified as core (Table S4; Figures S3 and S4a), namely,
common to the available genomes for cultured strains of the HLII
ecotype (i.e.,, MIT9311, MIT9314, MIT9401, MIT9301, MIT9312,
MIT9107, MIT9201, MIT9321, MIT9202, MIT9215, SB, GP2, and
AS9601), among which 1,397 were composed of single-copy genes.
The remaining COGs were considered as flexible (5,715 COGs in
total) and were either shared by some but not all cultured strains
(11.35%) or specific to SAGs. Flexible COGs detected in at least
one SAG but absent from the MIT9312 reference genome were as-
signed to a genomic compartment (i.e., ISLs or genomic backbone)
according to the location of the closest pair of genes referenced
in MIT9312 that bounded these flexible COGs (Figure S3). We as-
sumed that if two contiguous genes found in MIT9312 belonged to
a unique compartment, the flexible genes between them also be-
longed to this compartment, otherwise they were classified as “am-
biguous”. The compartment assignment was subsequently inferred
at the COG level on a majority rule basis. However, since flexible
COGs might contain genes located in different compartments, the
Shannon entropy was computed (a) to evaluate the variability of
compartment assignments at the gene level within a COG (a higher
Shannon entropy reflected a higher variability of the gene distribu-
tion in the different compartments for the concerned COGs); and (b)
to assess the accuracy of compartment assignment at the COG level
compared with its genes (a lower Shannon entropy reflected a more
representative location at the COG level). For each COG, entropy
was calculated as follows:

Hix)=— Z P;log,P: 1
=1

where n is the number of genomic compartments (ISL1; ISL2; ISL2.1;
ISL3; ISL4; ISL5; backbone; ambiguous) and P.is the proportion of genes

arising from genomic compartment i within the COG.

2.4 | Taxonomic affiliation and functional
enrichments

For each core and flexible COG, functional and taxonomic annota-
tions of the genes they contained were performed using BLASTP
against the EggNOG v4.5 database (Huerta-Cepas et al., 2016). Only
genes with a minimum length of 60 amino acids and hits with an e-
value lower than 1le-5, a minimum alignment coverage of 50% and
an identity of 30% were kept. Since all genes within a COG may not
have a unique taxonomic affiliation, we defined a category called
“uncertain”, which standed for COGs encompassing genes at least
affiliated with Prochlorococcus and/or Synechococcus and with other
bacterial taxa. For each COG, a preliminary allocation of their genes
to the different EggNOG functional categories was also performed.
Genes from the “Poorly characterized” category were discarded
from the functional analyses. The gene functional enrichment was
subsequently assessed by computing observed/expected (O/E) ra-
tios of functional categories according to the genomic location or
taxonomic affiliation of corresponding genes. The expected values
were obtained by multiplying the number of genes (core or flexible
genes as a function of their genomic location or taxonomic affilia-
tion) by the percent of total genes in each functional category. The

enrichments were tested through chi-squared tests.

2.5 | Multiple sequence alignments and
phylogenetic analysis

For each core and flexible COG, gene sequence alignments were
performed at the amino acid level using MAFFT v7.271 (Katoh &
Standley, 2013) (linsi option), and DNA sequences were imposed
on the protein alignments (tranalign, EMBOSS v6.6.0.0) (Rice
et al., 2000). Gaps were deleted with Gblocks (Castresana, 2000; al-
lowing smaller final blocks with gap positions).

The trimmed alignments of single-copy core COGs found in
both the MIT9312 reference genome and at least one SAG of each
subpopulation were concatenated with missing sequences treated
as gaps. A maximum likelihood tree was inferred with PhyML v3.0
(Guindon et al., 2010), using a GTR + | + G model of evolution, as
determined by jModelTest v2.1.10 (Darriba et al., 2012), and a boot-
strap threshold of 100.

2.6 | Substitution rates estimation

The nonsynonymous substitutions per nonsynonymous site (dN),
the synonymous substitutions per synonymous site (dS) and their
ratio (dN/dS) were estimated for all single-copy COGs common to
MIT9312 (either core or flexible) and for flexible single-copy COGs
not found in MIT9312 but common to at least two subpopula-
tions. Nonsynonymous and synonymous substitution rates were
calculated using the maximum likelihood method as implemented
in codeml from PAML v4.8a (Yang, 2007; Yang & Nielsen, 2000).
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Maximum likelihood phylogenetic trees were computed for each
COG with the GTR + G model as implemented in PhyML v3.0
(Guindon et al., 2010).

The COGs data set was clustered according to dN, dS and
dN/dS values using k-means clustering (Hartigan & Wong, 1979).
The optimal number of clusters defined by the elbow method

was five.

3 | RESULTS

3.1 | Prochlorococcus co-occurring subpopulation
phylogenetics

We analysed 87 SAGs of the HLII ecotype (Table S1) spread over
three clusters, i.e., cN2, c9301 and cN1 as defined by phylogenetic
analysis of their ITS by Kashtan et al. (2014). Using a whole-genome
sequence phylogeny, they showed that these SAGs were distrib-
uted over seven major subpopulations (C1 to C5, C8 and C9), also
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referred to as clades throughout the paper. Despite their congru-
ency with both phylogenies supporting the same subpopulation de-
lineation, the tree based on whole-genome sequences did not follow
the monophyly of the three clusters defined with ITS sequences. To
reinforce these data, we inferred a maximum likelihood phylogeny
from the concatenated alignment of 1,202 core genes, using the
MIT9312 strain as the outgroup (Figure 1a). Our results confirmed
the robust delimitation of clades (bootstrap values > 80%) and the
paraphyly of the cluster cN2 because of the C8 and C3 clustering
(100% bootstrap support). Our genome-wide ANI analysis was in ac-
cordance with the phylogeny, depicting the same subpopulation de-
marcation (Figure 1b), with the interclade ANI being close to 94% on
average when analysing all pairwise comparisons from C1 to C8. The
highest identity was observed for the closest relatives C1 and C2
(97% ANI on average), whereas C9 was the most divergent with 90%
ANI on average with other subpopulations (Figure 1b). This finding is
consistent with its emergence as the most basal branch of our tree
(Figure 1a). By comparison, intra-clade ANI was higher (>98%), ex-
cept for C8(97%) and C9 (96%) (Table S5). This is in accordance with
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FIGURE 1 Phylogenetic relationships of 87 Prochlorococcus HLII ecotype single-amplified genomes (SAGs) distributed over seven major
subpopulations (C1 to C5, C8 and C9). (a) The maximum likelihood phylogenetic tree inferred from the concatenated alignment of 1,202
single-copy core genes for all selected SAGs (within cN2 cluster: 52 C1, eight C2, 13 C3, four C4, three C5; within c9301 cluster: four C8 and
within cN1 cluster: three C9). The reference genome MIT9312 was used to root the tree. Bootstrap supports < 80% are marked by black
dots on the internal nodes. (b) Heatmap describing the pairwise average genome-wide nucleotide identity (ANI) (%) between SAG. Rows and
columns are arranged according to the phylogenetic tree. Coloured dots used for both figures represent the different clades
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a low intraclade polymorphism and allele differentiation between
clades (Kashtan et al., 2014).

3.2 | Genome organization among subpopulations

The subpopulations were also investigated for their gene content and
shared genomic regions, by aligning the genomic sequences of one
representative SAG for each clade (the longest near complete SAG;
Figure S1; Table S1), with the MIT9312 strain being used as the ref-
erence genome because of its equidistance to all SAGs investigated.
Conserved segments of locally collinear blocks (LCBs) detected in at
least seven genomes represented approximately 76% (1.33 Mb) of
the MIT9312 genome length. SAG alignments covered between 79%
and 86% of the MIT9312 genome length (the alignment fraction for
each SAG against MIT9312 was as follow: C1 - 495K23: 1.42 Mb; C2
- 498C16: 1.35 Mb; C3 - 518A17: 1.47 Mb; C4 - 528N17: 1.38 Mb;
C5 - 498120: 1.41 Mb; C8 - 5271L22: 1.37 Mb; C9 - 528J8: 1.38 Mb)
(Figure S5). Therefore, genomes showed relatively high synteny,
consistently to what was reported within Prochlorococcus ecotypes
(Yan et al., 2018), however, with slight shifts in the locations of the
2011;
Table S3; Figure S5). In light of this collinearity, 5,290 single-copy

six ISLs previously characterized in MIT9312 (Avrani et al,,

COGs absent from MIT9312 were assigned to the chromosomal

@

FIGURE 2 Taxonomic distributions of
core and flexible clusters of orthologous
genes (COGs) identified in SAGs. (a)
Taxonomic affiliations of core and

flexible COGs highlighting the proportion
of those affiliated with the genera
Prochlorococcus or Synechococcus or other
taxonomic groups, or having an uncertain (c)
affiliation, i.e., containing genes assigned 100%
to various taxonomic groups, including
Prochlorococcus and/or Synechococcus. (b)
Taxonomic distributions of flexible COGs
assigned to other taxa. (c) Taxonomic
distributions of COGs tagged as uncertain fipcibmacis
with the proportion of those containing

genes affiliated with Prochlorococcus
and/or Synechococcus with or without
other taxa (left) and the composition
and abundance of genes within the
category of other taxa (right). Bacterial 259,
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compartments (backbone or ISLs). A compartment was inferred for
each gene within COGs, and the majority compartment was assigned
at the COG level. These assignments were robust, as less than 8.5%
of the COGs had a Shannon entropy equal to or higher than one (i.e.,
for which at least two compartments had substantial occurrence).
However, as the compartment boundaries can be fuzzy, more spe-
cifically those of ISLs, the assignment of a few of these COGs should
be taken with caution. Overall, 63.1% of the COGs were assigned
to the backbone, 8.2% and 14.5% were allocated to ISL3 and ISL4,
respectively, 8.9% were spread over ISL1, ISL2, I1SL2.1 and ISL5, and
the remaining 5.3% were tagged as “ambiguous”. The relative density
of the assigned COGs was 2.5-fold higher in ISLs (5.8 COGs per Mb)
than in the backbone (2.3 per Mb) on average, except for ISL4 (11.2
per Mb) and ISL2.1 (2.3 per Mb). COGs shared by several subpopula-
tions (25) were enriched in all ISLs except ISL4, whereas those found

in a single subpopulation were enriched in ISL3 and ISL4.

3.3 | Taxonomic affiliation of COGs

Taxonomic analyses were performed to assess the phylogenetic
origin of COGs as well as their integrity (i.e., homogeneity of their
gene affiliations). Regarding the core COGs (1,309 in total; Figure 2a;
Table S4; Figure S4b), 97.4% were clearly affiliated with the HLII
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Prochlorococcus ecotype, with 2.9% of them containing genes af-
filiated with other ecotypes. The last 2.6% of COGs were tagged as
uncertain, as they clustered genes with varying taxonomy, including
Prochlorococcus and/or Synechococcus (Figure 2a).

In contrast, the phylogenetic origin of the 5,715 flexible COGs
was less obvious since almost half of them contained genes with
no counterpart in the EggNOG database. Regarding those with
taxonomic affiliation (i.e., 2,424 in total; Figure 2a; Table S4; Figure
S4c), 76.5% were related to Prochlorococcus, among which 94.4%
consisted of genes affiliated with the HLII ecotype, 3.3% with the
HLI ecotype and 2.3% with the LL ecotypes. Among the remain-
ing COGs, 6% were related to Synechococcus, 13% to bacterial taxa
other than Prochlorococcus and Synechococcus, and 4.5% were un-
certain (Figure 2a). When affiliated with other bacterial taxa, COGs
belonging to Proteobacteria overdominated (51.6%), followed by
Cyanobacteria (14.4%), the Bacteroidetes/Chlorobi group (10.9%),
Firmicutes (5.3%), Actinobacteria (2.3%) and Spirochaetes (2.3%)
(Figure 2b). COGs tagged uncertain contained genes affiliated with
Prochlorococcus (39.7%), Synechococcus (16.4%) or both, either asso-
ciated with other taxa (16.4%) or not (27.6%) (Figure 2c). Taxa other
than Prochlorococcus and Synechococcus were mostly Cyanobacteria,
followed by Proteobacteria, Bacteroidetes/Chlorobi and Firmicutes

(Figure 2c).

3.4 | Functional characterization of flexible COGs

The functional potential of COGs was investigated at the genomic
compartment level. Only genes with known function were con-
sidered, which represented 47% of all core and flexible genes.
Excepting the over-representation of the functional category “Cell
motility” in clades C1 and C9, our results showed no difference in
the distribution of functional categories at the subpopulation scale
(p = .39, chi-squared test; Figure Séa). Therefore, subpopulations
were considered as a whole in subsequent analyses.

The distribution of the functional categories assigned to genes
from flexible COGs was compared to those from core COGs
(Figure 3a) and was also analysed depending on the genomic com-
partments (Figure 3b) and taxonomic affiliations (Figure 3c). Our re-
sults highlighted an overall under-representation of flexible genes in
the hierarchical categories “Information storage and processing” and

“Metabolism”, primarily impacting the functional categories involved

in the mechanisms of transcription and translation as well as those in
the energy production and the transport and metabolism of nucleo-
tides, amino acids, coenzymes and lipids. This is in accordance with
the fact that these categories mainly group housekeeping genes.
When found in flexible COGs, these categories were preferentially
located in the backbone (Figure 3b). Conversely, two functional
categories were over-represented as a result of their enrichment
in the ISLs (Figure 3b), namely the categories “Secondary metabo-
lites biosynthesis, transport and catabolism”, enriched in ISL3, ISL5
and in the “ambiguous” compartment (with most genes annotated
as methyltransferase, thus possibly involved in DNA repair), and
“Inorganic ion transport and metabolism”, enriched in ISL2 and ISL3
(mainly transporters of inorganic and organic phosphate). The flexi-
ble genes encoding these functional categories mostly belonged to
Proteobacteria and Archaea (Figure 3c). Interestingly, although exhib-
iting an O/E ratio close to 1, the category “Carbohydrate transport
and metabolism” was under-represented in ISLs and over-repre-
sented in the “ambiguous” compartment (with genes encoding pro-
tein such as transketolase and transaldolase, thus possibly linked to
the Calvin cycle; Figure 3b).

Regarding the hierarchical category “Cellular processes and sig-
naling”, genes associated with the flexible COGs were over-repre-
sented in most functional categories, except for “Cell cycle control,
cell division and chromosome partitioning”, where they were un-
der-represented (Figure 3a). These over-representations were espe-
cially marked in the ISL3 (four out of seven functional categories) and
the backbone, particularly the functional category “Signal transduc-
tion mechanisms” (with genes encoding proteins such as histidine
kinases involved in response to nutrient stress), the associated genes
being mainly affiliated with Prochlorococcus (Figure 3c). Finally, two
functional categories over-represented in flexible COGs compared
to core COGs, i.e., “Cell wall biogenesis” (mostly genes involved in
the biosynthesis of outer membrane lipopolysaccharide protein such
as glycosyltransferases and GDP-mannose 4,6-dehydratase) and
“Defence mechanisms” (such as endonuclease and transporters),
were found in COGs specific to a single subpopulation (Figure Séb).
Most genes from these COGs (95.33%) belonged to ISL3, ISL4 and
“ambiguous” compartments and were affiliated with a large variety
of taxa (Figure 3c). We can notice that, despite the high proportion
of SAGs in C1 compared to the one in other clades, which increased
its weight in the pool of COGs specific to one clade, the same enrich-

ments were observed in all clades (Figure Séa).

FIGURE 3 COGs functional annotations and distributions according to their category (a), location (b) and affiliation (c). The total
percentages of genes (%) assigned to each EggNOG functional category (symbolized by a capital letter) are indicated. Observed/expected
(O/E) ratios of core (a) and flexible (a-c) genes, according to their genomic location (backbone, genomic islands or “ambiguous”) (b) and their
taxonomic affiliation (Prochlorococcus, Synechococcus, other or “uncertain” taxonomic groups) (c). The observed values (O) correspond to
the number of genes assigned to each functional category. The expected values (e) were obtained by multiplying the number of genes (core,
flexible, or flexible genes as a function of their genomic location or taxonomic affiliation) by the total percentage of genes in each functional
category. The white boxes indicate the lack of genes involved in the functional category considered. Differences in the distribution of
functional categories between core and flexible genes (a), over all genomic locations (b) and over all taxonomic affiliations (c) were tested
using chi-squared tests (p < .005 for all a, b and c groupings). Chi-squared tests were also performed for each line in the figure (each
category against all others at once) to test the significance of enrichment for a given location or a given taxonomy. Chi-squared test: *,

p-value < .05; **, p-value < .01; ***, p-value < .005. ISL: genomic island
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| Heterogeneity of nonsynonymous (dN) to

synonymous (dS) substitution rate ratios between
genomic compartments

Since the F¢; analysis by Kashtan et al. (2014) suggested the fixation

of d

ifferent alleles among subpopulations that diverged at least few

million years ago, it is therefore permissible to use the dN/dS ap-
proach to have deeper insights into evolution processes. In this con-
text, to evaluate the selective pressure on COGs, we computed the
ratios of dN/dS for genes in COGs recovered in at least two clades
for which dS values could guarantee reliable estimates (Figure S7a).

Thus, the C1 and C2 clade comparison was not considered because of
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their low mean dS (+SD 0.05 + 0.07; Kryazhimskiy & Plotkin, 2008).
Moreover, to rule out possible bias in dN/dS ratios computed for in-
terclade comparisons (dos Reis & Yang, 2013; Rocha et al., 2006; Wolf
et al., 2009), we first compared the distribution of dN/dS ratios of
core COGs from the backbone (1,139 in total) estimated from either
the comparisons to MIT9312 or interclade analyses. Overall, the ab-
sence of significant difference of mean dN/dS between the two analy-
ses (mean dN/dS + SD = 0.21 + 0.14 and 0.22 + 0.19, respectively;
p = .35, Wilcoxon test) associated with high similarity between the
density plots (Figure 4a) and a strong positive correlation between per
COGs mean dN/dS values (p = 0.83, p < .001, Spearman rank correla-
tion; Figure 4b) support no bias in the evaluation of selective pres-
sure. Similar results were obtained for the flexible COGs shared with
MIT9312 (not shown). As these two approaches provided comparable
results, we used the interclade analysis because it allowed taking into
account the flexible genes not shared with MIT9312 and was not im-
pacted by the over-representation of C1 members and the great num-
ber of COGs specific to this clade (Figure S7c). Then we investigated
the evolutionary patterns of genomic compartments.

Overall, all pairwise comparisons between clades showed sim-
ilar distributions of dN/dS values (Figure S7) suggesting that (i) these
estimations are independent of clade abundances; and (ii) selective
constraints are homogeneous among clades. Most dN/dS ratios were
below 1, whatever the nature of the COGs (i.e., core or flexible), sug-
gesting that the selective pressure was essentially negative as also
found by Kashtan et al. (2014). However, the mean dN/dS ratios were
significantly different between COGs assigned as core (1,202 COGs),
flexible shared (310 COGs) and not shared with MIT9312 (1,033 COGs)
(p < .001, Kruskal-Wallis test; Table S4; Figures S4c and d), the former
experiencing the stronger negative selection (Figure 4c). At the com-
partment level, significant differences between the dN/dS ratios were
also revealed (p < .001, Kruskal-Wallis test; Figure 4d). Thus, core and
flexible genes shared with MIT9312 showed strong homogeneous se-
lective constraints in the backbone (mean dN/dS + SD ranging from
0.19 +0.22t00.23 + 0.20 and from 0.21 + 0.19 to 0.29 + 0.26, respec-
tively), while they were more variable in ISLs. Conversely, flexible genes
not shared with MIT9312 exhibited variable selective constraints, un-
evenly scattered along the backbone. The lowest mean dN/dS + SD
ratio (0.29 + 0.17) was observed in the region between ISL2 and ISL2.1,
while the highest (0.73 + 0.82) was between I1SL4 and ISL5 (Figure 4e).

The analysis of ISLs also revealed contrasting patterns. ISL1, ISL2
and ISL2.1 experienced negative selective pressures similar to what
was observed for core genes in the backbone except for ISL2 flexible
COGs shared with MIT9312 (Figure 4d and e). Nonetheless, the pro-
file of the ISL2.1 flexible genes not shared with MIT9312 (mean dN/
dS +SD=0.17 + 0.13) suggested a negative selective pressure stron-
ger than the one observed in the backbone (Figure 4d). Conversely,
ISL1 core genes and ISL2.1 flexible genes shared with MIT9312
showed weaker selective constraints (Figure 4d). However, these
higher dN/dS values (0.35 + 0.37 and 0.38 + 0.62 on average =+ SD,
respectively) might be the result of a sampling bias because there
was only one COG in ISL1 and three in ISL2.1. Furthermore, we ob-
served reduced selective constraints in ISL3, ISL4 and ISL5 (ranging
from [mean dN/dS + SD] 0.36 + 0.35 for ISL3 to 0.52 + 0.62 for ISL5),
except for core genes in ISL3 (mean dN/dS + SD = 0.26 + 0.25;
Figure 4d and e). ISL4 and genes assigned as “ambiguous” exhibited
by far the least constrained selective pressures (mean dN/dS + SD
from 0.44 + 0.13 to 0.52 + 0.23, respectively). Apparent reduced
constraints on core and flexible COGs shared with MIT9312 in ISL4
might be hazardous to interpret as these values were sustained by
few COGs (three core and 14 flexible).

3.6 | Substitution rate signatures of genomic
compartments

To investigate substitution rate signatures depending on genomic
compartments, we assessed the links between dN, dS and dN/
dS estimated among genes within COGs. For the backbone, both
dN and dS varied widely among COGs, whether core or flexible.
Although the dS rates varied up to >1.5, more than 95% of esti-
mated values were less than 0.35 (mean dS + SD = 0.100 + 0.091).
By comparison, dN rates displayed lower values and variations (mean
dN + SD = 0.026 + 0.003). Additionally, the relationship of dN/dS
ratios versus dN or dS was similar when comparing core and flexible
COGs (Figures S8 and S9). Five clusters of genes were distinguished
based on k-means clustering (Figure $S10). Among them, three were
characterized by low dS values (ranging from 0.001 to 0.268), low
dN values (<0.340) and dN/dS ratios varying from 0 to >1.5 (clusters
yellow: <0.314; orange: 0.296-1.146; red: 1.133->1.5; Figures S8

FIGURE 4 Selective pressure according to the genomic compartments. (a) Density of dN/dS ratios estimated for core COGs found
in the backbone. Dashed line: values for MIT9312-clade pairwise comparisons; solid line: values for interclade pairwise comparisons. (b)

Correlation between mean dN/dS of MIT9312-clade pairwise comparisons and mean dN/dS of interclade pairwise comparisons. The points
represent mean dN/dS values and were averaged per COG. Spearman's rank correlation test (p) and the associated p-value are indicated. The
dashed line symbolizes the diagonal. (c) Boxplot of dN/dS value distributions in the core genes and flexible genes shared or not shared with
MIT9312 (Kruskal-Wallis test and post hoc Wilcoxon signed-rank test with Bonferroni correction; ***, p-value < .001). (d) Boxplot showing
dN/dS value distributions over the genomic compartments (backbone, genomic islands and “ambiguous”). Significant differences (thus
categorizing compartments with similar values) are indicated by lowercase letters,a>b>c>d>e>f>g>h>i>j> k(Kruskal-Wallis
test and post hoc Wilcoxon signed-rank test with Bonferroni correction, p-value < .05). (c) and (d) For a better understanding, only dN/

dS < 1.5 are shown; in red: mean + the standard deviation (SD); white: core genes, light grey: flexible genes shared with MIT9312 and dark
grey: flexible genes not shared with MIT9312. (e) Representation of mean dN/dS values along the chromosome (as organized in the MIT9312
reference genome) computed for genes within core COGs (inner circle) and flexible shared (middle circle) and not shared (outer circle) with
MIT9312. The origin (ori) and terminus (ter) of replication are shown. ISL: genomic island
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and S9). Here, high dN/dS ratios were associated with low dS rather
than high dN rates, suggesting a general trend of negative selective
pressure and background selection. The fourth cluster (green) was
characterized by intermediary dS values (from 0.173 to 1.076) and

low dN values (<0.326), reflecting more divergent sequences but still

negative selective pressure. The last cluster (dark blue) showed dS
values ranging from 0.252 to >1.5 and dN/dS ratios < 1. Here, the
dN/dS ratios seemed governed by dN values (from 0.172 to 1.277),
as illustrated by the dots linearly spread around the major diagonal
of dN/dS versus dN plot in Figures S8 and S9.
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FIGURE 5 Relationships between substitution rates in flexible COGs and their taxonomic affiliations. Taxonomic affiliation - i.e.,
Prochlorococcus, Synechococcus, other taxonomic groups or “uncertain” - of flexible COGs in ISL3 and ISL5 (a) and ISL4 and tagged as
“ambiguous”; and (b) plotted against dN, dS and dN/dS estimates. The pie charts depict the distribution of taxonomic affiliation in a 2D region
of the graph corresponding to dN, dS and dN/dS values within a range of 0.1. The size of each pie chart is proportional to the number of
observations n for the 2D region considered (at least one observation, from 10 to 100 observations, more than 100 observations). Horizontal
and diagonal lines in each panel represent a dN/dS ratio equal to 1. Left: dN versus dS, Middle: dN/dS versus dN, Right: dN/dS versus dS

Regarding ISLs, the patterns of dN and dS variations among
genes were contrasted, whether for core or flexible COGs. Genes
distributed over the ISL1, ISL2 and ISL2.1 mostly had low and homo-
geneous dN and dS values (yellow, orange, red and green clusters),
suggesting substantial negative selective pressure. Though their dN/
dS ratios were essentially low, a few genes had values close to or
greater than 1 (Figure S9). By comparison, genes in ISL4 or tagged
as “ambiguous” were characterized by higher dN and dS values, with
dN/dS ratios linearly linked with dN, and dS close to or at saturation
(dark blue cluster). Genes located in ISL3 and ISL5, in contrast, dis-

played a mixed profile (all clusters).

3.7 | Evolutionary signature of COGs depending
on their distribution in co-occurring subpopulations

Because flexible COGs are not recovered in all clades, we investi-
gated the behaviours of dN, dS and dN/dS ratios according to the

COGs distribution among clades. Overall, COGs were characterized

by genes of low to high dS values, except those shared by all clades,
which were depleted in genes with saturated dS (Figure S11). dN/dS
estimates differed significantly depending on the number of clades
where COGs were found (p < .001, Kruskal-Wallis test), i.e., those
shared by a substantial number of clades tended to display lower
dN/dS values.

Up to 65.5% of flexible COGs analysed for dN/dS ratios were
taxonomically assigned, with a higher proportion for those found
in ISL4 (78.7% affiliated) compared to other ISLs (53.8% affiliated
on average). COGs with low dS values were essentially affiliated
with Prochlorococcus (Figure 5a) and were mostly found in ISL3
and ISL5. COGs with saturated dS were assigned as “uncer-
tain” (i.e., with multiple affiliations including Prochlorococcus or
Synechococcus; Figure 5b) and were located in ISL4 and the ambig-
uous compartment. COGs affiliated with “other bacterial phyla”
(neither Prochlorococcus nor Synechococcus) were characterized
by both low dN and dS suggesting the close origin of their shared
genes and were enriched in ISL3 and ISL4 (p < .005, chi-squared
test).
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4 | DISCUSSION

Bacterial species diversification to adapt to specific niches is docu-
mented not only for micro-organisms in the context of experimental
conditions (Wiser et al., 2013) but also for some environmental bac-
teria (Kent et al., 2016; Larkin et al., 2016; Shapiro et al., 2012). In this
study, we consider co-occurring SAGs of the P. marinus HLII ecotype,
for which phylogenetic analyses of ITS (Kashtan et al., 2014) or con-
catenated single-copy core COGs (this study) depicted a structuring
into clades that might reflect ancient niche partitioning. This find-
ing is also supported by the predominance of different alleles in
core genes that are fixed within subpopulations and distinct sets of
flexible genes among them (Kashtan et al., 2014). Moreover, these
subpopulations were characterized by variations in their relative
abundance with seasonality (Kashtan et al., 2014) suggesting an ad-
aptation; however, the drivers of this differentiation remain elusive
(Larkin et al., 2016). Here, dN/dS values supported general negative
selection among clades, in the same way as what was observed at
the intraclade level (Kashtan et al., 2014), while no positive selection
was found. This finding is congruent with the analysis of prevalent
species in the human gut, which suggested that positive selection, if
present, may not overpower the signal of negative selection (Garud
etal., 2019). Furthermore, Marttinen et al. (2015) showed that a par-
simonious model without niche or diversifying selection, but includ-
ing recombination, induced structured populations within a stable
range of genetic diversity. Thus, adaptation might not be necessary
to explain the structuring of this HLII population into clades. To
decipher between masked or absence of positive selection, similar
analysis of dN/dS ratio could be performed on HLI ecotype subpop-
ulations, for which a stronger correlation between seasonality and
environmental factors was observed (Larkin et al., 2016).

Uneven negative selective constraints were detected on flex-
ible genes along the backbone and among ISLs (Figure 4d and e),
supporting allelic variations along the genome (Kashtan et al., 2014).
Overall, ISL1, ISL2 and I1SL2.1 showed COGs under strongest puri-
fying selection, whereas ISL3, ISL4 and ISL5 tended to concentrate
COGs with relaxed selection. ISL1, ISL2 and ISL2.1 were predom-
inantly characterized by COGs shared by all clades and affiliated
with Prochlorococcus (Figures S8 and S9), suggesting their ongo-
ing “fixation”. Moreover, the high F¢; values observed for COGs in
ISL2 and ISL2.1 (Figure S12) suggest their potential role in stable
niche partitioning. For instance, in ISL2, two COGs shared by all
subpopulations and subject to strong selective constraints (means
dN/dS < 0.19) were related to phosphonate utilization, which could
suggest adaptation to low-phosphate environments (Feingersch
et al., 2012). Recently, Schmutzer and Barraclough (2019) suggested
that, in the presence of gene fluxes among diverging populations,
the concentration of locally adapted genes in a reduced number of
loci could be favoured, as it would (a) reduce the negative impact
of insertions along the genome of horizontally transferred genes;
and (b) increase the relative efficacy of selection on a few “mega”
loci compared to many dispersed loci of reduced effect. Thus, ISL1,

ISL2 and ISL2.1 might concentrate “flexible” genes that are essential
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for all these clades. They might, therefore, be considered as “core”
in these clades, as proposed for ISL2.1 regarding the HLII ecotype
(Avrani et al., 2011).

Selective signatures in the flexible genome also revealed two
sets of COGs. A first set (consisting of the yellow, orange and red
clusters), found in all genomic compartments (i.e., backbone and
ISLs), was characterized by low dN values and dS below the mean
dS of core genes (Figures S8 and S9). Although this is consistent
with general background selection (Price & Arkin, 2015), the low
dS, driving an unusually high dN/dS (red cluster), could also reflect
strong negative selection on synonymous substitutions (Parmley
& Hurst, 2007) or homogenization of sequence diversity among
clades through homologous recombination (HR) (Hanage, 2016).
HR could increase selection efficacy by reducing the Hill-Robertson
effect (Hill & Robertson, 1966). In a context of structured popula-
tions, interclade HR could also increase N, for genes whose circula-
tion would spread beyond subpopulations, while constraining clade
differentiation within a divergence mode (Marttinen et al., 2015).
This is in line with the combinatorial nature of backbone and flex-
ible genes as proposed by Kashtan et al. (2014) for the high-light or
phosphonate related genes. COGs in the second set (dark blue clus-
ter), primarily found in ISL3, ISL4 and ISL5, displayed relaxation of
selective constraints associated with high dS, suggesting horizontal
gene transfer (HGT) (Castillo-Ramirez et al., 2011). Moreover, they
were not affiliated with Cyanobacteria (Figure 5). HGT is recognized
as a driver of evolution, contributing to the adaptation to changing
environments through the expansion and conversion of gene fam-
ilies (Gogarten et al., 2002; Ochman et al., 2000; Wiedenbeck &
Cohan, 2011). Therefore, the over-representation of genes involved
in defence mechanisms or cell wall biogenesis in ISL3 and ISL4
(Figure 3) could reflect the acquisition of genes that may be tran-
siently adaptive during phage infection periods (Avrani et al., 2011;
Coleman et al., 2006; Kettler et al., 2007). However, adaptive HGTs
are primarily documented for genes with large selective advantage,
which might not be true for most of them. In case of near neutral
HGT, selection depends on N, (Kuo & Ochman, 2009), with poten-
tially different outcomes on the flexible genome. For Mclnerney
et al. (2017), as large N, enhances selection efficacy, the flexible
genome is essentially adaptive, with slightly deleterious acquired
genes being eliminated. However, neutral evolution of the pange-
nome could not be rejected (Andreani et al., 2017; Baumdicker
et al., 2012; Vos & Eyre-Walker, 2017). Additionally, in the drift-bar-
rier model (Bobay & Ochman, 2018; Lynch, 2010), the loss of flexi-
ble genes is random for small N,, while larger N, would increase (a)
the proportion of genes with selection coefficient s < O that would
be perceived as deleterious; (b) the fixation probability of slightly
advantageous genes; and (iii) the fixation time or loss of quasi neu-
tral genes, and thus the size and diversity of the flexible genome. It
was proposed that the large pangenome of Prochlorococcus species
might originate from their large N, (estimated between 10° [Price &
Arkin, 2015] and 10'® [Kashtan et al., 2014]). However, in the case
of structured populations, as observed here, the evolution of a near

neutral gene acquired from distant lineage might be restricted to the



GARDON ET AL.

12
—I—Wl |B)DA%Gm MOLECULAR ECOLOGY

clade in which it was introduced. Thus, distant HGT might evolve
in a context of lower N,, a pattern that might explain the ISL4 char-
acteristics (i.e., enriched in COGs specific to one clade, involved in
defence mechanisms and not affiliated to Cyanobacteria) (Figure 5b).
However, the N, of HGT could also be enlarged through, e.g., local
HR, favouring a selective footprint and the persistence of acquired
genes with marginal effect. The occurrence of both HGT (high dS
with uncertain affiliation) and selected genes (low dN/dS with
Prochlorococcus affiliation) in ISL3 and ISL5 (Figure 5a) could be the
result of such processes. Overall, our results highlighting two sets
of genes with distinct evolutionary trajectories (i.e., strong negative
selection versus selection relaxation) in a structured population are
in accordance with the drift-barrier model. Furthermore, the struc-
turing of the genetic information along the genome might depend
on the dynamics of gene fluxes among clades within a structured
population, especially for flexible genes. Rather than a nonrandom
acquisition of genes with regard to their genomic location, we may
consider the differential retention probability of transferred genes
as a consequence of fluctuating N, along the genome.
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Abstract

PanGeneHome is a web server dedicated to the analysis of available
microbial pangenomes. For any prokaryotic taxon with at least three
sequenced genomes, PanGeneHome provides (i) conservation level of
genes, (ii) pangenome and core-genome curves, estimated pangenome
size and other metrics, (iii) dendrograms based on gene content
and average amino acid identity (AAI) for these genomes, and (iv)
functional categories and metabolic pathways represented in the core,
accessory and unique gene pools of the selected taxon. In addition, the
results for these different analyses can be compared for any set of taxa.
With the availability of 615 taxa, covering 182 species and 49 orders,
PanGeneHome provides an easy way to get a glimpse on the pangenome
of a microbial group of interest. The server and its documentation are
available at http://pangenehome.lmge.uca.fr.

Keywords: Prokaryote pangenome;
Bioinformatics; Web site

Comparative genomics;

Introduction

Recent advances in DNA sequencing technology led a rapid
accumulation of microbial genomic data. Due to their inherent
genomic plasticity, microbial species are now described throughout
their pangenome and not just through a unique reference genome
([1-4]; for a review, see [5]). A microbial pangenome is composed
of core genes (shared by all strains), dispensable/accessory genes
(conserved in two or more strains) and genes unique to single
strains. By comparing the number and conservation of genes
across multiple genomes, researchers can thus gain insights into
the genomic diversity, dynamics and evolution of a microbial taxon.
Furthermore, the functional annotations of the core, accessory and
unique genes can also be informative.

Several standalone tools (e.g. PGAP [6], PANNOTATOR (7],
PanGP [8], Roary [9] and BPGA [10]) and web servers (e.g. Panseq
[11], PGAT [12] and PanWeb [13]) dedicated to pangenome analysis
have been developed recently and offer the possibility to compute
pangenome analysis for genomes provided by a user (for a review
of the different existing tools, see [14]). Among these, PGAT [12] is
the only web site offering pre-computed pangenome analysis but
only nine genus (representing 244 genomes) are available. Thus,
as collecting genomes and running these tools implies a significant
effort on the user side, we developed PanGeneHome, a Web server
that offers precomputed pangenome analysis at a large scale for
already sequenced genomes. Browsing PanGeneHome, pangenome
analysis results can be directly accessed for any taxonomic level in
the bacterial and archaeal trees for which the collection of publicly
available genomes is sufficient (> 2 genomes).

Methods

PanGeneHome provides users with a suite of tools for analyzing
the pangenome of a selected taxon. To this end, the 2,674 bacterial
and 167 archaeal complete genomes available in KEGG [15]

were processed (Jan 2015). For any taxon (node or leaf) of the
bacterial and archaeal trees that include at least three genomes,
the pangenome was determined using KEGG Orthologous Clusters
(OCs). These OCs were constructed using the 8,912,641 protein
coding genes in all complete genomes (~ 3 % of the genes are
encoded in plasmids). The KEGG functional categories to which
these OCs are affiliated were included. KEGG orthologous (KO)
groups [15], was also used to determine distances based on gene
content and on the AAI of the shared genes.

The first step for the user is to select a taxon of interest, at
any taxonomic level (phylum, class, order, family, genus or species
level). This selection is made through a browsable and searchable
tree, encoded using the jQuery plugin jsTree (https://www.jstree.
com/). The different PanGeneHome sections described below were
constructed as flat-file databases.

Gene Conservation

For each taxon, the gene conservation was determined in
two ways: (i) the conservation of all OCs of the taxon and (ii)
the conservation of OCs in an average genome of this taxon.
For a given taxon, the conservation of an OC is the percentage of
genomes of this taxon in which this OC appears. These percentages
were subsequently used to compute the distribution of the gene
conservation for each genome, and these distributions were
averaged for all the genomes of the considered taxon. These two
results are displayed through interactive histograms with the
Highcharts JavaScript library (http://www.highcharts.com).

Pan- and Core-Genome Curves

The pan- and core-genome curves display respectively the total
number of different OCs and the number of conserved OCs when
considering an increasing number of genomes. When the number
of possible genome combination was too large (e.g. there is more
than 17 thousand billion different combination of 10 genomes out
of 100), arandom subset of 1,000 combinations was used. For each
genome number considered, the average pan- and core-genome
numbers is plotted with the standard deviation being represented
by shaded zones around these two curves. Here again, Highcharts
library (www.highcharts.com) was used to display these curves.

In addition, pangenome size, closedness and diversity were
estimated using the R package micropan [16]. The Chao method
was used to estimate the pan-genome size, a method that gives « a
conservative estimate, i.e. it tends to be on the smaller side of the true
size » [16]. To predictifa pangenome is open or closed, a Heaps law type
of model was used and if the alpha value is below one, the pangenome
is considered as open (see [17] for details). Finally, the genomic fluidity
[18] was computed to quantify the pangenome diversity.

Gene Content Tree

The distance between two genomes was defined as the fraction
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of genes unique to one of the two strains [19]. In details, for two
genomes A and B, we counted the number of genes of A not present
in B divided by the total number of genes of A. The dendrogram for
each taxon was then determined by applying the PHYLIP Neighbor
Joining method [20] to the corresponding distance matrix. To be
able to compare evolutionarily distant species, KEGG KOs and not
OCs were here considered. The tree for all bacteria is not available
as it contains too many genomes (2674) to be visualized. These
trees are displayed as circular and linear trees using the jsPhyloSVG
JavaScript plugin [21] and full species name can be obtained by
mousing over the corresponding leaf.

AAI

The AAI of the shared genes between all genome pairs was
determined as in [22]. Shortly, the identity percentage of all proteins
inside a KO were determined using BLASTp [23], and for all genome
pairs, the average amino acid identity was computed using all their
shared proteins. The AAI between a pair of genomes A and B is
thus the average of the amino acid identity using all the pairs of
proteins of A and B that are present in the same orthologous group.
For each taxon, the resulting AAI matrix was then used to build
a dendrogram with the neighbor-joining method (PHYLIP suite
[20]). Here again, KEGG KOs were used to enable the comparison
of evolutionarily distant species, and dendrograms are displayed
using the jsPhyloSVG plugin [21].

Functional Analysis of Core, Accessory and Unique Genes

The functional annotations of the core, accessory and unique
genes, defined here by the OC clustering, can also be displayed and
compared. To this end, the KEGG pathway database was used [15].
First, the number and percentages of genes involved in the main
categories (e.g. « Metabolism », « Genetic information processing »,
etc..) of this database were calculated for core, accessory and
unique genes and displayed as histograms. Second, similar results
were computed for a lower level of the pathway database (e.g.
« Carbohydrate metabolism », « Replication and repair », etc.)
through curves. These interactive histograms and curves were
developed using the Highcharts JavaScriptlibrary (www.highcharts.
com).

Pan- and Core-Genome Comparison

Multiple taxa can be selected through an interactive tree, and the
corresponding pan- and core-genome curves (defined previously in
section 2) are displayed. The different metrics computed are also
provided in a table.

Core Function Comparison

Here again, multiple taxa can selected through an interactive
tree, and the functional annotations of the core genes of each taxon
are displayed through Highcharts histograms.

Results and Discussion

PanGeneHome is a web server where pangenome analyses
are available for all taxon that contain at least three sequenced
genomes. The 2,841 genomes of KEGG allowed us to determine
the pangenome of 10 phyla, 16 classes, 49 orders, 112 families,
164 genera and 182 species. Among these, 100 and 50 genera have
respectively at least 5 and 10 sequenced genomes. This is to our
knowledge the first web server where pangenomes are processed
for all available genomes and for any taxonomic level.

Details on the Protein Clustering Methods

The identification of orthologs is an important cornerstone
for pangenome analysis. Here, two different clustering methods

available in KEGG were used. The main difference between these
methods is the granularity of the orthologous groups they produce :

e The OCs are constructed by automatically clustering
proteins based on their sequence similarities and using a
quasi-clique-based method [24]. All protein coding genes
are thus included in the clustering and it produces fine-
grained clusters. Indeed, the 8,912,641 KEGG proteins are
clustered into 358,067 OCs (295 OCs are larger than 1,000
proteins) and 474,400 proteins remained as singletons.

e Complementary to this clustering into OCs, KEGG proteins
are also assigned to KOs based on cross-species genome
comparison using the KOALA (KEGG Orthology and Links
Annotation) system [15]. The KOs produced do not include
all proteins and are much larger than OCs: the 4,381,566
proteins assigned to a KO are clustered into 8,252 different
KOs. As a comparison, the same proteins are clustered into
160,669 different OCs.

Contrary to KOs, OCs include all genes and were thus used to
determine the different categories of a pangenome in a precise
manner (core, accessory and unique genes). As KOs group even
distantly related homologs (that are separated into several Ocs),
KOs were used in gene content and AAI methods in order to
compare evolutionarily distant genomes.

Pangenehome through an Example

Toillustrate the results that can be obtained with PanGeneHome,
microbial species with various characteristics were here chosen.
We selected three species described to have a closed pan-genome,
namely Bacillus anthracis [17,25], Buchnera aphidicola [26] and
Campylobacter jejuni [27], alongside three species that were
described to have an open pangenome, namely Bacillus thuringiensis
[28], Propionibacterium acnes [29] and Prochlorococcus marinus
[17,30], and the species on which the concept of pangenome was
initially tested, Streptococcus agalactiae [31].

The pangenome curves (Figure 1) and metrics (Table 1) are very
different for these seven species considered. Indeed, the curves for
B. thuringiensis and P. marinus keep increasing, even when more
than 10 genomes are considered. Moreover, all metrics point out
this trend as the estimated size of their pangenome are large
(21,427 and 6,492 genes), their fluidity is larger than the one of the
other species (> 0.18) and their Heap value lower (< 0.7). All this
indicate that these species do have an open pangenome. Conversely,
the pangenome curves of B. anthracis and B. aphidicola seems to

120004

— Bacillus thuringiensis
Bacillus anthracis

— Prochlorococcus marinus

— Propionibacterium acnes

— Streptococcus agalactiae

— Campylobacter jejuni

— Buchnera aphidicola

10000+

/

8000+

6000+

40004

Number of orthologous groups

20004

0 25 5 75 10 12.5 15
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Figure 1: Pan-genome curves of seven different bacterial species. The
average pan-genome size (i.e. the average number of total orthologous
groups) is shown for the indicated number of genomes.
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Taxonomy #Genomes Chao Heaps Alpha Heaps Intercept Fluidity Mean * deviation

Bacillus thuringiensis 12 21427 0.616 1499 0.188 £ 0.051
Prochlorococcus marinus 12 6492 0.644 792 0.272 £ 0.103
Propionibacterium acnes 10 3363 0.705 230 0.08 +0.023
Campylobacter jejuni 17 3426 0.812 280 0.11 + 0.047
Streptococcus agalactiae 9 4036 0.842 414 0.137 £ 0.017
Buchnera aphidicola 17 1001 1.342 176 0.15+0.124

Bacillus anthracis 8 5932 1.703 922 0.059 +0.023
Estimated pangenome size (Chao), closedness (Heaps Alpha and Intercept) and diversity (Genomic fluidity), computed using the R package micropan
[16]. Taxon with a heaps alpha value below one are considered to have an open pangenome.

Table 1: Estimated pangenome metrics for different bacterial species.
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Figure 2: Functional categories of the core genes for seven bacterial species. The proportion of core genes involved in the different functional
categories are displayed for each of the seven bacterial species selected. The categories are colored accordingly to the broader functional level to

vitamins

reach a plateau. Metrics also tend to show this trend, as their Heaps
value are the only ones greater than one. The estimated pangenome
of B. anthracis (5,932 genes) is this large because the individual
genome of these bacteria are large (4,700 genes per genome), and
its genomic fluidity is low (0.06). These two very different species
in term of genome size and way of life (intracellular / free living)
can be described as having a closed pangenome. Finally, the three
last species considered here (C. jejuni, P acnes and S. agalactiae)
have similar trends : their pangenome curve have the same slope,
their Heap value are lower than the 1 threshold (between 0.7 and
0.85) and the genomic fluidity is between 0.08 and 0.14. Thus, C.
jejuni, described to have a closed pangenome [32], seems here
quite similar to S. agalactiae and P. acnes that are described to
have open pangenomes [17,29]. Moreover, these last two species
do not present a pangenome as open as B. thuringiensis and P
marinus (Figure 1; Table 1). These results show the importance
of using the same annotation and clustering methods to have
comparable results, as the granularity of the clustering can have a
dramatic impact on the pangenome estimate and metrics. It also
highlights that each curve taken individually can lead to different
interpretation, and comparing results for several species can
provide additional information.

Another possibility offered by PanGeneHome is to compare
the functional potential of core genes for the selected taxons, as in
[33]. When considering the same 7 species, the core gene functions
of Buchnera aphidicola are the most different to the ones of other
species (Figure 2: average correlation of 0.67 between B. aphidicola
core functional profiles and other species profiles). Indeed,

nearly half of the annotated core genes of Buchnera aphidicola
are involved in “Genetic information Processing”, with 70 of the
157 core genes identified in the 17 genomes of this species being
implied in translation. This result is not surprising as B. aphidicola
is an endosymbiont of aphids that encode less than 600 genes
and has lost lots of metabolic potential [34] such as anaerobic
respiration, synthesis of phospholipids, complex carbohydrates,
etc... The most similar species in terms of functional potential
of their core genes are P. acnes and S. agalactiae (correlation of
0.93 for their functional profiles), two species having comparable
pangenome closedness. More surprisingly, Bacillus thuringiensis
and Bacillus anthracis are also similar in terms of functional
potential of their core genes (correlation of 0.85) despite having
opposite trends in terms of pangenome closedness. These two
species belong to the Bacillus cereus group (NCBI taxonomy ID
=86661), and are actually thought to be part of the same species
[35,36]. The AAl analysis of this “Bacillus cereus group” show that
the sequenced strains of B. anthracis are more closely related to
each other than the B. thuringiensis genomes (Figure 3). This last
point might be due to the fact that B. anthracis strains are selected
for culture and sequencing because of a precise phenotype
(high toxicity). Selecting only very closely strains based on this
phenoype might narrow the diversity of this group and artificially
result in a closed pangenome. The fact that the core genes of
these two species have similar functions reinforce the fact that
the genomic characteristics of these two species might not be so
different and that B. anthracis should be considered here as a sub-
species.
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Figure 3: Dendrogram based on the AAI. Dendrogram based on the average amino acid identity of the shared genes (AAI) between all genome pairs
of the Bacillus cereus group. The neighbor-joining method (PHYLIP suite [20]) was applied to the AAI matrix to build a dendrogram.
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Conclusion

A pangenome describes the full complement of genes in a
clade or taxon. Even if pangenomes are typically analyzed at the
species level, such analyses can be informative at any taxonomic
level. PanGeneHome generates visualizations and metrics for

pangenomes for all possible microbial clade, and as many as 615
taxa are available for analysis, including for example 182 different
species and 49 different orders.

Pangenome metrics (size, diversity, closedness, etc..) are
highly dependent on the genome annotation and protein clustering
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methods used. Pangenome studies often focus on one species and
the results presented in separate studies are thus hardly comparable.
Here, the annotation and clustering methods used were the same
for all genomes, and pangenome results can be directly compared.
Moreover, as highlighted by the results obtained for two Bacillus
species, pangenome results should analyzed in regard of the diversity
existing inside each taxon considered. Indeed, considering only
evolutionarily close strains for a species will result in a low genomic
fluidity and a closed pangenome, and analysis such as AAl should help
in deciphering these evolutionary distances. Thus, PanGeneHome
provides a comprehensive and uniform framework with a user-
friendly interface to explore pangenomes for any microbial taxon,
and should help microbiologists to quickly get a glimpse on the
genomic plasticity and diversity for a clade of interest.

Considering the fast growing number of microbial genomes, the
PanGeneHome tool will need to be updated regularly.
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involved in the methane cycle in the meromictic Lake
Pavin through metagenomics
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One sentence summary: Metagenomic analyses revealed prominent roles for Methanoregula and Methylobacter in Lake Pavin methane-cycling.

Editor: Gary King

ABSTRACT

Advances in metagenomics have given rise to the possibility of obtaining genome sequences from uncultured
microorganisms, even for those poorly represented in the microbial community, thereby providing an important means to
study their ecology and evolution. In this study, metagenomic sequencing was carried out at four sampling depths having
different oxygen concentrations or environmental conditions in the water column of Lake Pavin. By analyzing the
sequenced reads and matching the contigs to the proxy genomes of the closest cultivated relatives, we evaluated the
metabolic potential of the dominant planktonic species involved in the methane cycle. We demonstrated that
methane-producing communities were dominated by the genus Methanoregula while methane-consuming communities
were dominated by the genus Methylobacter, thus confirming prior observations. Our work allowed the reconstruction of a
draft of their core metabolic pathways. Hydrogenotrophs, the genes required for acetate activation in the methanogen
genome, were also detected. Regarding methanotrophy, Methylobacter was present in the same areas as the
non-methanotrophic, methylotrophic Methylotenera, which could suggest a relationship between these two groups.
Furthermore, the presence of a large gene inventory for nitrogen metabolism (nitrate transport, denitrification, nitrite
assimilation and nitrogen fixation, for instance) was detected in the Methylobacter genome.

Keywords: meromictic lake; metagenomics; methane cycle; methanogens; methanotrophs; metabolic reconstruction
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INTRODUCTION wetland emissions (watercourses, swamps, ponds, oceans and
lakes). Lakes are estimated to contribute 6-16% of total natu-
ral CHy emissions (Bastviken et al. 2004; Kirschke et al. 2013).
The release from lakes is therefore considerable (Bastviken et al.
2011), exceeding that from oceans despite the comparatively
small portion of inland waters on the Earth’s surface (<1%)

Methane (CH,) is the second most important greenhouse gas
after carbon dioxide (CO,) but with a global warming potential
that is 21-fold higher. About one third of the total CHs emissions
in the atmosphere come from natural sources, dominated by
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(Downing et al. 2006). In lacustrine systems, most of the CH,
originates from the activity of methanogenic archaea through
decomposition of organic matter under anoxic conditions (Con-
rad, Klose and Noll 2009). After production, as much as 80-90%
of the CH, is captured by aerobic and anaerobic methanotrophs
that use this gas as a sole carbon (C) and energy source for
growth before it escapes to the atmosphere (Knittel and Boetius
2009; Ettwig et al. 2010; Chistoserdova 2015). Most of the CH, oxi-
dation takes place in the top layer of the sediment, in which CH,
and dioxygen (O;) form steep counter gradients (Auman et al.
2000). Hence, by mitigating CH, emissions, microorganisms act
as an efficient biological CHy filter (Cole et al. 1994; Bastviken
et al. 2004).

Methane has been the focus of intensive research over
the last few decades because of its ecological and applied
interests. This work has resulted in a detailed understand-
ing of the principal processes linked to its global cycle and
the apparition of hundreds of genome sequences for both
methanotrophic and methanogenic microorganisms in pub-
lic databases. Nevertheless, genomic data on methanotrophs
are far less numerous in comparison to that of methanogens,
mainly due to the very recent discovery of novel biogeochem-
ical processes and microorganisms still having poorly charac-
terized metabolisms (Wu et al. 2011; Hernandez et al. 2015).
For instance, it has recently been demonstrated that aerobic
methanotrophs belonging to Proteobacteria were capable of cou-
pling CH, oxidation to nitrate (NO3~) reduction under O, limita-
tion (Kits, Klotz and Stein 2015), thereby highlighting their unex-
pected metabolic flexibility and assigning these bacteria a new
role at the metabolic intersection of C and nitrogen (N) cycles.
Furthermore, data available for lakes are still scarce compared
with other systems, even though these environments are char-
acterized by dynamic cycling of CH,, serving both as its major
sources and major sinks. The principal studies have focused on
a few models and their sedimentary compartments (Rahalkar
et al. 2009; Chistoserdova and Lidstrom 2013), but few stud-
ies have addressed pelagic freshwater environments (Pernthaler
2017). However, the importance of this latter compartment is
certainly largely underestimated for the overall understanding
of CH, cycling as evidenced by the active CH4 production in the
oxygenated waters of many lakes (Schulz et al. 2001; Grossart
etal. 2011; Tang et al. 2016) as well as the intensive CH, oxidation
in anoxic waters in stratified lakes (Karr et al. 2006). Moreover,
permanently stratified lakes (e.g. meromictic) present another
interesting characteristic, since only a negligible amount of CH,
is released into the atmosphere compared with the more clas-
sical shallow lakes where most of the CH, is consumed at the
oxic-anoxic boundary in the water column (Borges et al. 2011).

On account of their particular properties, meromictic lakes
represent excellent field laboratories to follow biologically medi-
ated redox processes, especially those linked to CH, cycling. In
Lake Pavin, metabarcoding surveys were conducted in order to
highlight which microorganisms play a critical role in the most
significant CH, pathways. These studies revealed that most of
the methanogens were closely related to the genus Methanoreg-
ula in the Methanomicrobiales class and the methanotrophs to the
genus Methylobacter (Biderre-Petit et al. 2011b; Borrel et al. 2011).
However, the methods used, based on single marker amplifica-
tion, only gave insight into the specific richness within these rel-
evant uncultivated species, but none into their genomic struc-
ture. To overcome these limitations, metagenomics has recently
become a powerful tool for collecting information on microbial
communities. It provides an all-inclusive picture of their specific

functional pathways and allows us to investigate their distribu-
tion in response to different environmental conditions in their
natural habitats (Kalyuzhnaya et al. 2008; Quince et al. 2017). In
our study, we used a strategy which enabled us to decipher the
metabolic potential of the microorganisms involved in methan-
otrophy and methanogenesis along the Lake Pavin water column
through a two-step based method of metagenomic sequenc-
ing analysis. The first step consisted of a read-centric approach
in order to identify the entire genetic repertoire of planktonic
methanotrophs and methanogens, and thus perform a large-
scale, strain-level analysis. The second step was an assembly-
based approach to resolve the genomic organization for the
dominant related populations thriving in this ecosystem.

MATERIALS AND METHODS
Lake Pavin water samples

Lake Pavin is a small (~0.44 km?), deep (92 m), almost circu-
lar (~750 m diameter) lake of volcanic origin formed 6900 years
ago and located in the Massif Central (France) (45°29.740 N,
2°53.280 E), at an altitude of 1197 m above sea level. Four sam-
pling depths with contrasting O, tensions were selected: the sur-
face (4 m) with high O, tension; the oxycline with low O, ten-
sion (53 m); and two depths in the anoxic zone, one close to the
oxic-anoxic interface (65 m; chemocline) and one deeper (80 m),
previously shown to contain a high CH4 concentration (Lehours
et al. 2005; Biderre-Petit et al. 2011b; Lopes et al. 2011). Water
samples were collected in July 2013 from a platform positioned
above the deepest point of the lake (92 m deep). A volume of 20
L was collected using a Van Dorn bottle as described previously
(Biderre-Petit et al. 2011a). Immediately on collection, samples
were transferred into sterile bottles and transported to the labo-
ratory on ice within 0.5 to 3 h. Serial filtrations (25-, 15- and 1.2-
um pore size membrane filters) were performed on each sample
to remove large particles and eukaryotic cells. After filtration,
tangential ultrafiltration (Amicon pump) was used to concen-
trate the filtrate containing microorganisms to a final volume of
1 L. As a last step, the microbial biomass was collected on 0.2-
um pore size (pressure <100 mbar) polycarbonate filters (47 mm
TSPT Millipore filters, Billerica, MA) and stored at -80°C to await
nucleic acid extraction.

Physico-chemical parameters

Temperature and dissolved O, profiles were obtained using a
multiparameter probe ProOdO™ (Ysi, Germany). For determina-
tion of sulfate (SO427), NO3~ and ammonium (NH4*) concentra-
tion, three replicates x 50 ml of sampled waters were filtered
through a 0.2-pum syringe filter and stored frozen at -20°C to
await analysis using Spectroquant reagent standard kits (Merck,
Germany) (Fig. S1, supplementary material).

DNA extraction and sequencing

Genomic DNA (gDNA) was extracted using the standard phenol-
chloroform method as previously described (Biderre-Petit et al.
2011b). DNA concentrations were estimated using a spectropho-
tometer (NanoDrop ND-1000, Nanodrop Products, Wilmington,
DE). The metagenomic library preparation and sequencing were
performed by GATC Biotech (Konstanz, Germany) from ~6 ug
of gDNA for each sample. Sequencing was performed using
the lllumina HiSeq-2000 paired-end technology (2 x 100 bases)
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which generated ~95 to 124 x 10° reads depending on the sam-
ple, comprising a total of ~41 gigabases (Gb) of sequence data
(Table 1).

Read-centric analysis

To facilitate analysis, especially in terms of computing time,
a sub-sample of each raw dataset containing 2 x 10° ran-
domly picked Illumina reads was generated and then processed
through the MG-RAST server pipeline (V3). More than 95% of
the reads were retained after quality-filtering based on length,
ambiguous bases and quality scores. They were then anno-
tated using MG-RAST default parameters (E-value cutoff 10>,
minimum identity cutoff 60% and minimum alignment length
cutoff 15 amino acids for proteic features) (Meyer et al. 2008).
Sequencing statistics are shown in Table 1. The sequences
of genes encoding key enzymes of the metabolisms of inter-
est were extracted from sub-sampled metagenomic datasets
through keyword research. For this, specific searches for a selec-
tion of 268 enzymes (206 covering central C and N metabolisms
for methanotrophs (Table S1, Figs S2 and S3, supplementary
material) and 62 covering the main methanogenic steps (Table
S2, Fig. S4, supplementary material) were performed inside the
MG-RAST web browser through keyword filter use. The work-
bench was used to download the FASTA files with reads corre-
sponding to all selected proteins. Given the non-specificity of
most of the selected enzymes for a unique metabolic group, the
affiliation of all reads downloaded from MG-RAST was man-
ually curated by BLASTX against the NR protein database via
the web interface and executed with default parameters (https:
//blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast, Johnson et al. 2008). Only reads
with the best hits for methanogens and methanotrophs as well
as a drastic decrease of similarity with other taxa were retained
for further analysis.

Metagenome assembly

For each full read dataset, raw reads were trimmed using FASTX-
Toolkit (v 0.0.13.1; Pearson et al. 1997) with a quality cutoff of
30 and 50 bp as a minimal sequence length. Trimmed reads
were then assembled using IDBA-UD version 1.0.9, which was
run in its default iterative mode (k-min = 20, k-max = 100, k-
step = 20) (Peng et al. 2012). From 287 042 to 512 204 contigs
were produced depending on the sample (Table 1, Fig. S5, supple-
mentary material). In the following step, the reads identified by
read-centric analysis were blasted against contigs using BLASTN
(version 2.2.26) executed with default parameters. Only the con-
tigs with a read alignment of E-value <10~ were selected. How-
ever, given the possibility of cross-reactions and chimeric con-
tigs, the outputs from these automated analyses were manu-
ally curated by BLASTN and BLASTX against the NR databases
via the NCBI site (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast) and exe-
cuted with default parameters. Of the contigs initially identified
by BLASTN, up to 19% of those selected for the methanotrophs
(312 contigs in total) and 81% for the methanogens (386 contigs)
were finally retained. Gene prediction for the remaining contigs
was performed using a MetaGeneAnnotator (Noguchi, Taniguchi
and Itoh 2008). All predicted translated genes were compared
to Refseq non-redundant (prokaryotes + viruses (O’Leary et al.
2016)) and KEGG (Kanehisa et al. 2016) databases using BLASTP
(Altschul et al. 1990) with an E-value threshold of 10~° and a per-
centage identity of 60%. The rRNA genes in contigs were iden-
tified with BLASTN (E-value <10~°, identity >97%) against the
SILVA rRNA database v. 123 (Quast et al. 2013). The location
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of the contigs mapped onto the reference genomes was then
visualized using the CGView Server (http://stothard.afns.ualb
erta.ca/cgview_server/; Grant and Stothard 2008). The BLASTN
parameters, used in the CGView Server to compare the reference
genome sequences with the contig sets, had an E-value cutoff
of 1073, an alignment length cutoff of 100 bp and a percentage
identity cutoff of 60%.

Nucleotide accession number

Sequence data are available in GenBank under the acces-
sion numbers KY06104-KY06107 and MF076238-MF076545
for the methanotrophic contigs and KY994152-KY994537 for
the methanogenic contigs. The raw sequences were archived
in MG-RAST under the accession numbers mgm4580845.3
to mgm4580848.3 for the metagenomic reads and the
accession numbers mgm4557752.3.100, mgm4557753.3.100,
mgm4581104.3.100 and mgm4581106.3.100 for the assembled
contigs.

RESULTS

An overview of the microbial community composition
in the Lake Pavin water column

According to the read-centric analysis, the domain Bacteria
numerically dominated the composition of the microbial com-
munities at all four of the depths sampled. More than 93% of
the taxonomically assigned reads matched with bacteria, with a
few representatives of archaea (range 0.1-3.7%), eukaryotes (0.7-
3.8%) and viruses (0.6-3.9%) (Table 1). Archaeal reads were more
abundant in the anoxic waters (range 3.1-3.7% against 0.1% in
oxic waters). The rRNA gene affiliation agreed with the broad
taxonomic picture provided by the functional genes with 91-
99% of rRNA genes affiliated with Bacteria, whereas Archaea and
Eukarya were minor components (up to 6.4% and 4%, respec-
tively) (Table 1). Overall, the most abundantly recovered bacterial
rRNA reads were consistent with those usually found in fresh-
water, with a domination of Proteobacteria (59.8%; range 36.6-
73.8%), Actinobacteria (12.9%; range 3.3-23%), Bacteroidetes (8.4%;
range 2.6-21.3%), and, to a lesser extent, Verrucomicrobia (4.1%;
range 2.2-7.6%), Firmicutes (1.9%; range 0-4.8%) and Cyanobacte-
ria (1.9%; range 0.4-6.4%) (Fig. 1A and B). The bacterial commu-
nity was also composed of many less abundant phyla (<5% of
the community) characterized by a more limited spatial distri-
bution. The largest diversity was observed at the depth 65 m
and the lowest at 4 m (Fig. 1B). The former depth is part of the
chemocline, a layer known to offer a variety of ecological niches
and thereby generally harboring a highly diverse microbial com-
munity. Concerning Archaea, corresponding rRNA reads were
only detected in the monimolimnion and were all affiliated to
the hydrogenotrophic Methanomicrobiales (Fig. 1A), mainly to the
genus Methanoregula.

As Proteobacteria account for most of the rRNA reads, we
focused on this phylum for a comparative study of its poten-
tial involvement in the N, sulfur (S) and CHs geochemistry
throughout the water column. We used the relative abundance
of the related genes and literature knowledge as proxies of the
potential relevance of each population in situ. For the S cycle,
reads affiliated with known sulfur-oxidizing bacteria (SOB) were
detected from 53 m to 80 m, with the genera Sulfuricella and
Sulfuritalea (8-Proteobacteria) in the oxycline and the genera Sul-
furicurvum, Sulfurimonas and Sulfurovum (e-Protetobacteria) in the
anoxic layers. As expected, sulfate-reducing bacteria (SRB), with
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Table 1. Sequencing statistics of free-assembly and assembled metagenomes.

Free-assembly metagenomes 4m 53m 65 m 80 m
Raw datasets Number of reads 108 099 890 120 529 997 123 680 966 95 654 671
High-quality reads Number of reads 102 305 570 114 673 466 119 466 504 84 488 684
after QC control
Total Gbp 10.1 11.3 11.7 8.1

Sub-sampled MG-RAST ID

datasets treated with

mgm4580845.3

mgm4580848.3 mgm4580846.3 mgm4580847.3

MG-RAST (V3)
Number of randomly 2000 000 2000 000 2000 000 2000 000
selected reads
Number of reads 1967 724 1986 645 1990 038 1915 809
after QC control
Total Mbp 194.9 196.7 194.9 187.7
Mean sequence 9+6 9 +6 98 +8 98 +8
length (bp)
Mean GC ratio (%) 51+ 12 51+11 57 £12 57 £11
Reads with predicted 93.3 92.8 92.3 92.3
feature (%)
Number of predicted 1513 681 1750 233 1767 635 1686 082
proteins
Number of identified 333 407 436 492
proteins
Functionally 79.9 78.8 77.8 79.1
assigned proteins (%)
Taxonomy-classified
reads (%)
Bacteria 93.8 98.0 94.2 95.4
Archaea 0.1 0.1 3.7 31
Eukarya 3.8 0.7 1.3 0.7
Viruses 4.9 1.0 0.6 0.6
Unclassified 0.1 0.1 0.2 0.1
Number of rRNA 249 419 381 298
genes (16S/18S and
235/28S)
Bacteria (%) 94.4 99.1 93.2 91.3
Archaea (%) 0 0 3.7 6.4
Eukarya (%) 4 0.9 3.1 1.6
Not affiliated 1.6 0 0 0.7
Assembled metagenomes 4m 53m 65 m 80 m
Contiguous MG-RAST ID mgm4557753.3.100 mgm4581106.3.100 mgm4581104.3.100 mgm4557752.3.100
sequences (preprocess passed)
Number of contigs 287 042 474901 512 204 413 815
Total Gbp 0.16 0.47 0.54 0.17
Largest contig 5055 299 470 290 012 4146
N50 1336 1694 1970 1025

Desulfobacca (5-Proteobacteria) as the main genus, were exclu-
sively detected in the anoxic waters (Fig. 2A). For the N cycle,
the potential for nitrification was mostly observed at the oxy-
cline with the Nitrosomonadales (B-Proteobacteria) as the prevail-
ing ammonium-oxidizing bacteria (AOB) (Fig. 2B) and the phy-
lum Nitrospirae as the dominant nitrite-oxidizing bacteria (NOB)
(Fig. 1B). As denitrifying bacteria (NRB) are phylogenetically
diverse, and distributed over at least 60 genera, they were there-
fore likely to occur in all samples, with the g-Proteobacteria as the
primary candidates; principally the genera Burkholderia, Cupri-
avidus and Ralstonia (Fig. 2B). As for the CH, cycle, two pro-
teobacterial types, both recognized as methane-oxidizing bac-
teria (MOB) (type I MOBs belonging to y-Proteobacteria (Methylo-
coccaceae) and type II MOBs belonging to a-Proteobacteria (Methy-
locystaceae and Beijerinckiaceae)), were found in the rRNA pool.

The former was the most abundant with Methylococcaceae reads
detected both at 53 m and 65 m, whereas only a few sequences
were affiliated with the latter at 4 m. These belonged to the
genus Methylocystis within the family Methylocystaceae (Fig. 2C).
The co-occurrence of the non-methanotrophic methylotrophic
Methylotenera (B-Proteobacteria) in the same areas as Methylococ-
caceae could suggest a potential relationship between these two
groups (Fig. 2C).

Methanogenesis pathway reconstruction

From the metagenomic data gathered in Lake Pavin, we recon-
structed a draft of the core metabolic pathways used by plank-
tonic methanogens for CH4 production. To do so, we first estab-
lished a list of 62 genes coding for proteins and involved in
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SRB, sulfate-reducing bacteria.
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the pathways of methanogenesis (Fig. S4, Table S2, supplemen-
tary material) and then used all possible appellations known
in scientific literature for each protein as queries against MG-
RAST read annotations. The current study showed a strong cor-
relation between our functional profile, methanogenic genes
being found only in anoxic metagenomes (at depths of 65 and
80 m), and the CH, concentrations measured along the water
column of Lake Pavin, as seen in previous studies (Lehours
et al. 2005; Biderre-Petit et al. 2011b; Lopes et al. 2011). Up to
0.03% of the reads (1183) of these two metagenomes matched
with 52 out of the 62 genes present in the established list. Of
note, 55.1% of these were retrieved at a depth of 65 m and
the other 44.9% at a depth of 80 m (Fig. 3A). Most of the reads
(99.8%) were assigned to methanogenic archaea, mainly the
order Methanomicrobiales (96.3%), followed by Methanosarcinales
(1.1%) (Fig. 3B, Fig. S6, supplementary material), which suggests
a dominance of hydrogenotrophic methanogenesis over aceto-
clastic methanogenesis. The remaining 0.2% were affiliated with
non-methanogenic archaea belonging to the order Thermoplas-
matales. At the genus level, most of the methanogenic reads were
identified as the hydrogenotrophic Methanoregula (66.3%) (Fig. S6,
supplementary material).

Using the methanogenic reads as queries, a total of 386 con-
tigs with a size ranging from 229 to 6143 bp were isolated from
the assembled metagenomes (Table 2). Of these, 49.7% were
retrieved at 65 m and 50.3% at 80 m (Fig. 4A). They also had sim-
ilar size distribution whatever the depth (Fig. 4B). A total of 526
coding DNA sequences (CDSs) were predicted from the contigs,
with an average length of 491 bp (1851 bp for the largest), cor-
responding to a protein-coding content of 97% (Table S3, sup-
plementary material), as well as six rRNA genes and three tRNA
genes (Table S4, supplementary material). Compared with the
overall G+C content (54.1%), the intergenic regions had a lower
G+C percentage (44%) and the gene sequences had a higher
G+C percentage (54.7%) (Table 2). The rRNA operon was orga-
nized in a bacteria-like 5’-16S-23S-5S-3’ transcriptional unit and
displayed the highest identity with Methanoregula strains (Table
S4, supplementary material). Like the reads, the CDSs had the
highest frequency of high-scoring BLAST hits with the genus
Methanoregula (88.4%), with an average amino acid identity of
82.6% (range 54.7-100%). The frequencies of top BLASTP hits
with other groups were, most importantly, Methanolinea (4.2%),
Methanosphaerula (3.4%) and Methanoculleus (1.5%), with the for-
mer two also being affiliated with the family Methanoregulaceae
(Table S3, supplementary material). Most of the CDSs (90.5%)
were associated to functions related to the CH; metabolism ini-
tially targeted; only a low proportion (<5%) of the identified
KEGG Orthologous (KO) genes was uncategorized (Fig. 5A). All
of the CDSs encoded 77 distinct enzymes. The mapping of all
contigs onto the Methanoregula formicicum SMSPT (CP003167) ref-
erence genome using CGView comparison tool software (Grant
and Stothard 2008) showed that they covered up to 85 kbp of this
genome, scattered over 24 genomic regions on the chromosome
(Fig. 6A). Only a few rearrangements were observed in compari-
son with the reference genome (Fig. 6B).

From the read and contig analysis, all of the genes required
for growth on H, and CO, were uncovered, whether it is those
encoding enzymes found in the cytoplasmic cell fraction (steps
1-5 and 7; Fig. S4, supplementary material) or those encod-
ing the membrane-bound methyltransferase (MtrA-H) (step 6;
Fig. S4, supplementary material). Although the Mtr complex
is used both by the hydrogenotrophic and the acetoclastic
methanogens, corresponding sequences invariably showed the
best matches with the former. From contig overlaps, all operons

encoding the key enzymatic complexes involved in the different
steps of the hydrogenotrophic pathway were reconstructed, i.e.
that of the coenzyme M reductase (mcrBDCGA), the methyltrans-
ferase (mtrEDCBAFGH) and the formylmethanofuran dehydro-
genase (fmd/fwdFDBAC), the latter being present in three scat-
tered copies (Fig. 6B). Two separate copies of the component
A2 (atw?2), predicted to encode an ATP-binding protein required
in the activation of the Mcr complex, were also detected. The
electron-bifurcating complex (a [Ni-Fe] hydrogenase specific to
hydrogenotrophic methanogens), which is composed by the
cytoplasmic F420 non-reducing hydrogenase (MvhADG) and the
heterodisulfide reductase (HdrABC), was also present, consti-
tuted by the muhD subunit located directly downstream of the
Hdr operon (Fig. 6B). In contrast, no sequence (read or contig) for
the second gene class of Hdr complex (hdrED), found in aceto-
clastic methanogens, was detected. The metagenomes also con-
tained genes encoding three other [Ni-Fe] hydrogenases which
are required for the reduction of ferredoxin, whether itis the Eha
and Ehb hydrogenases found in hydrogenotrophic methanogens
(Gao and Gupta 2007) or the homologous Ech enzyme com-
mon to all methanogens. Only the read datasets revealed the
sequences for Eha and Ehb subunits while the contigs allowed
the reconstruction of a partial Ech complex, organized in three
adjacent genes (subunits B, C and D). Finally, a complete gene
set for a cytoplasmic F420-dependent hydrogenase (FrhABDG),
a key enzyme catalyzing the reversible reduction of coenzyme
F420 with H,, and a second separate copy for the frhB gene, were
reconstructed (Fig. 6B).

Regarding C metabolism, in autotrophic H,-utilizing
methanogens, carbon monoxide (CO) is reported to work as
a C source within the anabolic reductive acetyl-CoA (AcCoA)
pathway, also known as the Wood-Ljungdahl (WL) pathway.
In this study, two copies of the operon encoding the carbon
monoxide complex (Cdh) responsible for CO, fixation and
AcCoA formation (one complete (cdhABCDE) and one partial
(cdhCDE)) were detected in the metanogenomic datasets (Fig.
6B). The enzymes responsible for AcCoA synthesis from acetate,
i.e. the acetyl-CoA synthetase (Acs) and phosphotransacetylase
(Pta), an alternative to the autotrophic process, were also
present in the metagenomes. However, the acetate kinase
(Ack) was not detected in any of the read or contig datasets
(Fig. S4, supplementary material). We also found the pyruvate
ferredoxin oxidoreductase (Por) enzyme (porGDAB) responsible
for the conversion of AcCoA to pyruvate (Fig. 6B).

Methanotrophy pathway reconstruction

Applying the same method as used for methanogenesis, we
reconstructed a draft of the core metabolic pathways of CH,
oxidation and C assimilation for the planktonic MOBs present
in Lake Pavin. We also included, in our survey, the inventory
of the genes involved in the N cycle on account of the current
growing interest in the impact of this cycle on MOB growth and
their CH,4 oxidation capabilities. To do so, we established a list
of 206 proteins (107 for C metabolism and 99 for N cycle) (Table
S1, Figs S2 and S3, supplementary material) and then processed
as previously described. Up to 0.009% metagenomic reads (735
reads), at the four sampling depths, matched with 76 out of the
107 genes involved in central C metabolism. Most of them were
recovered from the 53 m metagenome (81.5%), which agreed
with the sharp decline in the CH4 concentration observed close
to this depth (Lopes et al. 2011), followed by 65 m (13.5%), 80 m
(4.1%) and 4 m (0.9%) (Fig. 3A). Concerning the N cycle, methan-
otrophic genes were detected in 53 m and 65 m datasets (Table
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Table 2. Contig statistics for methanogens and methanotrophs.

Methanogens Methanotrophs
Number of selected contigs 386 312
Assembly size (bp) 271 065 593 276
Mean G+C ratio 54.1% 41.3%
Minimum contig length (bp) 229 236
Maximum contig length (bp) 6143 12298
Mean contig length (bp) 718 1901
N50 of contigs 777 2730
N90 of contigs 384 907
Number of rRNA genes 6 7
Number of tRNA genes 3 1
Number of CDS 526 622
Mean G+C ratio of CDS 54.7% 41.9%
Mean CDS length (bp) 491 875
Number of unique proteins 77 321
Mean G+C ratio of intergenic regions 44% 33.9%

bp: base pair; CDS: coding DNA sequence.

S5, supplementary material) with up to 0.003% of the reads (152
reads) matching with 14 out of 99 targeted genes; 96.7% of them
were from 53 m and 3.3% from 65 m. The taxonomic affiliation
showed that type I MOBs dominated, representing more than
98.3% of the methanotrophic reads (Fig. 3B), with Methylobacter-
like sequences representing the most significant proportion of
this group (39.4% of total type I MOB sequences; Fig. S7A and B,
supplementary material).

Using MOB reads as queries, a total of 312 contigs ranging
from 236 to 12 298 bp and representing a total of 593.27 kb of
DNA sequence were isolated from the assembled metagenomes
(Table 2); 77.9% of them were retrieved from 53 m, 20.8% from 65
m and 1.3% from 80 m; none was isolated from 4 m (Fig. 4A, Table

S6, supplementary material). The longest contigs were identified
at 65 m with a mean size of 2800 bp against 1688 bp for 53 m and
646 bp for 80 m (Fig. 4B). A total of 622 CDSs was predicted (Table
S7, supplementary material), with an average length of 875 bp
(3399 bp for the largest), corresponding to a protein-coding con-
tent of 91.7%, as well as seven rRNA genes and one tRNA gene.
As seen with the methanogens, the intergenic regions had a
lower G+C percentage (33.9%) and the gene sequences a higher
G+C percentage (41.9%) compared with the overall G+C con-
tent (41.3%) (Table 2). No rRNA operon could be reconstructed
from assembled data; 16S rRNA genes had 99 to 100% identity
to Methylobacter strains and 23S rRNA genes, 92 to 98% iden-
tity to Methylomonas strains (Table S6, supplementary material).
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Like the reads, CDSs had the highest frequency of high-scoring
BLAST hits with the species Methylobacter tundripaludum 21/22
(79.1%) with an average amino acid identity of 81.3% (range 46.8—
100%). The frequencies of top BLASTP hits with other groups
were as follows: Methylosarcina (9.2%), Methylomicrobium (6.9%),
Methylomonas (2.9%) and Methylomarinum (1.9%) (Table S7, sup-
plementary material). Even though, as expected, the majority of
the CDSs (40.1%) were associated with the targeted metabolisms
(mainly carbohydrates with glycolysis, pentose phosphate path-
way and TCA cycle (19.3%) and energy (specifically to CHy (19%)
and N (1.1%) metabolisms)), this approach highlighted genes
involved in many other important processes (Fig. 5B). Compared
with methanogenesis, a large proportion (>27%) of the identified
KO genes remained uncategorized (Fig. 5, Table S7, supplemen-
tary material). All of the CDSs encoded 361 distinct enzymes.
The mapping of all of the contigs onto M. tundripaludum 21/22

reference genome showed that they covered up to 381 kbp, scat-
tered over 111 unique regions (Fig. 7A). Gene organization con-
servation in both order and orientation was observed for most of
the genomic regions, except in seven locations where rearrange-
ments were detected, mostly deletions (Fig. 7B).

From the read and CDS analysis, most of the gene-encoding
enzymes responsible for CH, oxidation to CO, were uncov-
ered: (i) both the particulate and soluble forms of the methane
monooxygenases (pMMO and sMMO, respectively), the key
enzymes responsible for the CH, oxidation to methanol; (i) the
Ca?*-dependent (Mxa) and the Ln3*-dependent (XoxF) forms
of methanol dehydrogenases (MDHs), another hallmark of the
methanotrophy responsible for the oxidation of methanol to
formaldehyde; and (iii) enzymes required for the pathways
involving the two pterin cofactors, i.e. the tetrahydrofolate (HsF)
and the tetrahydromethanopterin (HsMPT), both responsible for
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indicated under each gene with a dash replacing WP_0068. HP: hypothetical protein.
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formaldehyde dissimilation to CO; (Fig. S2, Table S6, supplemen-
tary material). Furthermore, the expression and the activity of
PMMO are known to be tightly regulated by copper (Cu) (for a
review, see Semrau, DiSpirito and Yoon 2010). In our study, CopA,
a Cu-ATPase involved in Cu efflux and CopZ, a Cu chaperone,
both known to be organized within a Cu-regulated operon (Sit-
thisak et al. 2007), were found. As for the MDHs, the Mxa cluster
showed the same highly conserved gene organization as other
organisms, with the mxaF gene being linked to genes mxaJ and
mxaG (Table S6, supplementary material). However, the small
catalytic subunit mxal was not detected as the assembled contig
carrying the complex was not sufficiently long.

In the MOBs, C assimilation takes place either at the level
of formaldehyde via the ribulose monophosphate (RuMP) path-
way or at the level of methylene-HsF and CO, via the serine
cycle. Regarding the RuMP cycle, most of the genes encoding
the enzymes involved both in the Embden-Meyerhof-Parnas
(EMP) variant and the collateral Enthner-Doudoroff (EDD) vari-
ant were present in the metagenomes. The enzymes responsi-
ble for the inter-conversions of the C3 intermediate metabolites
(pyruvate and phosphoenolpyruvate) resulting from formalde-
hyde conversion through RuMP were also detected, as well
as those for a complete tricarboxylic (TCA) cycle. In contrast,
none of the sequences detected for Ack, Pta and Acs enzymes,
which are required for acetate conversion to AcCoA, were clas-
sified as MOBs. The components of the dissimilatory RuMP
cycle for formaldehyde oxidation and RuMP regeneration were
also present (Fig. S2, supplementary material). As for the ser-
ine cycle, almost all of the related genes were uncovered from
the contigs (Fig. S2, supplementary material). They clustered
on the same genomic fragment (Table S6, supplementary mate-
rial). Only the malyl-CoA-lyase (Mcl), the truly specific enzyme
of the serine cycle, and the hydroxypyruvate reductase (HPR),
were missing from our metagenomic data. Though this cycle
is considered as the hallmark of type II MOBs, corresponding
sequences invariably showed better matches with type I MOBs.
Finally, regarding the inventory of essential genes encoding N
metabolisms, the methanotrophic genes involved in NO;~ trans-
port (narK), denitrification (nirJ and norB), nitrite assimilation
(nirBD), N fixation (nifDK), NH,* transport (amt) and assimila-
tion (gInBDE and ntrBC), and, potentially, nitrification (hao homol-
ogous sequences), were represented (Fig. S3, Table S6, supple-
mentary material).

DISCUSSION

In this study, we investigated the microbial taxa involved in
the CHs cycle which are inhabiting the waters of Lake Pavin
through the combination of assembly-free and assembly-based
analyses of metagenomic data. This two-tiered strategy was
adopted because of the high microbial diversity found in the lake
waters, whereas methanogens and methanotrophs comprize a
minor fraction of the natural community. Indeed, methanogens
were estimated to contribute to less than 2% of the total Lake
Pavin anoxic water community (Lehours et al. 2005) while plank-
tonic MOBs contribute up to 5% of the total cell numbers in
most studied lakes (Carini et al. 2005; Jones and Lennon 2009;
Oswald et al. 2015; Samad and Bertilsson 2017). In these condi-
tions, an approach only based on metagenomic assembly anal-
ysis would have required many more computational resources
and been much more time-consuming without the possibility
of assembling whole genomes for these guilds owing to insuf-
ficient coverage (Quince et al. 2017). Furthermore, despite its

democratization, the use of traditional metagenomics to specif-
ically investigate key metabolic functions in highly diversified
microbial communities is still scarce. Most of the metagenomic
approaches developed for these issues rely on substrate-specific
labeling methods such as stable isotope probing (SIP) before
sequencing. However, though used to study benthic methy-
lotrophic populations (Kalyuzhnaya et al. 2008; Chistoserdova
2011; Beck et al. 2013), this method has never been applied on
pelagic populations.

Methanoregula as dominant CH, producers in anoxic
waters

In the present work, the anoxic metagenomic datasets harbored
a low proportion of archaea (with a high of 3.7% of taxonomy-
classified reads), with 99.7% of archaeal selected reads assigned
to methanogenic taxa, mostly Methanomicrobiales (Fig. 3). This
order, widely reported from planktonic environments (Creve-
coeur, Vincent and Lovejoy 2016), was designated as an indica-
tor group for freshwater (Auguet, Barberan and Casamayor 2010)
and, consequently, considered among the main players in the
pivotal ecological functions within this kind of habitat. In our
study, no depth-related change in terms of methanogenic read
abundance or diversity was observed. This implies that these
CH,4 producers are likely to occur at relatively constant propor-
tions across the anoxic waters and would contribute, at least in
part, to the CH; measured in the waters of Lake Pavin, as previ-
ously demonstrated in other lakes (Iversen, Oremland and Klug
1987; Crowe et al. 2011). The genus Methanoregula was the dom-
inant taxon, which corroborates our previous findings based on
the use of single markers (Biderre-Petit et al. 2011b; Denonfoux
et al. 2013). This genus, for which 16S rRNA sequences were
recovered in most freshwater lake clone libraries (Borrel et al.
2011), is suspected to have poor salt tolerance (Tong et al. 2017).

On the basis of the CDSs information, a draft of methano-
genesis pathways was successfully reconstructed for the
methanogens in Lake Pavin with the identification of 55 genes,
all with encoding proteins directly or indirectly involved in
hydrogenotrophic processes. As for the other Methanoregula
sequenced, the phylotypes living in Lake Pavin are expected
to utilize H,/CO, for growth, highlighting the importance of
hydrogenotrophic methanogenesis in this ecosystem in com-
parison with the other methanogenic pathways. Concern-
ing central carbon metabolism, we note the presence of the
genes for a Cdh complex, known to allow CO, fixation by the
Wood-Ljungdahl pathway. Beyond autotrophic metabolism, the
methanogens in Lake Pavin also contained an acetyl-CoA syn-
thetase (Acs) and a phosphotransacetylase (Pta), known to be
involved in acetate activation, which has been demonstrated
previously in other hydrogenotrophic methanogens (Kouzuma
et al. 2017). This could be an advantage under limited growth
conditions. Moreover, a large set of hydrogenases was found
(Ech, Mvh, Eha, Ehb and Frh). As with most Methanomicrobiales,
the complementary [NiFe] hydrogenase (MvhAG) was not identi-
fied, but the MvhD subunit was present, tightly bound to HdrABC
operon. The best explanation was that MvhAG could be replaced
by FrhAG (identified as well) to form a functional complex to
catalyze methanogenesis through electron bifurcation (Ander-
son et al. 2009; Thauer et al. 2010; Kaster et al. 2011; Browne
et al. 2017; Gilmore et al. 2017). However, that association has
still not been experimentally verified. Finally, the reconstructed
Mcr operon, the key enzyme of methanogenesis, displayed the
same genomic organization as that described using the cap-
ture approach, with the dtxR gene (encoding a metal-dependent
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repressor) located directly upstream (Denonfoux et al. 2013).
Considering that this organization differs from what is gener-
ally observed for sequenced Methanoregula, it could suggest that
it reflects the adaptation of the methanogens to their environ-
ment in Lake Pavin.

The assembly-based analyses of the metagenomic data
revealed several variants with nucleotide differences of a few
per cent for most of the functional genes characterized for
methanogens, thus resulting in an important marker redun-
dancy and a short size for most of the reconstructed con-
tigs. Such a functional diversity suggests the co-existence of
many closely related populations for the hydrogenotrophic
Methanoregula group living in Lake Pavin. To sum up, in this
study, the functional genes, with the potential to shed light
onto strain-level heterogeneity, appeared to be much better-
performing markers yielding to a taxonomic resolution not
achievable by ribosomal RNA genes. Indeed, all recovered rRNA
gene sequences (16S, 23S and 5S rRNA genes) were identi-
cal, while rRNA operons only differed by a few nucleotides in
spacer regions. Hence, some of these strains could form separate
groups with distinct ecological relevance. However, such con-
clusions must be considered with care because characterizing
strains from assembled metagenomes alone remains challeng-
ing on account of the many possible biases such as sequencing
errors, fragmentary contigs and even the quality of the assembly
(Kelley and Salzberg 2010; Wang, Ye and Tang 2012; Shapiro and
Polz 2014).

Methylobacter as dominant MOBs under hypoxic and
suboxic conditions

Planktonic MOBs, a functional guild found in all studied lakes
regardless of status, depth or water chemistry (Ross et al. 1997,
Eller et al. 2005; Sundh, Bastviken and Tranvik 2005; Kojima,
Fukuhara and Fukui 2009; Samad and Bertilsson 2017), consti-
tute an important part of freshwater ecosystems and are con-
sidered a key link between sediment and pelagic C flow. How-
ever, despite the intensive research carried out over the last few
years, major gaps still exist in our fundamental knowledge of
this key microbial group. In stratified lakes, it consumes most of
the CH, at the oxic-anoxic interface, but also in anoxic waters,
sometimes well below the chemocline (Biderre-Petit et al. 2011b;
Peura et al. 2012; Blees et al. 2014). In this work, the analysis
of the metagenomes in Lake Pavin supports previous metage-
nomic findings for stratified lakes (Peura et al. 2015), i.e. a high
frequency of methanotrophic genes in the hypoxic and upper
anoxic zones while practically absent near the surface. Methy-
lobacter was the dominant taxon and thus could be the main
active methanotroph species, even under anoxic conditions.
This postulation is in accordance with the growing number of
studies that point to its dominant role in lakes, whether they
are stratified (Taipale, Jones and Tiirola 2009; Blees et al. 2014) or
not (Grossart et al. 2011; Tsutsumi et al. 2011; Ullrich et al. 2016),
as well as in sediments (Kalyuzhnaya et al. 2008; Dumont, Pom-
merenke and Casper 2013; Oshkin et al. 2015; Martinez-Cruz et al.
2017). Low temperatures were proposed to be a significant driver
of its predominance (Tsutsumi et al. 2011). Furthermore, com-
parisons of sample-specific datasets uncovered the presence of
distinct populations and richness closely related to Methylobac-
ter tundripaludum depending on the depth. This suggests a verti-
cal shift in its assemblage along the water column with poten-
tially different ecophysiological characteristics for Methylobacter
strains, leading to niche differentiation, as hypothesized in other
studies (Tsutsumi et al. 2011; Oshkin et al. 2015).
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In this work, 361 gene-encoding proteins involved in the C,
N and energy pathways were identified thus allowing a partial
reconstruction of the Methylobacter metabolism. This included
all three subunits of the pMMO, the key enzyme of CH, oxidation
that was organized in an operon pmoCAB as in the other type I
MOBs (Trotsenko and Murrell 2008). However, the reads detected
for sMMO have better matches with Methylomonas and Crenothrix
than with Methylobacter. This also includes the two distinct
MDH systems, i.e. the classical Ca’**-dependent MxaF-type
and the Ln3*-containing XoxF-type. Moreover, it was recently
demonstrated that the presence of non-methanotrophic methy-
lotrophs, particularly Methylotenera, could induce a change in the
expression of MOB MDHs, with a downregulation of the domi-
nant XoxF-type and an upregulation of the MxaF-type (Krause
et al. 2017). This switch, resulting in a higher methanol release
in medium, could benefit methylotroph growth through a cross-
feeding mechanism (He et al. 2012; Beck et al. 2013). The presence
of the pelagic Methylotenera in this study positively correlated
with that of Methylobacter, hence suggesting a potential similar
cross-feeding mechanism. Furthermore, their co-location with
the peak of NO3;~ (Fig. S1, supplementary material) and low-O,
concentrations (Fig. 3) could be explained by a niche adaptation
conferred by a putative denitrification capability as previously
shown in other ecosystems (Kalyuzhnaya et al. 2008; Stein and
Klotz 2011; Chistoserdova 2015; Oshkin et al. 2015; Oswald et al.
2016; Martinez-Cruz et al. 2017). Indeed, the coupling of NO3;~
respiration to CHy oxidation has previously been reported for
Methylobacter and other MOBs, alone (Kits, Klotz and Stein 2015)
or in cooperation (Beck et al. 2013; Dumont, Pommerenke and
Casper 2013; Zhu et al. 2016). However, further investigation is
still needed to demonstrate that these species engage in coop-
erative behavior and the importance of the N cycle in this coop-
eration. It is interesting to note that the methanotrophs that
thrive in Lake Pavin have a rich inventory for nitrogen oxide
metabolism.

Both the EDD- and EMP-variants of the RuMP cycle, required
by type I MOBs to assimilate formaldehyde into biomass, were
predicted in our assembled metagenomes. Which of these vari-
ants is primarily employed is still today a debated question,
though a recent analysis pointed towards the EMP variant as
the major route for single C assimilation, contrary to existing
assumptions (Kalyuzhnaya et al. 2013). We also showed that the
Methylobacter in Lake Pavin is endowed with the majority of the
serine cycle genes, thus agreeing with recent genomic and pro-
teomic data (de la Torre et al. 2015; Ullrich et al. 2016; Padilla
et al. 2017). On the other hand, the interconnection of a partial
serine cycle and the EMP variant might represent an alterna-
tive strategy to increase the conversion efficiency of AcCoA pro-
duction from CH, (Kalyuzhnaya, Puri and Lidstrom 2015) which,
once generated, could enter the TCA cycle for which all essential
genes were detected. The presence of putative mixed-acid fer-
mentation and H, production genes in the Methylobacter genome
also opens up a possibility for fermentation under O,-limiting
conditions as recently proposed for a Methylomicrobium species
(Kalyuzhanaya et al. 2013). Indeed, the switching capability from
a respiratory mode to a fermentation mode understandingly
represents an advantage for organisms living in stratified envi-
ronments such as Lake Pavin, where availability of O, and other
electron acceptors varies. Hence, the very broad metabolic flex-
ibility of MOBs in Lake Pavin might be the key to their presence
in the hypoxic and suboxic zones, as this allows them to adjust
to shifting environmental settings (Oswald et al. 2016).
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CONCLUSION

Overall, this study expands the current genomic knowledge
of pelagic CH; producers and utilizers in Lake Pavin. In the
absence of cultivated species from the Lake Pavin water col-
umn, metagenomics, with the partial reconstruction of the
core parts required for methanogenesis and methanotrophy,
was revealed to be much more informative than the PCR-
dependent approaches based on the use of single marker genes.
Indeed, although the latter methods have significantly con-
tributed to the advancement of our understanding of the uncul-
tivated methanogens and MOBs in Lake Pavin (Lehours et al.
2007; Biderre-Petit et al. 2011b), they didn’t provide any insight
into their genomic structures. This outcome is of particular
importance when considering the microbial communities thriv-
ing along the steep redox gradients of O,-minimum zones as
these habitats are predicted to expand in response to climate
change. Furthermore, the overlapping patterns between the
methanogens and the MOBs in the suboxic area of Lake Pavin
are consistent with the simultaneous production and consump-
tion of CHy. This knowledge is critical for predicting links among
greenhouse gas, C and nutrient fluxes in such ecosystems. How-
ever, as all of our results are based on metagenomics (DNA level),
further approaches based on metatranscriptomics or metapro-
teomics are required in future studies to explore the principal
functions of the living microorganisms involved in the CH, pro-
duction in the water masses of Lake Pavin.
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ABSTRACT

Basaltic rocks play a significant role in CO, sequestration from the atmosphere during their weathering. Moreover, the
primary microorganisms that colonize them, by providing mineral elements and nutrients, are shown to promote growth of
diverse heterotrophic communities and plants, therefore positively impacting Earth’s long-term climate balance. However,
the first steps of microbial colonization and subsequent rock weathering remain poorly understood, especially regarding
microbial communities over a chronological sequence. Here, we analyzed the microbial communities inhabiting the soil
developed in crevices on lava flows derived from different eruptions on Fogo Island. Investigated soils show typically low
carbon and nitrogen content and are relatively similar to one another regarding their phylogenetic composition, and similar
to what was recorded in large soil surveys with dominance of Actinobacteria and Proteobacteria. Moreover, our results suggest
a stronger effect of the organic carbon than the lava flow age in shaping microbial communities as well as the possibility of
exogenous sources of bacteria as important colonizers. Furthermore, archaea reach up to 8.4% of the total microbial
community, dominated by the Soil Crenarchaeotic Group, including the ammonium-oxidizer Candidatus Nitrososphaera sp.
Therefore, this group might be largely responsible for ammonia oxidation under the environmental conditions found on
Fogo.

Keywords: Fogo; volcanic soil; basalt; various-aged lava flows; bacterial communities; 16S rRNA gene amplicon sequencing
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INTRODUCTION that they harbor offers us the opportunity to improve our
understanding of terrestrial ecosystem formation. Volcanic lava
flows are unique ecosystems as they are initially sterile mineral
material recovering a preexisting landscape where volcanic

Volcanic environments are widely distributed on Earth
and deciphering the diversity and characteristics of life
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eruption acts as a reset factor for life. They are initially highly
oligotrophic with low total nitrogen (TN) and total organic
carbon (TOC) contents. After eruption, these virgin substrates
are available for primary succession (Sato et al. 2004) and
microorganisms are among the primary colonizers of these
newly exposed volcanic substrates (Gomez-Alvarez, King and
Niisslein 2007; Kelly et al. 2010). Despite their importance,
the origin and identity of these microorganisms are often
largely unknown. However, it was demonstrated that some
of them may be brought by atmospheric inputs (Womack,
Bohannan and Green 2010) through precipitations and dry
deposition such as aeolian dust and plant debris (Chuvochina
et al. 2011; Fujimura et al. 2012; DeLeon-Rodriguez et al. 2013).
It was also suggested that these atmospheric depositions
may also provide important sources of C and nutrients to
such depleted terrestrial ecosystems (Waldrop et al. 2004;
Fujimura et al. 2012; Rime, Hartmann and Frey 2016). On
these young substrates, microbial communities play a central
role in rock weathering and early ecosystem development
mostly because of the capabilities of the autotrophic species
to fix C and N, and to use photo- (i.e. Cyanobacteria; Freeman
et al. 2009) or chemoautotrophic energy-generation systems,
which makes them competitive in early stages of succession
(Nemergut et al. 2007; Sato et al. 2009; Fujimura et al. 2012;
Kerfahi et al. 2017). Microbial activities induce the accumula-
tion of TOC in volcanic soil, promoting the growth of diverse
heterotrophic communities and changing the physicochem-
ical properties of surrounding microenvironments (Fujimura
et al. 2016).

Among all weathering processes, those affecting basaltic
substrates received more attention in the past years because
of their significant role in the global carbonate-silicate cycle
(Dessert et al. 2003; Daval 2018). Indeed, silicate weathering is
responsible for the sequestration of 1.5-3.3 x 10° tons year~! of
CO, (Hilley and Porder 2008), which could significantly impact
the evolution of atmospheric carbon content, knowing that
~60% of the Earth’s crust consists of basalts. Because of this
characteristic, the transformation of silicates into carbonates
from basaltic rocks (i.e. carbonation reaction) has also become
a major technological challenge to mitigate environmental con-
sequences of the rising levels of anthropogenic CO, emis-
sions. This has resulted in the development of several geo-
logical carbon storage plants all over the world, the goal of
which being to enable an efficient CO, mineralization under
the form of stable carbonates by burying this greenhouse gas
in deep basaltic rocks. However, Trias et al. (2017) demonstrated
that these CO; injections also resulted in important modifica-
tions over short time periods of the deep microbial ecosystems,
enhancing the growth of chemolithoautotrophic bacteria, which
can promote autotrophic C-fixation. These microbial responses
are likely to prevail over much slower abiotic geochemical
ones, contributing to CO, conversion into much more labile
biomass than expected. However, our understanding of the con-
tribution of the microbial biosphere to the C-sequestration,
and more generally to silicate weathering both in surface and
subsurface, is still in its beginning and further studies are
needed.

Despite more intensive research carried out over the last
decades, relatively few data are currently available on the diver-
sity of the microbial communities colonizing volcanic rocks,
either on fresh deposits or on older and weathered materi-
als. Recent molecular investigations of both types of substrates
revealed diverse microbial communities that contained sig-
nificant proportions of B-Proteobacteria for the fresh deposits

whereas «-Proteobacteria, Actinobacteria and Acidobacteria are
found in the other types of volcanic rocks (Gomez-Alvarez, King
and Nisslein 2007; Kelly et al. 2010, 2011, 2014; Byloos et al. 2018).
However, finding out whether changes in species composition
are predictable as soil develops and how shifts in microbial com-
munity composition correlate with nutrient dynamics along a
chronosequence are still ongoing questions. Most data currently
available were obtained from Icelandic and Hawaiian volcanoes,
two of the most active volcanic regions on Earth. In contrast,
studies regarding the ecology of Fogo Island, another active vol-
cano in the Cape Verde archipelago, remain scarce (Olehowski
et al. 2008) and mostly focused on vegetation (Brochmann 1997;
Romeiras et al. 2015; Marques et al. 2017; Larrue, Paris and Eti-
enne 2020) and avifauna (Barone and Hering 2010). Some of these
studies also highlight an enrichment of Fogo soil in some trace
and rare earth elements (Marques et al. 2017, 2019). However,
no ecological study was performed on volcanic rock-associated
microorganisms. In the present study, we sought to redress
the lack of characterization of bacterial and archaeal popula-
tions inhabiting Fogo soils, by investigating those established in
microsites formed on alkaline basaltic rocks, using an in-depth
sequencing approach. The examined lava flows were of different
ages and exposed on the north-east side of the island, with over-
all typically low plant coverage. We also assessed the influence
of environmental factors on the established microbial commu-
nities.

MATERIALS AND METHODS
Geological and ecological setting

Fogo (15.0 N, 24.5 W) is the fourth largest island (476 km?) of
the Cape Verde archipelago, located 400-600 km off West Africa.
It is one of the most active volcanoes of the Atlantic Ocean
and the only active one of Cape Verde for the last few cen-
turies. Fogo Island corresponds to a shield volcano that exhibits
a slightly asymmetric conical shape, being truncated atop by
a summit depression opened to the east (Fig. 1). This 8-km-
large horseshoe-shaped caldera (so-called Cha das Caldeiras)
was formed during an episode of flank collapse ~70 000 years
ago (Foeken, Day and Stuart 2009; Paris et al. 2011; Ramalho et al.
2015). Post-collapse volcanism was dominantly located inside
the collapse scar, thus building a new volcanic edifice culminat-
ing at the Pico do Fogo (2830 m a.s.l.). Based on the historical
record, the mean recurrence interval between eruptions is 19.8
years, with individual intervals ranging from 1 to 94 years. The
volcanic rocks of Fogo are silica-undersaturated (38-44% SiO,)
mafic rocks with high alkalinity (2-12% Na,O + K,0) (Gerlach
etal. 1988; Doucelance et al. 2003; Hildner, Kliigel and Hauff 2011).

The semi-arid climate of Fogo Island experiences two sea-
sons: a cool dry season (from November to June) with very low
rainfall, and a warmer season with occasional rainfalls (from
July to October) (Olehowski et al. 2008). As the other islands of the
archipelago, Fogo is subjected to dominant north-easterly trade
winds. Therefore, the north-eastwards side of the island facing
the prevailing winds endures higher rainfall (~600 mm/y) and
erosion rates than the leeward southwestern side (~160 mm/y).
Above 1300 m a.s.l., a lower rainfall occurs due to the trade wind
inversion. A high annual variability in precipitation may occur
and an overall decrease in precipitation of 15-30% was observed
since the 1970s. Fogo is therefore characterized by very few
perennial streams, most rainfall rapidly running to the ocean,
evaporating or being used by plants, with the remainder infiltrat-
ing through permeable rock to recharge the underlying aquifers.
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Figure 1. An overview of Fogo Island and location of sampling sites (modified from Larrue, Paris and Etienne 2020). The upper inset shows the geographical position
of Fogo Island in the Cape Verde archipelago. The left lower inset indicates the overall sampling zone on the east side of the island. The inset on the right shows the
location of the sampling sites on lava flows of different eruptive events. Bold numbers on the investigated lava flows refer to year of eruption. ND indicates undated
lava flows. The ‘soil’ sample is the unique sample not covered by historical or subhistorical lava flow (called 'Soil’ in the survey).

Because of water scarcity, the natural vegetation developed on
the island is dominated by the savanna type (Olehowski et al.
2008). The spatial variability of rainfall leads to island-scale dif-
ference in vegetation distribution. The coastal zone is mostly
dominated by semi-arid grasslands that rise up to 300 m on the
northeastern side and up to 700 m on the southwestern side,
followed by a shrub formation.

The soils developed on the island fall into four major soil
categories according to the Food and Agriculture Organiza-
tion’s classification (FAO): Regosols, Cambisols, Andosols and
Lithosols. The grain size distribution of these soils ranges
from dominant coarse material to silty loam material with
no cohesion and a higher susceptibility to wind erosion (Mar-
ques et al. 2014). The most developed soils are found in the
highest regions of the steep northeastern side, where precip-
itations are more important, whereas arid southern areas are
dominated by undeveloped shallow soils. Indeed, soil forma-
tion was shown as mostly resulting from aeolian processes
and steep slopes, chemical and physical weathering being
limited by the semi-arid climate and the hardness of the
basic volcanic material, respectively (Smolikowski, Puig and
Roose 2001).

Soil sampling

This study was conducted on soils developed in crevices on lava
flow surface of the eastern flank of Fogo Island, during the wet
season in September 2015 and 2016 (Table 1). A total of seven
various-aged lava flows (1769, 1785, 1799, 1816, 1847, 1852 and
1951; these dates correspond to the eruption year) and three
non-dated lava flows (eruption events prior to 1769 and named
ND) were investigated (Table 1). These lava flows shared simi-
lar morphological and petrological characteristics. They corre-
spond to basanitic a’a lavas, i.e. lavas with a chaotic surface
made of blocks formed during the fragmentation of the cool-
ing crust during lava emplacement. For most eruptions, only one
lava channel was sampled (labeled A), whereas three channels
were sampled for 1785 and 1816 eruptions (labeled A to C; lava
flowing downslope often split into different channels). The dis-
tance between each site ranged from 50 to 9980 m (Table S1, Sup-
porting Information). One to three tiny representative crevices
(labeled 1 to 3) of homogeneous size (maximum size 0.25 m?)
and of shallow depth were sampled on each channel. Only one
soil sample was recovered per crevice except two samples (1785-
C1 and C7') that were taken from the same crevice. The distance
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between crevices sampled within the same channel ranged from
0.1 to 80 m (Table S2, Supporting Information). A soil from an
area outside any historical or subhistorical lava flow was also
collected (called Soil) (Table 1). Except the latter, all soil sam-
ples were labeled as followed: year of the eruption event or ND /
channel (A, B or C) / crevice number (1, 2 or 3).

Soils developed on historical and subhistorical lava flows of
the eastern flank (Fig. 1) are mostly Lithosols, hence dominated
by weathered rock fragments and lacking in humus. All soil
samples were collected in the coastal region at an elevation of
between 196 and 430 m, with slope angle comprised between 10
and 26° (Table 1). As previously described, at this height, the area
benefits from an annual precipitation of up to 250 mm/year and
is characterized by a vegetation of savanna type, except on the
youngest lava flows (including that of 1951) that are not weath-
ered enough to allow plant growth on their surface (Olehowski
et al. 2008). The first centimeters of soils (5-10 cm) were sampled
from the bulk soil after elimination of the first surface millime-
ters, excluding rhizosphere as much as possible where vegeta-
tion was present. They were recovered using a spatula sterilized
in ethanol and weighing ~20-40 g, collected directly into ster-
ile tubes, placed immediately on ice and finally frozen at —20°C
until chemical and molecular analyses.

Soil physical and chemical analyses

Air-dried soil samples were milled, sieved through a 2-mm mesh
to eliminate large particles and roots, homogenized and then
prepared according to the protocol for pretreatment of sam-
ples for physical and chemical analyses (ISO 11464). Soil pH was
measured both in 1 M KCI and deionized water soil suspension
(ISO 10390) (1:5 w/v). TOC and TN content were determined by
dry combustion method (ISO 10694 and ISO 13878, respectively),
with a FlashEA 1112 ThermoQuest elemental analyzer (Thermo
Fisher Scientific, Massachusetts, USA). Briefly, all soil samples
were filtered through a 200-um sieve, dried in the oven at 60°C
for 2 h and analyzed by the classical Dumas combustion method.
This involved combusting the soil matter in the presence of O,
into simple molecules or gases such as CO, and N, and then sep-
arating these gases using chromatography techniques (Porapak
QS50 equipment).

DNA extraction, 16S rRNA gene amplification, Illumina
sequencing and bioinformatics

Total genomic DNA (gDNA) was isolated from 500 mg of the
34 soil samples with the FastDNA SPIN kit (MP Biomedi-
cal, Santa Anna, CA) according to the manufacturer’s proto-
col. DNA yield was quantified using a Nanodrop spectropho-
tometer (ND 1000 Spectrophotometer). To perform amplicon
next-generation sequencing, the variable region V4-V5 of the
16S rRNA genes was then amplified using the primers 515F
(5’-Barcode-GTGYCAGCMGCCGCGGTA-3') and 909R (5'-Barcode-
CCCCGYCAATTCMTTTRAGT-3') using the following protocol:
94°C for 5 min; 30 cycles of 94°C for 1 min, 58°C for 45 s and
72°C for 45 s; 72°C for 7 min. The amplification reaction was car-
ried out in a final volume of 30 uL containing 10 ng of gDNA,
3 uL of 10x reaction buffer (Eurobio, Les Ulis, France), 1.2 uL of
50 mM MgCl,, 0.75 U of Taqll DNA polymerase (Eurobio, Les Ulis,
France), 200 uM of each dNTP, 0.3 L of 50 mg/mL BSA, 400 nM
(each) of barcoded forward and reverse primers. All amplicons
were gel-excised, concentrated and cleaned up using a MinElute
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Gel extraction kit (Qiagen, Germany) according to the manufac-
turer’s instructions. They were then quantified on a Qubit Flu-
orometer (HS kit, Invitrogen, Carlsbad, CA). PCR products were
pooled with equal molarity and sequenced on an Illumina MiSeq
instrument (Miseq platform, 250 bp, paired-end). Sequencing
was carried out by GATC Biotech GmbH (Konstanz, Germany).
Reads were demultiplexed into sample site datasets and then
processed using FROGs pipeline on Galaxy interface (Escudié
etal. 2018). After a quality control, the merged reads were filtered
to minimize the effects of random sequencing errors: (i) only
reads with a length between 400 and 520 bp were kept, (ii) those
where the two primers were missing were discarded as well
as (iii) those with ambiguous nucleotides. Reads were clustered
using Swarm (Mahé et al. 2014) with an aggregation distance of 3
(d = 3), then chimeric sequences in each sample were removed
using VSEARCH tool (Rognes et al. 2016). Each operational taxo-
nomic unit (OTU) that accounted for <0.005% of the total set of
sequences was discarded, as previously recommended (Bokulich
et al. 2013). The taxonomy assignment was performed with NCBI
blastn+ against the pre-processed SILVA123-16S database.

Statistical analyses

The bacterial data set was first rarefied at the sequencing depth
of the smallest library (9385 reads) to remove the effect of sam-
ple size bias on bacterial community composition. Commu-
nity structure and composition analyses were performed by
processing the OTU table in the R environment (v.3.5.1) with
the packages Phyloseq v.1.22.3 (McMurdie and Holmes 2013),
vegan v.2.4.5 (Oksanen et al. 2017) for community analysis and
ggplot2 v.2.2.1 for graphic representation. Shannon and Simp-
son indexes were calculated for the alpha diversity assessment.
The Good’s coverage was calculated to corroborate the adequate
sampling depth.

For beta diversity, statistical dependence between samples
was measured using the Spearman’s rank correlation coefficient
with the R package NbClust v.3.0 (Charrad et al. 2014). Also, prin-
cipal coordinate analysis (PCoA) (Gower 1966) was used to assess
the differences in bacterial communities between sites based
on Bray-Curtis distance matrix (Bray and Curtis 1957). The lin-
ear discriminant analysis (LDA) effect size (LEfSe, v1.0.8.post1)
method, as implemented in the online program (http://huttenho
wer.sph.harvard.edu/galaxy/root/index), was used with the rel-
ative abundance data to ascertain any significant differences in
taxonomic abundance between the different subgroups deter-
mined using Spearman method. The threshold for the logarith-
mic LDA score was 3.5. Canonical correspondence analysis (CCA)
was performed to determine the most significant environmental
variables shaping bacterial community structure and composi-
tion. Because TOC and TN variables were redundant based on
their collinearity (determined using variance inflation factor or
VIF), TN was removed from the analysis.

RESULTS
Physicochemical characteristics of Fogo soils

The physicochemical characteristics of the soils developed in
tiny, shallow crevices on lava flow surfaces of different ages
are summarized in Table 1. It is assumed that these soils were
formed by weathering of the silica-undersaturated (basanitic)
rocks composing the lava flows, with additional aeolian inputs.
Soil pH varied from 6.8 to 8.7, most of the samples being alkaline
(71% of samples with pH > 7.7). Soils collected in crevices on the
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(C) For Proteobacteria: segments composing each bar are mean number of reads in the indicated class normalized to the total number of proteobacterial reads in each

library.

historical lava flows were unvegetated or poorly vegetated. The
oldest soils were the most colonized by low grass species and
mosses (P < 0.05, x2-test; Figures S1 and S2, Supporting Infor-
mation). Soil samples were also characterized by an overall low
level of TOC (62% of them containing < % of TOC; values rang-
ing from 0.21 to 3.81%) and of TN (~56% with values <0.1% and
~26% below the detection limit). Overall, the highest TOC con-
tents were observed for soils with a higher vegetation (Kruskal-
Wallis one-way ANOVA, P < 0.05, post hoc Dunn’s test vegetated
vs poorly vegetated, P = 0.005) and for those collected on the
oldest lava flows (P = 0.03). Moreover, a significant positive cor-
relation was observed between the DNA concentration and TOC
(Spearman’s rho = 0.779, P = 8.96e7%). The DNA concentration
was also significantly greater for the vegetated soils (Kruskal-
Wallis one-way ANOVA, P < 0.05, post hoc Dunn'’s test vegetated
vs poorly vegetated, P = 0.005).

Microbial community composition and diversity

Amplicon sequencing targeting the V4-V5 region of the 16S
rRNA gene was used to characterize the bacterial and archaeal
communities in soil samples. Archaeal sequences represented
from 1.4 to 29.3% of total sequences across all sites (Fig. 2A;
Table S3, Supporting Information) after filtering out low-quality
reads and chimeras (~1.03 10° archaeal reads in total from all
samples; 453 to 26 132 per sample). There were from 16 to 33
archaeal OTUs per sample (34 unique OTUs in total determined

using Swarm parameters) that belonged to Thaumarchaeota (32
OTUs; ~99.7% of archaeal sequences) and Euryarchaeota (2 OTUs).
The highest diversity and abundance were for the oldest soil
sample (i.e. Soil). All thaumarchaeotal reads belonged to the
Soil Crenarchaeotic Group (SCG), which made up 96.3-100% of
all archaeal reads at the different sampling locations. Almost a
third of SGC OTUs had 98-100% identities with the ammonia-
oxidizing genus Candidatus Nitrososphaera (10.4% of all archaeal
sequences; Fig. 2A), the remaining being unclassified SCG. The
two euryarchaeotal OTUs found in this study were unclassi-
fied Thermoplasmatales. They were detected in only 18 samples
(Fig. 2A; Table S3, Supporting Information) where they accounted
from 0.02 to 3.7% of archaeal reads depending on the sample. As
the archaeal diversity was low and the community composition
rather similar in all samples, no further subsampling was under-
taken.

Regarding bacterial communities, 9385 to 75 446 reads were
obtained per sample (1.13 10° reads in total) after eliminat-
ing low quality-reads, chimeras, chloroplast and archaeal reads
(Table S4, Supporting Information). As the number of reads in
different samples differed significantly, community diversity,
similarity and structure were analyzed using the data rarefied
to the depth of the smallest bacterial library (9385 reads for the
sample 1852_A1). Hence, after subsampling, the total number of
bacterial OTUs per sample ranged from 587 to 1430 (2656 unique
OTUs in total). Sampling over two years did not show influence
on the community composition (Wilcoxon-Mann-Whitney test,

1202 4990100 7| Uo Josn ||0YAd NOILOIS FHIVLISHIAINN INDIHLOITAIE Ad 2618785/701 EBY/L/96/9191LE/O8SWSY/WOI dNO"0IWBpEdE//:SARY WOI) papeojumoq



Corinneetal. | 7

1816_Al
1852 A2
1816 C1
1769_Al
1816_A2
1816_BI
1769_A3
1785_Al
1785 A2
1951_Al
1852 Al
ND1_Al
1847_A2

)
<
Q
z

Actinobacteria  OTU_1
Gemmatimonadetes  OTU 3
Alphaproteobacteria ~ OTU_4
Actinobacteria  OTU_6
Chloroflexi  OTU_9
Actinobacteria ~ OTU_12
Actinobacteria ~ OTU_13
Actinobacteria ~ OTU_14
Actinobacteria ~ OTU_15
Bacteroidetes  OTU 16
Cyanobacteria ~ OTU_17
Firmicutes ~ OTU_18
Actinobacteria ~ OTU_19
Firmicutes ~ OTU_20
Actinobacteria ~ OTU_21
Actinobacteria ~ OTU_22
Actinobacteria  OTU_23
Actinobacteria  OTU_25
Actinobacteria ~ OTU 31
Betaproteobacteria  OTU_32
Chloroflexi  OTU 35
Actinobacteria ~ OTU_37
Actinobacteria ~ OTU_38
Actinobacteria ~ OTU_39
Acidobacteria  OTU_42
Actinobacteria ~ OTU_44
Acidobacteria  OTU_45
Cyanobacteria ~ OTU_48
Actinobacteria  OTU_54
Acidobacteria  OTU_55
Cyanobacteria ~ OTU_57
Actinobacteria ~ OTU_63

1847_A3

Soil

1857 A3
1857 Al
1857 A2
1816_C2
1785_B1
1847 Al
1799 A2
1785 _C1'
1785 B2
1816_C3
ND1_A2
ND9_A2
1769 A2
1785 C1
1799 Al
1816 B2
ND9_Al
ND10_Al

Alphaproteobacteria ~ OTU_69

Firmicutes  OTU_71
Cyanobacteria ~ OTU_77
Actinobacteria ~ OTU_79 ||

Chloroflexi  OTU_86 ||
Actinobacteria ~ OTU_99 q
Acidobacteria ~ OTU_102
Actinobacteria  OTU_105 H B [ | 1 [ ] [ |
Actinobacteria ~ OTU_110 [ |
Cyanobacteria ~ OTU_115 -
Cyanobacteria ~ OTU_138
Cyanobacteria ~ OTU_147 H = [ |

Chloroflexi  OTU_175 H e [ | [ |

Chloroflexi ~ OTU_188 Ha

Firmicutes ~ OTU_199 - H B || [ [ | ||
Cyanobacteria ~ OTU_307 Read percent (%)
Acidobacteria  OTU_324 || [Tolw1e
Cyanobacteria ~ OTU_367 [ ] ||
Acidobacteria ~ OTU_385 __ELE
Acidobacteria  OTU_501 || H [ | o

0 o =3 o =] 0 (=) < 0 o o (=} 0 o 0 N -3 — o N < w L} =3 o o < N o o — o v
Totdl %) & 3 9888 m 888 -CSJ<C8 58288258388 ¢5¢248
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sample.

P =0.29). Moreover, the observed OTUs and the diversity estima-
tors differed depending on the sample, the values for the Shan-
non’s index varying from 4.61 to 6.30 and those for the Simpsons
diversity index, from 0.9040 to 0.9958. Moreover, sampling com-
pleteness assessed by Good’s coverage estimator for each data

set gave values ranging from 95.3 to 98.3%, indicating that the
vast majority of bacterial diversity was captured.

In total, 21 bacterial phyla were identified (Fig. 2B), of which
11 were present in all soils investigated. For these phyla, almost
half of the reads (47.5%) were not classified at the genus level.
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Overall, the soils largely contained the same phyla, but with
differences in their relative abundance. The dominant phyla
(>1% of each community composition) were Actinobacteria (9.5
58.7%), Proteobacteria (7.5-35.5%), Acidobacteria (3.9-19.9%), Chlo-
roflexi (3.1-20.9%), Bacteroidetes (1.3-15.5%) and Planctomycetes
(2.3-7.2%), followed by Gemmatimonadetes (0.6-6.8%), Nitrospirae
(0.3-2.3%) and Armatimonadetes (0.2-1.4%). Cyanobacteria and Fir-
micutes were abundant in a few samples only, reaching 30.7 (0-
30.7%) and 18.8% (0.2-18.8%), respectively, of all reads in some
soil samples. Regarding the two most abundant phyla, Actinobac-
teria was dominated by the genera Crossiella (16.1% of actinobac-
terial sequences), Solirubrobacter (7.8%), Rubrobacter (4.1%), Pat-
ulibacter (3.8%) and Geodermatophilus (2.8%) while Proteobacteria
were essentially represented by the «-subdivision (43.1-71.3%
of proteobacterial reads) (Fig. 2C). For the Cyanobacteria, OTUs
were mainly assigned to the genera Chrooccocidiopsis (31.4% of
the OTUs) and Coleofasciculus (formely Microcoleus; 6.8% of the
OTUs). Finally, Nitrospirae, which accounted for 1.2% of all bac-
terial reads, was the only nitrite-oxidizing bacteria (NOB) group
detected in this study.

Among the 2656 unique OTUs, only 52 showed relative
abundance > 2% from at least one sample. These OTUs com-
prised from 11.9 to 46% of all reads per sample (Fig. 3). Overall,
the major fraction of these 52 OTUs was represented by Acti-
nobacteria (40.4%) followed by Cyanobacteria (17.3%), Acidobacte-
ria (15.4%), Chloroflexi (9.6%) and Firmicutes (7.7%) (Table 2). Most
of them shared the highest similarity with uncultured bacte-
ria often isolated from a lava tube, crater wall, lava cave wall,
crust and basaltic rock. The three most abundant OTUs, detected
in all soil samples, were affiliated with species of the genera
Crossiella (Actinobacteria, OTU1, 5.5% of all reads) and Microvirga
(a-Proteobacteria, OTU4, 1%), and the phylum Gemmatimonadetes
(OTU3, 1.1%) (Fig. 3, Table 2).

Assessment of factors influencing bacterial community
composition

Overall, the relative abundance of the dominant bacterial phyla
was correlated with some environmental parameters when
using Pearson’s rank correlation coefficients. For instance, the
relative abundance of Proteobacteria was negatively correlated
with pH (R = —3.63, P < 0.001), whereas that of Bacteroidetes was
positively correlated with the exposition (R = 2.13, P < 0.05).
Furthermore, TOC, TN and terrain slope were also significantly
correlated (positively or negatively) with the presence of several
phyla (Table 3).

The patterns of bacterial community composition across all
soil samples were visualized using the Spearman’s rank corre-
lation coefficient based on the pairwise Euclidean distances as
well as a PCoA ordination based on the Bray-Curtis distances.
The former allowed us to visualize the correlation strength
between samples (Figure S3, Supporting Information) and to
group them into four distinct subgroups (Figure S4, Support-
ing Information). These subgroups were not clearly based on
the age of the lava flows, but the extreme samples, i.e. the old-
est ones noted ND (prior to 1769) and the youngest one noted
1951, were clustered separately and shared the lowest corre-
lations (Figure S3, Supporting Information). We further calcu-
lated Bray-Curtis distances for all pairs of samples and used
PCoA for ordination (Fig. 4). The same tendency was observed,
with no clustering patterns according to the eruptive event date
and the oldest and youngest samples again clustered at oppo-
site poles. But a clear difference in the vegetation cover was

observed between these most distant samples. Moreover, the
four subgroups resulting from the Spearman’s rank correlation
coefficient were clearly separated according to the two first axis
(Fig. 4). However, because of the limited robustness of the analy-
sis (up to 30% of explained variability), all assumptions drawn
from it need to be carefully interpreted. LDA effect size was
then performed to obtain further insights into the differentia-
tion of the four identified subgroups and confirmed that each
had its own indicator taxa at the class level (Fig. 5). Anaerolineae
and Thermomicrobia within Chloroflexi as well as Cytophagia within
Bacteroidetes, Rubrobacteria within Actinobacteria and Cyanobacte-
ria were specific to the subgroup colored in red (as code used
in Fig. 4). Ktedonobacteria within Chloroflexi as well as Sphingobac-
teria and Phycisphaerae within Bacteroidetes were all common to
the purple subgroup while unclassified Gammaproteobacteria was
specific to the blue subgroup and the novel class-level lineages
Thermoleophilia within Actinobacteria to the green subgroup. Addi-
tionally, CCA was used to relate the soil properties (pH, C, N, alti-
tude, slope, exposition, vegetation and moss) with the soil bac-
terial community composition data. The CCA explained 28% of
the total variance (P = 0.002; 10 000 permutations), of which 8.8%
was described by CCA1 and CCA2. CCA results showed that dif-
ferences in microbial community composition had the strongest
correlation with C content (and therefore N content) (axis 1) as
well as slope (axis 2), which were found to be the only signifi-
cant explanatory environmental variables (P = 9.9 e~% and 0.03,
respectively) (Fig. 6). Though TOC was mostly correlated with the
oldest samples (those noted ND- and the sample ‘Soil’ located
outside the lava flows), it was also correlated with some younger
lava flows. The slope was correlated with samples of almost all
ages.

DISCUSSION

In the recent years, the study of volcanic rock has attracted
substantial interest, notably owing to their involvement in pro-
cesses that can affect climate across silicate weathering reac-
tions, for instance, allowing CO, sequestration in basalt (Dessert
et al. 2003; Daval 2018). Though the microorganisms were shown
to be the key players of these processes, information regarding
their diversity in terrestrial volcanic deposits remains scarce and
mainly focused on a few areas such as Iceland (Kelly et al. 2010,
2014; Olsson-Francis et al. 2012; Cockell, Kelly and Marteinsson
2013; Byloos et al. 2018) and Hawaii (King 2003; Dunfield and King
2004; Nanba, King and Dunfield 2004; Gomez-Alvarez, King and
Niisslein 2007; Weber and King 2010; Wall et al. 2015; Cockell et al.
2019); microbial composition of volcanic rock on Fogo Island was
never investigated before.

Bacterial diversity and composition

Differences in lava flow composition, as well as the age of the
deposits, were shown to contribute to shape the microbial com-
munities in terrestrial volcanic rocks. For instance, several stud-
ies have demonstrated an increase in the phylogenetic diver-
sity and richness in oldest rock samples in comparison to the
youngest, on short (over a few dozens of years; Nemergut et al.
2007) or long (over several dozens of thousands of years; Lysnes
et al. 2004; Tarlera et al. 2008; Kelly et al. 2010) timescales. Con-
trary to these findings, the bacterial communities we detected in
the oldest soils studied did not specifically display an increase in
their diversity and richness (Table S4, Supporting Information).
Hence, the variation observed between our soil samples may be
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Table 3. Pearson’s rank correlation coefficients between dominant bacterial taxa and environmental variables.
Altitude Slope Exposition TOC TN pH (H0)
Actinobacteria 0.03 0.77 -1.32 0.27 0.54 1.20
Proteobacteria -0.34 -0.02 1.38 3.22+* 2.59* -3.63%**
Acidobacteria -0.53 0.97 1.60 1.07 1.25 -1.44
Chloroflexi 0.40 0.032 -1.16 -2.67* -2.54* 1.78
Planctomycetes -1.51 1.57 0.78 1.36 1.21 -0.62
Bacteroidetes 0.40 -2.31* 2.13* -0.05 -0.54 -0.52
Gemmatimonadetes -1.94 -2.44* -0.58 -0.84 -0.63 -0.14
Nitrospirae 0.68 0.98 -0.16 1.05 1.73 -1.12
Armatimonadetes -1.38 -0.80 -0.13 -3.62%* -3.90"** 0.12
Cyanobacteria 0.56 -0.48 -0.21 -1.20 -1.25 1.23
Firmicutes 0.43 0.08 0.17 -0.07 -0.12 -0.85
TOC, soil total organic carbon; TN, soil total nitrogen; and ***P < 0.001, **P < 0.01; *P < 0.05.
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Figure 4. PCoA of the bacterial community structure using Bray-Curtis distances. Colors represent the four different clusters as revealed using Spearman’s rank
correlation analysis (Figures S3 and S4, Supporting Information). The percentage of variation explained by each ordination axis is indicated. Soil pictures for the most

distant samples are shown.

due to differences of microenvironment in which these commu-
nities are located. Indeed, many other factors are known to influ-
ence microbial diversity such as rock/mineral composition, soil
porosity, cavity surface and depth, nutrients, moisture, vegeta-
tion and wind (Choe et al. 2018), which may thus also have con-
tributed to the differences observed here. Moreover, the short
time period between the eruption events (~250 years for dated
lavas) might be insufficient and soils on the different flows not
developed enough to allow a more extensive bacterial diversity
in the oldest soils, as previously reported by Byloos et al. (2018)
in Icelandic volcanic deposits. By contrast, soil age might have
influenced the succession of bacterial populations, the com-
munity composition from the youngest (i.e. sample 1951) and
the oldest soils (i.e. ND- and Soil samples) being the most dis-
tant using statistical and multivariate ordination analyses. This
might result from the weathering for a longer period of the old-
est age samples, facilitating nutrient release and promoting the
growth of different bacterial groups.

Overall, the Fogo volcanic soils were relatively similar to one
another in terms of phylogenetic composition, at least at the
phylum scale. They all hosted in relative high abundance Acti-
nobacteria, Proteobacteria, Acidobacteria, Chloroflexi, Bacteroidetes
and Planctomycetes, similarly to what was recorded in other soil

surveys (Janssen 2006; Lauber et al. 2009; Nacke et al. 2011; Fierer
etal. 2012; Prober et al. 2015). Among them, Actinobacteria and Pro-
teobacteria were demonstrated to be common representatives of
early stages during succession and key inhabitants of basaltic
substrates (Cockell, Kelly and Marteinsson 2013; Antony et al.
2014; Rughoft et al. 2016; Choe et al. 2018) because of their impor-
tant role in rock weathering, decomposition of organic matter
and nutrient recycling. Moreover, some members of these phyla
have the capacity to not only resist desiccation and tempera-
ture fluctuations but also form spores, hence improving their
dispersal. They can also develop a filamentous growth, allow-
ing them to invade the rock interstices. All these traits might
represent advantages in Fogo soils, as in other volcanic environ-
ments (Okoro et al. 2009; Cockell et al. 2011; Neilson et al. 2012;
Rughoft et al. 2016). Regarding the Proteobacteria phylum, the high
abundance of its members in early bacterial communities was
explained by a wide variety of metabolic traits conferring ben-
efits in environments with limited nutrient resources (i.e. pho-
totrophy, chemolithotrophy and photoheterotrophy). Like vari-
ous preceding studies on volcanic substrates, Alphaproteobacte-
ria was the most abundant class in this phylum and was dom-
inated by the Rhizobiales, Rhodospirillales and Sphingomonadales
orders. They are known habitants of soils (Fierer et al. 2012)
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Chlaroﬂexi

Figure 5. Linear discriminant analysis (LDA) effect size (LEfSe) taxonomic clado-
gram comparing bacterial communities from the four subgroups determined
using Spearman’s rank correlation coefficients. Nodes from inside to outside cir-
cles represent the bacterial taxon from phylum to genus level, respectively. Sig-
nificant discriminant taxa to a specific subgroup and its branch areas are high-
lighted with green, purple, red and blue color (as indicated in Fig. 5). The thresh-
old for the logarithmic LDA score was 3.5. In red: Cytophagia within Bacteroidetes
(D); Thermomicrobia (F) and Anaerolineae (G) within Chloroflexi; Cyanobacteria (H);
in purple: Ktedonobacteria within Chloroflexi (E), Sphingobacteriia (C) and Phycis-
phaerae (I) within Bacteroidetes, (D); in green: Thermoleophilia within Actinobacteria
(A); in blue: unclassified Gammaproteobacteria (J).

but also of rocks at least slightly weathered (Gomez-Alvarez,
King and Nisslein 2007; Cockell et al. 2019), such as those found
on Fogo surface. Although major soil phyla were detected in
Fogo soil samples, surprisingly they lack a significant amount
of Verrucomicrobia, while they were described as important in
many soil bacterial communities (Delgado-Baquerizo et al. 2018)
and suspected to contribute to weathering in basalt environ-
ment (Byloos et al. 2018). This underestimation must be taken
with care because it might be due to primer bias, many PCR
primers being shown to exclude verrucomicrobial 16S rRNA
genes (Bergmann et al. 2011). Finally, in accordance with previ-
ous findings in fumarolic sites (Cockell et al. 2019), the preva-
lence of different phyla in some basaltic sites and not in others
could highlight the important role of geographical location or
other physicochemical factors in shaping microbial communi-
ties of volcanic materials.

Phototrophic bacteria are known to be some of the first
colonists of post-volcanic environments (Uroz et al. 2009). They
include not only oxygenic-dependent species, i.e. Cyanobacte-
ria, but also anoxygenic ones (anoxygenic phototrophic bacte-
ria or APBs) that were identified in six bacterial phyla scattered
across the domain (Hanada 2016; Ward et al. 2018). Cyanobacte-
ria were recorded in all samples, representing a significant pro-
portion in few of them (up to 31% of the analyzed reads). This
is in accordance with the previous demonstration of their ubig-
uity in volcanic rocks (Cockell et al. 2009) and their important
role in weathering and initial soil development (Belnap, Blidel
and Lange 2001; Liu et al. 2017). In this study, this phylum was
dominated by the genera Phormidium, Coleofasciculus, Leptolyng-
bya and Chroococcidiopsis that is consistent with the fact they
are widespread rock dwellers and fast-growing Cyanobacteria

(Olsson-Francis et al. 2012). They are also thought to be respon-
sible for the pH increase during the element extraction from
rocks. Likewise, our data suggest the presence of diverse APBs
in Fogo soils mainly belonging to Proteobacteria (in the - and B-
classes), Chloroflexi (in the filamentous phototrophic Chloroflexia
class) and Gemmatimonadetes. However, since the two later phyla
have only a handful of cultured species, the biochemical poten-
tial of most of their members remains uncertain. So, further
studies, based on the detection of specific photosynthetic genes
orisolation methods, are needed in order to fully reveal the roles
of these microorganisms in the investigated soils.

Furthermore, similarly to what was demonstrated for other
sites, allochthonous inputs carried by the wind likely partici-
pate in soil development and microbial community shaping on
Fogo lava flows. This is evidenced at the geological level by the
unexpected presence of quartz grains in soils and at the sur-
face of lava flows that are devoid of such minerals, as for all
the rocks of the island (Figure S5, Supporting Information). Fur-
thermore, here, we show that the specific taxonomic composi-
tion of the microbial communities might be geographically influ-
enced. Indeed, the most abundant OTUs identified in our sam-
ples (Table 2) were most similar to sequences from the coun-
tries swept by the north-east trade winds. Therefore, this might
suggest that atmospheric deposition of microorganisms could
be important source of microbial colonizers on Fogo, also high-
lighting their high dispersal efficiency and viability as shown in
previous studies (Smith et al. 2013; Hu et al. 2018; Tang et al. 2018).
Likewise, the majority of them were associated with communi-
ties from volcanic (lava tube, lava cave, crater wall) and extreme
(rock, crust, alkaline soil, arid soil) environments, reflecting the
selection of specialized core populations well adapted to such
environments.

Nitrogen cycling in Fogo soils

Based on archaeal 16S rRNA gene sequence analysis, Fogo vol-
canic soils were clearly dominated by Thaumarchaeota, mostly
the SCG (Group L.1b), which is in accordance with previous stud-
ies that identified this group as the main archaeal lineage for
the soil environment (Auguet, Barberan and Casamayor 2010;
Hofferle et al. 2010; Bates et al. 2011; Tripathi et al. 2015; Liu
et al. 2019) and crater-wall basalts (Antony et al. 2014). The
SCG is assumed to contribute significantly to ammonia oxida-
tion (AO) in soils along a broad pH range (Gubry-Rangin et al.
2011; Chrondakova et al. 2015; Lu, Seuradge and Neufeld 2017),
with specialized acidophilic (mostly the genus Nitrosotalea) and
alkalinophilic (mostly the genus Nitrososphaera) lineages (Tourna
et al. 2011; Gubry-Rangin et al. 2015; Oton et al. 2016). This agrees
relatively well with the affiliation of ~11% of our SCG reads
with the alkalinophilic AOA (ammonia-oxidizing archaea) genus
Candidatus Nitrososphaera and the alkaline properties of the
Fogo soils. Moreover, the fact that the majority of the detected
SCG reads remained unclassified at the genus level could be
explained by the current low number of representative cultured
and environmental genomes for this group in public databases.
Conversely, Thermoplasmatales, belonging to the phylum Eur-
yarchaeota, were present in very low abundance in the inves-
tigated soils, which is possibly due to their preference toward
acidic soils (Angelov and Liebl 2006; Hu et al. 2013).

Here, the ammonia-oxidizing communities were clearly
dominated by Archaea across all samples. Indeed, ammonia-
oxidizing bacteria (AOB; Nitrosomonadaceae family for g-
Proteobacteria and Nitrosococcus genus for g-Proteobacteria)
constituted negligible fractions of the reads in all Fogo data sets
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Figure 6. CCA ordination plot for the first two principal dimensions depicting the relationship between the distribution of bacterial clusters, as represented by 16S rRNA
gene sequence data, and the environmental parameters used in this study. Correlations between environmental variables and CCA axes are represented by the length
and angle of arrows (environmental factor vectors). Abbreviations are the same as in Table 1. Only statistically significant environmental variables are represented.

(0.46 and 0.02% of all bacterial reads, respectively). This is in
agreement with the general trend observed in a wide range of
soils examined so far (He et al. 2007; Di et al. 2010; Stopnisek et al.
2010; Alves et al. 2013), including the volcanic soils (Daebeler
et al. 2014; Hernandez et al. 2015; Rughoft et al. 2016) and might
be explained by the low substrate content (e.g. TN and TOC) that
is thought to benefit AOA over AOB due to a higher substrate
affinity (Bates et al. 2011; Daebeler et al. 2014; Oton et al. 2016).
This is also consistent with the fact that AOA were shown to
be early colonizers of young volcanic soils, where they might
play an important role not only in nitrification but also in soil
formation and function (Hernandez et al. 2015).

Besides the ammonia oxidizers, which catalyze the oxida-
tion of ammonia to hydroxylamine and nitrite, nitrification also
comprises NOBs in a last step for transformation of nitrite in
nitrate. In our study, only NOBs belonging to the genus Nitro-
spira (phylum Nitrospirae) were detected, which agrees with the
higher ubiquity and phylogenetic diversity for this genus com-
pared to Nitrobacter-NOB type reported in other studies (Xia et al.
2011, Pester et al. 2014). Moreover, this genus was proposed to be
a k-strategist NOB and therefore adapted to environments con-
taining low substrate concentrations (Kim and Kim 2006) as the
ones found on Fogo, as opposed to Nitrobacter that was proposed
to be r-strategist (Wertz, Leigh and Grayston 2012). Our results
are also congruent with other studies demonstrating that the
dominant form of nitrifying network under low substrate con-
centrations is AOA / Nitrospira (Daebeler et al. 2014; Stempfhuber
et al. 2016).

Moreover, some Nitrospira sp. were recently shown to perform
complete nitrification (complete ammonia oxidizer or comam-
mox), which has challenged the view of this metabolism as a
unique two-step process performed by two distinct functional
guilds (Daims et al. 2015; van Kessel et al. 2015; Shi et al. 2018).

All comammox belong to the Nitrospira lineage II and are indis-
tinguishable from the canonical NOB Nitrospira, using 16S rRNA
sequences. These comammox can be divided into two mono-
phyletic sister clades based on the sequence of the ammonium
monooxygenase subunit A (AmoA), enzyme not found in canon-
ical Nitrospira and whose sequence differs from that of canonical
ammonia oxidizers. Though most Nitrospira identified in Fogo
soils are most probably related to canonical NOB, we cannot
exclude that some of them could belong to comammox as the
latter were detected in a wide range of environmental samples
(Pjevac et al. 2017; Koch, van Kessel and Liicker 2019) and sta-
bly co-existed with AOA (Bartelme, McLellan and Newton 2017).
Hence, further studies are needed, notably based on the amoA
gene marker, to gain insight into the potential contribution of
Nitrospira to AO in the Fogo Island soils.

CONCLUSION

This survey provides the first data on the archaeal and bacterial
diversity colonizing the soils filling microsites on Fogo basaltic
lava flows of different ages. Although these communities resem-
bled those commonly found in soils, our work indicates the pos-
sibility of exogenous sources of bacteria as important coloniz-
ers. Hence, atmospheric deposition (i.e. through aeolian dust,
trade winds and rain) may play a crucial role in the develop-
ment of the recently formed volcanic ecosystems by not only
providing source of energy and nutrients but also inoculating
these environments with microbial populations well adapted to
such harsh conditions (aridity, limited nutrient resources and
rock). Moreover, the dominance of AOA compared to AOB in
these ecosystems highlights the role of Archaea in the volcanic
soil N cycle, most likely in combination with nitrite oxidation by
Nitrospira-related NOB.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Handling Editor: Robert Letcher One consequence of the intensive use of glyphosate is the contamination of rivers by the active substance and its

metabolites aminomethyl phosphonic acid (AMPA) and sarcosine, inducing river eutrophication. Biofilms are the

Keywords:
Aminomethyl phosphonic acid (AMPA) predominant lifestyle for microorganisms in rivers, providing pivotal roles in ecosystem functioning and pol-
Phosphorus lutant removal. The persistence of glyphosate in these ecosystems is suspected to be mostly influenced by mi-

Co-occurrence
Microbial ecotoxicology
Biodegradation
Eutrophication

crobial biodegradation processes.

The present study aimed to investigate the tripartite relationship among biofilms, phosphorus and glyphosate
in rivers. The first part consists of a co-occurrence analysis among glyphosate, AMPA and phosphorus using an
extensive dataset of measurements (n = 56,198) from French surface waters between 2013 and 2017. The
second part investigated the capacity of natural river biofilms to dissipate glyphosate, depending on phosphorus
availability and the exposure history of the biofilm, in a microcosm study.

A strong co-occurrence among glyphosate, AMPA and phosphorus was found in surface waters. More than
two-thirds of samples contained phosphorous with glyphosate, AMPA or both compounds. Seasonal fluctuations
in glyphosate, AMPA and phosphorus concentrations were correlated, peaking in spring/summer shortly after
pesticide spreading. Laboratory experiments revealed that natural river biofilms can degrade glyphosate.
However, phosphorus availability negatively influenced the biodegradation of glyphosate and induced the ac-
cumulation of AMPA in water. An increase in alkaline phosphatase activity and phosphorus uptake was observed
in glyphosate-degrading biofilms, evidencing the tight link between phosphorus limitation and glyphosate de-
gradation by biofilms.

The results of the present study show that phosphorus not only is a key driver of river eutrophication but also
can reduce complete glyphosate degradation by biofilms and favour the accumulation of AMPA in river water.
The predominant role of biofilms and the trophic status of rivers must therefore be considered in order to better
assess the fate and persistence of glyphosate.

1. Introduction

Glyphosate (N-(phosphonomethyl) glycine) is a systemic herbicide
exhibiting a broad activity spectrum. This herbicide is mainly used
before planting non-genetically modified crops, on glyphosate-resistant
crops (Powles and Duke, 2010), in orchards (Maqueda et al., 2017), in
minimum-tillage agroecosystems (Buhler, 2014) and in urban areas
(Hanke et al., 2010). Since its commercialisation in 1974, glyphosate
use has rapidly increased (Duke, 2015). In 2012, approximately
9000 tons of glyphosate was used in France, 127,000 tons in the USA
and 700,000 tons worldwide (AGRESTE, 2018; Swanson et al., 2014;
US Geological Survey, 2018). This herbicide is authorized at the

European Community level (included in Annex I to Directive 91/414/
EEC on 2002/07/01 by Commission Directive 2001/99/EC) and at the
national level in France, where a total of 192 glyphosate-based for-
mulations are currently approved (E-Phy, 2018). Glyphosate is the
most-used active substance in France, and sales remained constant over
the period 2011-2015 (AGRESTE, 2018). Broad contamination by
glyphosate residues has recently led to awareness of its potential
harmful side effects to human health and soil and aquatic ecosystems
(Davoren and Schiestl, 2018; Van Bruggen et al., 2018). This global
contamination has been a central question in the media and political
scenes worldwide concerning the prolongation (or not) of glyphosate's
use in the environment.
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One consequence of the intensive use of glyphosate is the con-
tamination of various environmental compartments despite the fact
that this compound can be degraded by various soil and aquatic mi-
croorganisms (Sviridov et al., 2015). The primary degrading product
often detected in the environment is AMPA aminomethyl phosphonic
acid (AMPA) (Singh and Singh, 2016). Glyphosate can also move
through soil and contaminate surface and ground waters (Van Bruggen
et al., 2018). In rivers, the dissipation time to eliminate 50% (DTsq) of
glyphosate varied from 13.8 to 301 days, suggesting a moderate to high
persistence of the molecule (EFSA, 2015). In France, AMPA and gly-
phosate are among the most often quantified compounds in river water
(63% and 43% quantification frequency, respectively). Their con-
centrations can reach up to 558 ugL~! (AMPA) and 164 ugL~?' (gly-
phosate) (NAIADES, 2018).

Rivers are dynamic ecosystems that play a key role in nutrient cy-
cling and xenobiotic mitigation (Hanna et al., 2018). Within rivers,
biofilms are one of the microbial lifestyle that guarantee essential
ecosystem functions and participate in biogeochemical cycles (Battin
et al., 2016). The large panel of functions provided by river biofilms is
due to their extreme microbial diversity. Biofilms are composed of
metazoan organisms, bacteria, archaea, algae, fungi, protozoa and
viruses embedded in an extracellular matrix protecting them against
environmental stresses such as nutrient starvation and pollutants
(Besemer, 2015). River water carries nutrients, organic matter and
pollutants, which may constitute important constraints for micro-
organisms (Battin et al., 2016). In turn, the fact that biofilms are
complex assemblages hosting a large variety of microbial species en-
ables biofilms to degrade a large variety of xenobiotics, either by co-
metabolism or by mineralization. Biofilms are also dynamic commu-
nities that can colonize different types of substrate (e.g. mud, stones,
macrophytes) and adapt to xenobiotic exposure (Blanck, 2002).

The glyphosate molecule contains one atom of phosphorus and can
therefore be used as a phosphorus source for a variety of microorgan-
isms in biofilms (i.e., bacteria and fungi) (Sviridov et al., 2015). This
compound can therefore contribute to river eutrophication (Vera et al.,
2010) and reinforce the problem resulting from massive fertilizer uti-
lization (Lasier et al., 2016) can lead to an excess of phosphorus, which
interferes with the capacity of biofilms to mitigate glyphosate. The
genetic and biochemical bases of glyphosate utilization as phosphorus
source for microorganisms have been well described in the literature
(Hove-Jensen et al., 2014). Glyphosate is cleaved through the CP-lyase
pathway, which involves seven or eight enzyme-catalysed reactions
(e.g., phosphonate activation and C-P bound cleavage). The genes en-
coding the corresponding enzymes are assembled into the phn operon,
which is widespread among bacterial species.

To date, the effect of phosphorus on glyphosate biodegradation has
mostly been studied for isolated microbial strains (Krzysko-Lupicka
et al., 2015; McMullan and Quinn, 1994) rather than for natural biofilm
communities (Klatyik et al., 2017). The present study investigates the
tripartite relationship among biofilms, phosphorus, and glyphosate in
rivers. The first part of the study consists of the analysis of an extensive
dataset of glyphosate, AMPA and total dissolved phosphorus con-
centrations recorded in French surface waters between 2013 and 2017
(n = 56,198). The co-occurrence, seasonality and influence of trophic
status on glyphosate and AMPA fate in rivers were investigated. The
second part of the study was carried out in laboratory microcosms in
order to investigate the capacity of natural biofilms to dissipate gly-
phosate. Biofilms from an upstream site (non-exposed to glyphosate)
and a downstream site (chronically exposed to glyphosate) were used to
test the influence of i) phosphorus availability in water and in biofilms
and ii) glyphosate availability in water on glyphosate dissipation. Our
main hypothesis was that glyphosate can be used as a phosphorus
source for biofilm microorganisms, though eutrophic conditions might
lead to the slower total degradation of glyphosate and accumulation of
AMPA in rivers. Besides, biofilms chronically exposed to glyphosate
would develop more efficient glyphosate degradation comparing to
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biofilms non-exposed.
2. Material and methods

2.1. Meta-analysis of glyphosate, AMPA and total phosphorus
concentrations in surface waters from France

Data on glyphosate, AMPA and total phosphorus concentrations in
surface waters in France were downloaded on 2018/02/16 from the
NAIADES public database available at http://www.naiades.eaufrance.
fr/acces-donnees#/physicochimie (NAIADES, 2018). This database
contains the results of analyses performed by water agencies and en-
vironmental consultancies, with a total of 4733 (glyphosate), 4716
(AMPA) and 9326 (total phosphorus) sites located throughout France
(excluding French overseas departments and territories). Within this
huge database, the research criteria imposed for data selection in our
study were as follows: time period: “2013/01/01-2017/12/31”; data
qualification: “correct” (i.e. result of the water analysis validated by the
freshwater agencies); and fraction: “raw water”. Valid data obtained
separately for each parameter (glyphosate samples N = 72,298, AMPA
N = 72,277, total phosphorus N = 215,462) were then grouped to-
gether (N = 56,198) and filtered again by cases in which quantification
of each compound was > average of their corresponding limit of
quantification (LQ). This resulted in N = 31,041 for glyphosate
(LQ = 0.03ugL™"), N = 45,552 for AMPA (LQ = 0.02pgL~") and
N = 199,833 for total phosphorus (LQ = 0.01 mgPL™%).

Co-occurrence analysis was therefore performed in cases where
three compounds were detected at the same station AND on the same
date. The quantification of glyphosate and AMPA was also classified by
trophic status (according to the concentration of total phosphorus in
surface water, ngL’l): oligotrophic (< 25, N = 1018), mesotrophic
(25-75, N = 6988), eutrophic (75-100, N = 3147) and hypereutrophic
(> 100, N = 11,670).

The temporal evolution of glyphosate, AMPA and total phosphorus
concentrations was assessed on a monthly basis from January 2013 to
August 2017. The average concentration of each parameter was cal-
culated for each month independent of the station (N = 56). The re-
lationship between the AMPA/glyphosate ratio and the concentration
of total phosphorus was assessed for a monthly averaged dataset using
Spearman's rank correlation test p (P < 0.05).

2.2. Microcosm study

Colonization of natural biofilms was carried out in the field at the
end of spring 2017 in an upstream site (Ups, 45°43’14.4”N 3°01’16.3”E)
and a downstream site (Dws, 45°47’44.8”N 3°10’26.8”E) of the Artiére
River (Puy-de-Dome region, France) during two weeks (Fig. S1). Both
sites were well distinct in terms of (mean for upstream/downstream
sites): water velocity 0.21/0.74ms”'; water discharge 0.03/
1.25m>s™!; dissolved organic carbon 6.50/12.97 mgL~%; NO3 3.55/
16.70mgL~'; soluble reactive phosphorus 0.03/0.32mgPL™"; dis-
solved  oxygen  10.02/8.15mgL”';  conductivity = 297.53/
654.91 uS cm ™ *; pH 7.33/7.35; glyphosate 0.00/0.25 ug L.~ ! and AMPA
0.09/1.08 ug L7! (Artigas et al., 2017; Rossi et al.,, 2019). Rocks,
boulders, and sand covered the streambed of the upstream site, while
rocks and sand were dominant at the downstream site. Frosted glass
slides with an area of 21.9 cm? were glued onto three different flag-
stones per site, which were randomly submerged along the stream
sections to depths of 10-20 cm.

Twenty-four microcosms consisting of 20 L glass aquariums (rec-
tangular parallelepiped length X width X height 39 x 19 X 23 cm)
were used to determine the biodegradation potential of glyphosate in
the laboratory. For the acclimation phase, glass slides were detached
from flagstones and carefully placed at the bottom of the aquarium.
Colonized slides were heavy enough to not to be taken by the water
current supplied by the aquarium pump. The side of the slide where the
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biofilm was grown was placed in contact with the water column and the
light source. The position of biofilms in the microcosm mimicked water
depths, current velocity, and light conditions similar to those found in
the field during colonization. Half of the aquaria received Ups biofilms,
while the other half received Dws biofilms (11 colonized slides per
aquarium). Each aquarium containing biofilms was filled with 5L of
filtered (0.5 mm) water collected from the upstream site. This water
was characterized by 4.0mgL™" of NO3, 100 ugPL™"! of soluble re-
active phosphorus, 8.2 mg L' of dissolved organic carbon, 9.2 mg L!
of dissolved oxygen, 244 uS cm ™! of conductivity and a pH of 7.3. This
water did not contain any traces of glyphosate and AMPA. Water was
recirculated in each aquarium by a submerged pump (Newjet 1200,
Newa, Italy). Flow rates of aquarium pumps were adjusted in order to
obtain water current velocities similar to those measured in the Artiére
upstream site (200 cm s~ '). Temperature and photoperiod were set at
19 + 1°C and 13h light: 11 h dark. The water in the aquaria was
completely renewed every 3 days to avoid nutrient limitation in the
biofilms during the acclimation phase. The dissolved phosphorus con-
centration in aquaria containing Ups biofilms was maintained at the
initial P concentration at the upstream site (corresponding to the LowP
condition, i.e., an average value of 100ugPL~! during the experi-
ment), whereas the water in Dws aquaria was adjusted to 10 X LowP
(corresponding to the HighP condition, 1000 ug P L~ ') by adding ade-
quate volumes of 1 M K,HPO, salt solution.

After two weeks of laboratory acclimation for the biofilms, the
water was removed, and each biofilm type (Upstream = colonized at a
low-P site, Downstream = colonized at a high-P site) were subjected to
the four experimental conditions in triplicate according to water
phosphorus concentration (LowP and HighP as defined above) and
glyphosate concentration (LowG = 10 ug L~ ! and HighG = 100 pg L™ %,
nominal concentration) by adding adequate volumes of 10 and
100 gL~ ! glyphosate aqueous solution prepared with glyphosate PES-
TANAL® (analytical standard, CAS Number 1071-83-6, Sigma-Aldrich,
France) in 0.2 um filtered water from upstream (15L per aquarium).
These experimental conditions correspond to 1 X and 10 X the mean of
actual concentration of glyphosate in surface waters from France. The
experimental conditions in our microcosm experiment were therefore
chosen to assess realistic environmental contamination conditions.
Abiotic controls (0.2 um filtered water without biofilms) were also
carried out for each condition (in triplicate) in order to check the ab-
sence of abiotic dissipation of glyphosate. Glyphosate and AMPA were
quantified in water at the beginning and at the end of the experiment
(day 27).

Water analyses were carried out at 0, 2, 4, 6, 9, 13, 16, 20, 23 and
27 days. One glass slide was removed from each aquarium at 0, 2, 4, 6,
13, 20 and 27 days for biofilm analysis. Scraped biofilms were sus-
pended in 12 mL of sterile 0.8% NaCl solution. After homogenization,
aliquots of the biofilm suspension were kept for subsequent analyses.

Nitrate and phosphorus concentrations were maintained throughout
the experiment by adding adequate volumes of 1 M KNO3 (in order to
maintain the initial concentration of nitrate in water, i.e. 4.0 mg LY
and 1 M K,HPO, salt solutions (in order to satisfy the concentration of
phosphorus of LowP and HighP described above), respectively.

2.2.1. Water analyses

The concentrations of total phosphorus and soluble reactive phos-
phorus (SRP) in filtered water (0.45um) were determined spectro-
photometrically at 890 nm (Murphy and Riley, 1962). The total phos-
phorus concentration was determined after an additional digestion step:
10 mL of water samples was mixed with 1 mL of digestive reagent
(0.185M potassium persulfate, 0.485M boric acid in 0.375M NaOH)
and heated at 120 °C for 1 h 30 m.

Glyphosate and AMPA quantification was performed using 100 mL
water samples. These samples were immediately sent in refrigerated
boxes (4 °C) to the CARSO laboratory (COFRAC agreement number 1-
1531, Lyon, France) and kept at 4°C until glyphosate and AMPA
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measurements were performed (HPLC/FLD, internal method M_ET143).
The method consisted of the analysis of both compounds after a deri-
vatization step (glyphosate and AMPA LQs = 0.1 pgL™1).

2.2.2. Bacterial abundance and phosphorus content in biofilms

Bacterial density was estimated for each experimental condition and
sampling time using flow cytometric counts of bacterial cells. Five
hundred microliters of biofilm suspension was centrifuged (13,000g for
5min at 4°C). The pellet was resuspended in 900 uL of sterile PBS
pH7.2 (gL~ ': NaCl, 8.5; Na,HPO, 1.07; NaH,PO,, 0.39) and sonicated
twice (40 W, 40 kHz, 30s) using a sonication bath (model FB 15048,
Fisher Scientific, Leicestershire, U.K.). The resulting bacterial suspen-
sion was centrifuged again (800g for 60s at 4°C), fixed with for-
maldehyde (2% final concentration) and stored at 4 °C until cytometric
analysis. Ten microliters of fixed bacterial suspension was diluted 25-
fold in TE buffer (10 mM Tris, 1 mM EDTA) and stained with 2.5 uL of
SYBR Green I (Molecular Probes) before counting bacterial cells with a
BD FACSCalibur flow cytometer (15 mW at 488 nm, Becton Dickinson,
USA).

Biofilm phosphorus content was measured spectrophotometrically
(Murphy and Riley, 1962) after the digestion of 2mL of biofilm sus-
pension, using the same protocol described above for total phosphorus
quantification in water. Biofilm P content was corrected by the biofilm
dry weight. Biofilm dry weight was determined as follows: 2mL of
biofilm suspension were centrifuged (13,000g for 5min at 4°C), the
supernatant was discarded and the pellet was dried over night at 60 °C.
The weight of dry pellet was then measured using a precision balance
(Sartorius CPA225D, 0.01 mg precision).

2.2.3. Biofilm activity

The potential extracellular alkaline phosphatase activity (APA, EC
3.1.3.1) in biofilms was measured for each experimental condition and
sampling time using a methylumbelliferyl-phosphate (MUF-P, Sigma)
substrate analogue (Chrost and Krambeck, 1986). Eight hundred mi-
croliters of biofilm suspension was mixed with the MUF-P substrate at a
known saturation concentration of 0.3 mM. Samples were then in-
cubated for 1 h at 19 °C in the dark with agitation. The enzymatic ac-
tivity was stopped by adding (1:1, V:V) 0.05 M glycine buffer (pH 10.4),
and fluorescence was measured (365 nm excitation, 455 nm emission)
with a microplate fluorometer (Fluoroskan™, Thermo Scientific,
France).

Phosphorus uptake was calculated from bi-weekly SRP concentra-
tion measurements in microcosms containing treated biofilms.
Phosphorous uptake (ugP g (biofilmgy)~ !day~!) was calculated as
follows: Pyprae = (SRP immediately after P adjustment — SRP after
each sampling time interval) / sampling time interval (days).

2.2.4. Glyphosate and AMPA quantification in biofilms

At the end of the experiment (day 27), the biofilms were scraped
from the remaining glass slides (total surface = 49.5 cm?) and lyophi-
lized before glyphosate and AMPA analysis. The dry mass of each
biofilm was estimated, and samples were extracted by ultrasound-as-
sisted solid-liquid extraction using a custom method. Briefly, ultrapure
water acidified with formic acid (HFor, Sigma-Aldrich, Steinheim,
Germany) at pH = 3.0 was added to the extraction tubes at a ratio of
0.10 mL/1.0 mgq,, of collected biofilm. The tubes were placed in an
ultrasonic bath for 20 min. Afterwards, the extracts were centrifuged
(4000 rpm, 10 min). The supernatants were vacuum-filtered through
0.45 pm mesh nylon filters (Whatman, Maidstone, UK) and were deri-
vatized with 9-fluorenylmethoxycarbonyl chloride (FMOC, 97%,
Sigma-Aldrich) according to a previously published method (Hanke
et al., 2008; Sanchis et al., 2012).

After 2h of derivatization, the extracts were acidified to pH = 3.0
with HFor(,q) and centrifuged (4000 rpm, 10 min). The supernatants
were analysed by liquid chromatography coupled to high resolution
mass spectrometry (HPLC-HRMS) with an Acquity UPLC system
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(Waters, Milford, MA, USA) and a Q Exactive™ mass spectrometer
(Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA, USA). Separation was achieved
with a C18 column (Luna®, 150 X 2.0 mm; particle size, 5pm,
Phenomenex). HFor(,q) (0.1%) and acetonitrile were used as mobile
phases at 0.250 mL min~'. Ionisation was carried out with an electro-
spray ionisation (ESI) source in negative mode. The acquisition was
carried out in full-scan mode. The deprotonated molecular ions
[C1gH17,NO,P]™  (m/z = 390.0748) and [C;cH;sNOsP1™  (m/
z = 332.0693) were used for FMOC-glyphosate and FMOC-AMPA, re-
spectively.

2.3. Modelling glyphosate dissipation and AMPA formation in microcosms

The dissipation kinetics of glyphosate in water were fitted using
OriginPro 2016 software (Origin Lab Corporation, USA) to a simple
first-order exponential model (Exp2Mod1), characterized by the fol-
lowing equation:

@

where t is the incubation time, C, the glyphosate concentration at time t,
Co the initial concentration of glyphosate and k the rate constant in
day’l. DTsq is the time required for the concentration to decline to
50% of the initial value.

The kinetics of AMPA formation in water were fitted with the sig-
moid function (Boltzmann) of OriginPro 2016, characterized by the
following equation:

Co— C
= T3 e *

Ct = CO e_k’
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where t is the incubation time, C, the AMPA concentration at time t, Cy
the initial concentration of AMPA, C¢ the final concentration of AMPA, k
the rate constant in day~! and hs, the time required for the AMPA
concentration to reach 50% of (C; — Cp).

2.4. Statistical analyses

Statistical analyses were carried out using OriginPro 2016. The
differences in various parameters linked to glyphosate dissipation ki-
netics (Co and DTsp), AMPA formation kinetics (C¢), glyphosate and
AMPA content in biofilms, phosphorus uptake (Pyptare), cell abundance,
phosphorus content and phosphatase activity were assessed using three-
way ANOVA followed by separate post hoc comparisons (Tukey's test,
P < 0.05). The three factors tested were site (Ups vs. Dws), phos-
phorous in water (LowP vs. HighP) and glyphosate initial concentration
in water (LowG vs. HighG). The normality and homogeneity of variance
were checked prior to ANOVA analysis (Kolmogorov-Smirnov's and
Levene's tests, respectively, P < 0.05) and data that were not normally
distributed were transformed using logarithmic functions.

3. Results

3.1. Concentrations of glyphosate, AMPA and phosphorus in French surface
waters between 2013 and 2017

The analysis performed on the public database revealed that phos-
phorus concentrations are relatively high (mean of 0.1mgPL™?,
maximum 18 mg P L™ 1), corresponding to sites with high levels of eu-
trophication. Phosphorus was detected in all the samples analysed
(N = 215,462) and was properly quantified (LQ = 0.01 mgPL_l) in
93% of the samples. In parallel, glyphosate and AMPA were also de-
tected in almost all water samples (99.9% each). Our analysis was
specifically focused on samples containing at least one of the analytes
above its LQ. The Venn diagram showed that co-occurrence (i.e., when
compounds were quantified at the same station AND on the same date)
was mainly found for glyphosate—AMPA-phosphorus (42.4%), followed
by AMPA-phosphorus (22.9%) (Fig. 1). However, very few samples had
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Fig. 1. Co-occurrence of glyphosate, AMPA and phosphorus in surface water in
France. Values are the number of water samples in which the corresponding
compound was quantified (i.e., result of analysis > LQ). Period of time:
January 2013-August 2017 (N = 53,790 measurements).

only the combination glyphosate — phosphorus (3.2%) because gly-
phosate was most often quantified with its main metabolite AMPA
(42.7%) compared to glyphosate without AMPA (3.4%).

The temporal evolution of glyphosate, AMPA and total phosphorus
concentrations followed a seasonal pattern that was consistent over the
years (Fig. 2). The concentrations of the three compounds increased
from spring to summer (the increase in glyphosate occurred first, fol-
lowed by AMPA and total phosphorus) and decreased from the end of
autumn to winter. In terms of phosphorus equivalents, the results
showed that the Pawpa) concentration was always higher than the
P(glyphosatey CONcentration, by a factor of 2 to 10 depending on the
season (higher differences were obtained during spring and summer).
However, the concentration of phosphorus from both compounds was
extremely low compared with the total phosphorus concentration in
water (Pampa) and P(giyphosate) represent < 0.17% and 0.05% of total
P).

Regarding P concentrations, French surface waters containing gly-
phosate and/or AMPA were classified into 4 different trophic states
according to the classification by Dodds et al. (1998). The more eu-
trophic a site was, the greater were the concentrations of glyphosate
and AMPA recorded (Fig. S2). The specific glyphosate and AMPA
concentrations in water varied from 0.12 * 0.02 and
0.13 + 0.01ugL™!  (oligotrophic) to  0.32 + 0.05  and
0.90 + 0.02ugL~' (hypereutrophic), respectively. The results also
indicate that glyphosate and AMPA were quantified in water samples
containing < 100 ug PL~'. These compounds were even quantified in
oligotrophic water containing very little phosphorous (approximately
10pgPL™h.

A significant correlation was also observed between the AMPA/
glyphosate ratio and total phosphorus concentration in water, as shown
by the positive Spearman's rank correlation coefficient p = 0.617
(P < 0.001) (Fig. 3). This correlation indicates that sites with high
phosphorus concentrations result in low glyphosate but high AMPA
accumulation, since the latter compound still contains an atom of
phosphorus. In addition, a positive correlation was observed between
glyphosate and AMPA (p = 0.498, P < 0.001).
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7 glyphosate (DTso = 4.3 + 1.3 days) than for the higher concentration
p=0617 . (DTso = 23.2 *+ 1.4days) (Table 1, P < 0.001), though a strong effect
6 P < 0'_001 of the concentration of phosphorus in water was also observed on dis-
. * sipation coefficients (Fig. 4A and B, Table 1). For instance, glyphosate
o5 was more rapidly dissipated in LowP water than in HighP water
® (P < 0.001). Consequently, the highest percentages of glyphosate
% dissipation were obtained for biofilms in LowP and LowG water
4 49 (Fig. 4A). In the LowP and LowG conditions, the herbicide was com-
s pletely dissipated after 13 days, with DTs, values of 2.27 and 1.95 days
>
231 for the Ups and Dws biofilms, respectively (Table 1). Concerning the
& origin of the biofilms, the highest DTso values were obtained in Ups
<§: 24 biofilms (Table 1, P < 0.001). For instance, the slowest glyphosate
dissipation was observed in upstream biofilms subjected to HighP and
1 HighG (3% loss after 27 days). Irrespective of the glyphosate con-
centration, the influence of water phosphorus on glyphosate dissipation
was more marked in upstream biofilms than in downstream biofilms.
0 T T T T T T T T T 1 it i
040 042 044 046 018 020 022 024 026 o028 Indeed, glyphosate DTso in the LowG condition was increased by a

Total phosphorus concentration (mg L™)

Fig. 3. Correlation between AMPA/glyphosate ratio and total phosphorus
concentration in surface water in France. A total of N = 22,823 measurements
were monthly averaged from January 2013 to August 2017. The value of
Spearman's rank correlation test (p) is also indicated in the graph.

3.2. Glyphosate dissipation by river biofilms

Glyphosate and AMPA concentrations in water were monitored for
27 days in microcosms. The initial concentrations of glyphosate mea-
sured in aquaria were slightly lower than the nominal concentration.
However, as expected, the concentrations of glyphosate in LowG con-
dition (6.5 = 1.1ugL™") were 10 times lower than those in HighG
condition (67.0 + 1.0pugL~ ') at the beginning of the experiment, as
shown by C, values (Table 1). Throughout the entire experiment, gly-
phosate dissipation was observed in the presence of biofilms (Fig. 4A
and B) but not in the abiotic controls (Table S2), indicating that the
dissipation of glyphosate was not explained by abiotic factors such as
photolysis and/or adsorption. Glyphosate dissipation curves were well
fitted to a simple first-order exponential model in which the rate (k) and
DTs, were inversely proportional (the higher the k value was, the lower
the DTsq) (Table 1).

Glyphosate dissipation was faster for the lower concentration of
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factor of 3.7 (Dws) and 5.7 (Ups) from the LowP to the HighP condi-
tions (Table 1).

The formation of AMPA was also modulated by the concentration of
phosphorus in water (P < 0.05). This effect was more marked in LowG
water than in HighG water (Table 1). Thus, in the LowP, LowG water
condition, in which glyphosate dissipation was the fastest, AMPA was
only a transient intermediate and did not accumulate (not detected
after day 9, Fig. 4C). As expected, the final concentration of AMPA was
higher in HighG than in LowG conditions (Table 1, P < 0.001). Be-
cause the transformation of glyphosate into AMPA is equimolar, the
proportion of glyphosate transformed into AMPA at the end of the ex-
periment could be determined. Except for the LowP, LowG condition, in
which AMPA did not accumulate, calculations revealed that 82 + 9%
of glyphosate was transformed into AMPA in the LowG condition,
whereas only 55 + 5% was transformed in the HighG condition.

Glyphosate and AMPA were quantified in the biofilms at the end of
the experiment (day 27). Very low contents of glyphosate
(0.005-6.467 ug gaw ) and AMPA (0.112-0.304 ug ga,,~ ') were de-
tected in biofilms, the contents represented < 0.1% (glyphosate) and
0.07% (AMPA) of the initial amount of glyphosate added (molar
equivalent) (Table S1). This trend was confirmed by the relatively low
values of the partitioning coefficient k(glyphosate)piofiim, water ODtained
for all conditions tested (between 4.9-10"* and 6.5-10 2Lgg, %)
(Table S1). Moreover, the phosphorus concentration in water did not
influence the glyphosate content in biofilms (P = 0.234). The AMPA
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Table 1
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Kinetics of glyphosate dissipation and AMPA appearance in water. The experimental data for glyphosate and AMPA concentrations were fitted with a simple first-
order model and the Boltzmann model, respectively, using OriginPro, as described in the Material and methods section. (A) Values of the model parameters

dissipation time 50% (DT50), hso and coefficient of determination (R?) are reported as the mean *

standard error (SE), n = 3. Independently for glyphosate and

AMPA, significant differences between conditions for each parameter are indicated by lowercase letters, a < b < ¢ < d (Tukey's test, P < 0.05). N/A: not ap-
plicable. (B) Results of three-way ANOVA carried out with glyphosate (C, and DTso) and AMPA (Cg) parameters. The three factors were site (Ups vs. Dws),
phosphorus concentration in water Pwater (LowP vs. HighP) and glyphosate concentration in water Gwater (LowG vs. HighG), significant differences were indicated

in bold (P < 0.05).

(A)
Glyphosate Model parameters
Condition Co (ugL™h) k (day™") DTso (days) R?
Ups_LowP_LowG 5.8 + 0.7 (a) 0.363 + 0.102 (d) 2.27 + 0.68 (a) 0.946 + 0.031
Ups_LowP_HighG 64.5 + 3.8 (b) 0.038 + 0.004 (bc) 18.99 = 2.40 (bc) 0.696 = 0.087
Ups_HighP_LowG 7.2 = 0.2 (a) 0.055 = 0.004 (bc) 12.78 = 0.87 (bc) 0.796 + 0.071
Ups_HighP_HighG 68.6 + 3.3 (b) 0.004 + 0.002 (a) 206.36 + 81.25 (d) 0.070 = 0.059
Dws_LowP_LowG 6.3 = 0.9 (a) 0.396 + 0.097 (d) 1.95 = 0.40 (a) 0.986 + 0.004
Dws_LowP_HighG 70.2 = 1.1 (b) 0.087 = 0.011 (bc) 8.23 = 1.05 (bc) 0.888 + 0.052
Dws_HighP_LowG 6.9 + 0.6 (a) 0.098 =+ 0.007 (c) 7.12 = 0.54 (b) 0.811 + 0.042
Dws_HighP_HighG 65.9 + 2.7 (b) 0.035 =+ 0.005 (b) 20.80 + 3.57 () 0.577 = 0.062
AMPA Model parameters
Condition Co (ugL™h) k (day ") hso (days) Ce(ugLl™ R?
Ups_LowP_LowG N/A N/A N/A N/A N/A
Ups_LowP_HighG 0.2 + 0.002 (a) 0.296 + 0.049 (b) 16.967 + 0.753 (a) 17.4 = 3.5 (b) 0.968 + 0.007
Ups_HighP_LowG 0.2 = 0.01 (a) 0.239 + 0.026 (ab) 15.037 + 1.384 (a) 2.7 £ 0.2 (a) 0.955 = 0.009
Ups_HighP_HighG 0.2 = 0.01 (a) 0.160 * 0.005 (a) 15.256 + 0.409 (a) 19.3 + 2.1 (b) 0.879 = 0.006
Dws_LowP_LowG N/A N/A N/A N/A N/A
Dws_LowP_HighG 0.3 £ 0.01 (a) 0.201 + 0.030 (ab) 16.328 + 0.662 (a) 21.8 = 1.6 (b) 0.918 = 0.034
Dws_HighP_LowG 0.2 = 0.01 (a) 0.185 + 0.024 (ab) 14.268 + 1.317 (a) 3.5 * 0.3 (a) 0.928 + 0.009
Dws_HighP_HighG 0.2 = 0.03 (a) 0.166 + 0.007 (ab) 14.949 + 0.683 (a) 24.9 = 2.7 (b) 0.906 + 0.004
®
3-way ANOVA Glyphosate AMPA
Factors/interactions Co DTso Ce

F value P value F value P value F value P value
Site 0.1 0.763 46.9 < 0.001 4.6 < 0.05
Pwater 1.9 0.185 134.1 < 0.001 4.8 < 0.05
Gwater 1552.1 < 0.001 181.3 < 0.001 226.01 < 0.001
Site = Pwater 1.1 0.318 11.5 < 0.01 0.2 0.693
Site * Gwater 0.01 0.922 18.5 < 0.001 3.3 0.090
Pwater s Gwater 1.9 0.188 0.02 0.887 0.05 0.828
Site  Pwater s« Gwater 0.002 0.967 2.9 0.112 0.005 0.945

content in biofilms was not influenced by any of the factors tested in
this experiment (site, P = 0.364; Pwater, P = 0.405; glyphosate,
P = 0.780).

3.3. Bacterial abundance and phosphorus content in biofilm

Bacterial growth in biofilms during glyphosate experiments was
assessed by flow cytometry. The initial biofilm cell abundance was
higher in biofilms from the downstream site
(2.8:107 + 2.6-10°cellscm ™ 2) than in those from the upstream site
(2.4-10° + 2.5-10° cellscm ™ 2); among the former samples, most of
the surface of the glass slide was completely colonized. However, bio-
film growth during the experiment was greater for upstream (increase
of 1581.2 = 197.8%) than for downstream (increase of
66.5 + 25.4%) biofilms (Fig. S3, P < 0.001). More specifically, the
bacterial growth in Ups biofilms was higher in LowP water (where
phosphorus uptake and APA were higher, see below) than in HighP
water (Fig. S3, P < 0.05).

The phosphorus content in biofilms was significantly higher in Dws
biofilms than in the Ups ones (Fig. 5, P < 0.001). During the first
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6 days of the experiment, the biofilms exhibiting the lowest P content
(approximately 25 mg P g~ ! of biofilm dry weight) were those from the
Ups site subjected to LowP (Fig. S4). The phosphorus content of bio-
films reflected the phosphorus concentration in water since biofilms
placed in LowP water had a lower P content than those placed in HighP
water throughout the entire experiment (Fig. 5, P < 0.001). Although
glyphosate did not significantly affect the microbial growth and P
content of biofilms, independent of the site and the phosphorus con-
ditions in water, the high P demand observed in Ups biofilms coincided
with the fastest glyphosate dissipation without AMPA accumulation,
suggesting the use of glyphosate and/or AMPA as a phosphorus source
for microbial growth.

3.4. Phosphorus utilization by biofilms

Phosphorus uptake was calculated from bi-weekly SRP concentra-
tion measurements in microcosms containing treated biofilms. A sig-
nificantly higher P uptake was observed for biofilms subjected to LowP
water than for those subjected to HighP water (Fig. 6, P < 0.001).
Moreover, the phosphorus consumption was higher for Ups biofilms
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Fig. 4. Kinetics of glyphosate dissipation (A, B) and AMPA formation (C, D) in water. Biofilms from the upstream (Ups) and downstream (Dws) sites were exposed to
low (A, C) and high (B, D) glyphosate concentrations and low (LowP) and high (HighP) phosphorus concentrations in water. The experimental data for glyphosate
and AMPA concentrations were fitted with simple first-order and Boltzmann models, respectively, using OriginPro as described in the Material and methods section.

The lines correspond to the model with mean parameters values for each condition. The values are means

(colonized in a P-poor area) than for Dws biofilms (colonized in a P-rich
area) (Fig. 6, P < 0.001). Phosphorus uptake by biofilms did not differ
between glyphosate conditions (P = 0.401).

Potential APA (EC 3.1.3.1) was measured in biofilms at each sam-
pling time, which permitted the integration of 27 days of activity for
each experimental condition. The integrated APA did not differ be-
tween the Ups and Dws sites (P = 0.358) or between LowG and HighG
conditions (P = 0.116, Fig. 7). However, similarly to phosphorus up-
take, the phosphorus concentration in water was observed to have a
significant effect on APA; the activity was the lowest under the HighP
water condition (P < 0.005). This effect was particularly marked for
Ups biofilms in the first 4 days of the experiment (average of 15.4 + 2
and 3.2 * 0.2umol MUFh ™' g4, ' for LowP and HighP, respectively)
compared with Dws biofilms (average of 4.6 = 1.3 and
2.3 = 0.7umol MUFh ™' g4, ! for LowP and HighP, respectively)
(Fig. S5).

4. Discussion
After herbicidal application, glyphosate can migrate through soil

and reach aquatic compartments. This movement to surface water is
limited by biodegradation by soil microorganisms (Sviridov et al.,
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+

standard errors (n = 3) of the experimental data.

2015) and sorption to soil particles, the latter being negatively corre-
lated with pH and phosphorus content (Okada et al., 2016). The simi-
larity between the chemical structures of glyphosate and phosphate
molecules establishes competition between both compounds towards
soil sorption sites (Kanissery et al., 2015). The observed seasonal var-
iations in glyphosate and AMPA in French surface waters coincide with
observations made in Canadian streams (Struger et al., 2015): con-
centrations increase from early spring to summer and decrease from the
end of autumn to winter, matching perfectly with the pesticide appli-
cation calendar for crops. This result suggests that glyphosate transfer
between the terrestrial and aquatic ecosystems is relatively fast and that
the saturation of soil sorption sites by phosphate probably accelerates
this transfer. Indeed, the high level of co-occurrence among phos-
phorus, glyphosate, and AMPA is reflected by the strong positive cor-
relation found between the AMPA/glyphosate ratio and phosphorus
concentration in water (Fig. 3), which suggests that P eutrophication is
probably an important factor influencing the balance between gly-
phosate and AMPA in surface water.

AMPA derived from glyphosate transformation constitutes the main
source of AMPA contamination in surface water ecosystems, the other
source being AMPA derived from amino-polyphosphonate (commonly
used in industrial and household applications as detergents, flame
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Significant differences are indicated by lowercase letters, a < b < c¢ < d
(Tukey's test, P < 0.05).

retardants, anticorrosives, etc.) degradation (Grandcoin et al., 2017).
The present meta-analysis shows that glyphosate and AMPA co-oc-
curred in water: glyphosate was quantified without AMPA in only 3.4%
of 53,790 water samples analysed from 2013 to 2017 in France (Fig. 1),
and a positive correlation was observed between glyphosate and AMPA
(p = 0.498, P < 0.001). These results are in accordance with a spa-
tially broad occurrence study performed in the USA, in which glypho-
sate was detected without AMPA in only 2.3% of 3732 water and se-
diment samples (Battaglin et al., 2014), and with another study that
showed a co-occurrence (p = 0.76) between glyphosate and AMPA in
Canadian rivers (Struger et al., 2015). The co-occurrence of glyphosate
and AMPA in surface waters seems therefore inevitable and suggests the
incomplete mineralization of the molecule, especially at eutrophic sites.

The levels of surface water contamination by pesticides are influ-
enced by a large number of drivers that may be directly influenced by
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tegrated with OriginPro 2016 to obtain the area under the curve (AUC), ex-
pressed in arbitrary units (a.u.). The results are reported as the mean =
standard error (SE), n = 3. Significant differences are indicated by lowercase
letters, a < b (Tukey's test, P < 0.05).

anthropic activities (e.g., agricultural practices, industrial activities) or
not (e.g., water flow, temperature, biodegradation by microorganisms).
The present study revealed that natural river biofilms possess a strong
capability for glyphosate degradation under environmentally realistic
conditions (Fig. 4A). Biofilms exposed to low concentrations of gly-
phosate (< 10ugL™!) can dissipate the herbicide completely after
13 days. This capability was also found in a recent study, but only in the
presence of formulated glyphosate (Klatyik et al., 2017). In realistic
conditions (LowG in our study), the pre-exposure history of biofilms to
glyphosate and AMPA does not influence the capacity of biofilm mi-
croorganisms to degrade the two molecules (a site effect was indicated
only when the HighG condition was added to analyses). These results
contradict our hypothesis, and those of many other studies on pesticides
(Carles et al., 2017; Mamy et al., 2005; Tuxen et al., 2002) suggesting a
fast adaptation of biofilms for glyphosate degradation irrespectively of
their history of exposure to the molecule.

The dissolved phosphorus concentration in water has been shown to
modulate the dissipation of glyphosate by biofilms, and this activity is
well explained by the fact that this herbicide can represent a phos-
phorus source for microbes (Hove-Jensen et al., 2014). For the first
time, this effect has been demonstrated for natural biofilm commu-
nities, indicating that similar biochemical effects can be observed at
both the population and community scales. The utilization of glypho-
sate as phosphorus source has not yet been described for natural river
biofilms; the microbial strains that are capable of using this herbicide as
a sole phosphorus source have been isolated from other environments,
mainly soil and activated sludge (Sviridov et al., 2015). Pure strain
studies have also shown that glyphosate catabolism can be repressed by
phosphorus in Arthrobacter sp. (Pipke et al., 1987) and Pseudomonas sp.
PG2982 (Fitzgibbon and Braymer, 1988). Essentially, the strong effect
of phosphorus availability on glyphosate dissipation, AMPA production
(Fig. 4), biofilm phosphorus content (Fig. 5), P uptake and APA can be
explained by phosphorus limitation within biofilms. Indeed, the fastest
dissipation of glyphosate without AMPA production was observed in
the LowP condition (Fig. 4 and Table 1). Inversely, glyphosate is mostly
transformed into AMPA in eutrophic water in comparison with more P-
poor waters. Surprisingly, glyphosate and AMPA were still detected at
oligotrophic sites, whereas the two compounds disappeared completely
in the LowG/LowP condition for upstream communities in our experi-
ment. These different responses could result from differences in i) the
composition of microbial communities, ii) environmental conditions
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(e.g., temperature, pH), and/or iii) the chronic input of glyphosate and/
or AMPA in surface waters, which was not the case in our microcosm
study.

Although variations in environmental conditions and watershed
types make it difficult to predict the environmental persistence of gly-
phosate, some general trends can be highlighted. The literature in-
dicates that glyphosate has low to high persistence in soils under
aerobic conditions (DTso ranging from 2.8 to 500.3 days) and high
persistence in anaerobic soils (DTso of 135-1000 days) (EFSA, 2015).
Some conditions could thus favour the persistence of glyphosate in soil
and delay its biodegradation and/or movement to aquatic ecosystems.
In water sediments, the persistence of glyphosate is moderate to high
(DTso range: 13.82-301 days) (EFSA, 2015). However, the concentra-
tion of phosphorus from both glyphosate and AMPA is extremely low
compared with the total phosphorus concentration in surface water
(Pcampa) and Pgiyphosate) represent < 0.17% and 0.05% of total P). One
can therefore identify two main factors influencing the levels of gly-
phosate contamination in surface water. The first factor is the herbicide
input, which is influenced by soil biological activity (biodegradation)
and retention capacity (sorption). The second factor is phosphorus
availability in water, which decreases glyphosate degradation and
promotes AMPA accumulation. However, it cannot be ruled out that P
production derived from glyphosate degradation could display a ne-
gative feed-back on glyphosate degradation in extremely low P systems.
Overall, eutrophication by phosphorus favours the incomplete de-
gradation of glyphosate in aquatic systems. Eutrophication levels
should thus be taken into account in the environmental risk assessment
of glyphosate and AMPA in surface waters.
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Résumé

Les modeles d’évolution associés aux concepts de 1’espéce mettent en avant des processus de ba-
layage sélectif a I’échelle des genes ou a 1’échelle des génomes. Au cours de cette thése, une
reconsidération des processus a 1’origine de la différenciation de populations bactériennes libres en-
vironnementales a été réalisée en prenant comme modele des sous-populations cooccurrentes de
I’écotype HLII de Prochlorococcus. L’objectif était d’appréhender les forces évolutives a 1’origine
de la formation et du maintien du pangénome pour des populations bactériennes libres de I’environ-
nement.

Le pangénome de Prochlorococcus apparait ouvert a 1’échelle populationnelle. Les génes core et
flexibles qui le composent dessinent un paysage génomique caractérisé par des régions conservées
et variables. Cette organisation génomique s’accompagne d’une répartition non aléatoire des fonc-
tions portées par les geénes flexibles et d’'une dynamique évolutive différentielle, illustrée par une
variation des contraintes sélectives et ’identification de points chaud de recombinaison, le long du
génome.

Les résultats obtenus au cours de ces travaux mettent en évidence une distinction des trajectoires
évolutives d’ensembles de génes, spécifiques de compartiments génomiques particuliers, dans une
population structurée. Ceci est conforme a une évolution de type barriére a la dérive. En outre, la
structuration de I’information génétique le long du génome pourrait dépendre de la dynamique des
flux de geénes entre les sous-populations, en particulier pour les génes flexibles. Plutét qu’une acqui-
sition non aléatoire des geénes en fonction de leur localisation génomique, une probabilité
différentielle de rétention des genes transférés comme conséquence de la fluctuation de la taille effi-
cace de la population le long du génome peut étre envisagée.

Mots-clés : Prochlorococcus, pangénome, compartiments génomiques, dynamique évolutive, pres-
sions de sélection, recombinaison homologue, transferts horizontaux de genes, Ne, barricre a la
dérive

Abstract

Evolutionary models associated with species concepts underlie selective sweep processes at the
gene or genome scale. In this thesis, a reconsideration of the processes underlying the
differentiation of free-living bacterial populations from the environment was carried out using co-
occurring subpopulations of the Prochlorococcus HLII ecotype as models. The objective was to
understand the evolutionary forces driving the formation and maintenance of the pangenome for
environmental free-living bacterial populations.

The Prochlorococcus pangenome appears to be open at the population level. The core and flexible
genes that make up the pangenome form a genomic landscape characterised by conserved and
variable regions. This genomic organisation is accompanied by a non-random distribution of the
functions carried by the flexible genes and by differential evolutionary dynamics, illustrated by a
variation in selective constraints and the identification of recombination hotspots along the genome.

The results obtained in this work reveal distinct evolutionary trajectories of sets of genes, specific to
particular genomic compartments, in a structured population. This is consistent with a drift-barrier
model of evolution. Furthermore, the structuring of genetic information along the genome may
depend on the dynamics of gene flow between subpopulations, especially for flexible genes. Rather
than non-random acquisition of genes according to their genomic location, a differential probability
of retention of transferred genes as a consequence of fluctuating effective population size along the
genome might be considered.

Keywords: Prochlorococcus, pangenome, genomic compartments, evolutionary dynamics, selec-
tive pressures, homologous recombination, horizontal gene transfer, Ne, drift-barrier
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