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Résumé

Les nématodes phytoparasites (NPP) sont parmi les plus importants ravageurs des
cultures et menacent l'approvisionnement alimentaire mondial. Outre la nécessité de
comprendre la biologie de ces organismes pour développer de nouvelles stratégies de lutte,
ces nématodes sont fascinants en termes d'évolution génomique. Le parasitisme des plantes
a évolué plusieurs fois indépendamment chez les nématodes selon des processus évolutifs
convergents. Il semble que tous les NPP aient acquis des genes bactériens et fongiques par
transferts horizontaux de genes (THG). Certains des genes acquis horizontalement sont
impliqués dans des fonctions parasitaires essentielles comme la dégradation des parois
cellulaires des plantes ou l'assimilation des nutriments provenant des plantes. Cependant,
plusieurs questions majeures restent encore en suspens concernant l'origine de ces genes,
leur distribution dans les génomes et la chronologie des événements d’acquisition. La
plupart des NPP vivent dans le sol; nous pouvons donc supposer que ces genes proviennent
des micro-organismes telluriques. Cependant, la sous-représentation de ces
micro-organismes dans les librairies de séquences généralistes a probablement limité les
précédentes analyses sur les THG. Pour pallier ce probleme, nous avons constitué une
bibliotheque de protéines provenant de plus de 6 800 métagénomes du sol disponibles
publiquement. Un probleme important dans les métagénomes concerne la qualité des
données provenant des organismes eucaryotes en raison de l'utilisation d’outils dédiés aux
génomes procaryotes. Afin de mieux représenter le pool de genes présents dans les
environnements naturels des NPP, nous avons identifié les contigs eucaryotes et re-prédit
les geénes et protéines en utilisant un prédicteur de genes eucaryotes. Nous avons ainsi
obtenu une librairie de protéines fiable et non redondante plus représentative de la
biodiversité naturelle du sol.

En utilisant cette librairie enrichie en protéines de sol, nous avons effectué une
détection de THG sur 18 génomes de NPP du clade Tylenchina. Ces organismes présentent
des modes de parasitisme tres diversifiés. Apres curation manuelle, la proportion de genes
acquis par transferts horizontaux avec confirmation phylogénétique est comprise entre 0,5 et
1,9% des genes codant pour des protéines. Les THG que nous avons détectés dans les
génomes de NPP proviennent principalement de bactéries. Nous avons également observé
des THG provenant d'organismes eucaryotes tels que des champignons et pour la premiere
fois des protistes et des plantes. Les taxa les plus représentés parmi les donneurs sont les
clades bactériens Burkholderiaceae, Proteobacteria, Actinobacteria, Rhizobiales et fongiques
Dikarya qui comprennent de nombreuses especes vivant dans le sol. L'utilisation de données
métagénomiques a permis de préciser I'histoire des THG déja décrits mais aussi d’identifier
des centaines de nouveaux THG. Les prédictions fonctionnelles des THG nouvellement
identifiées indiquent une large diversité de fonctions potentielles dont les implications
biologiques pourront étre plus précisément décrites dans le cadre d’expériences
biochimiques. L’intégration de données environnementales dans notre librairie de référence
a permis d’étendre la détection des THG et de compléter le catalogue des descendants des
potentiels donneurs.

Mots clefs : métagénomique, transfert horizontal de génes, micro-organismes, parasites,

symbiotes, nématode.






Abstract

Plant-parasitic nematodes (PPN) are among the most important crop pests and
threaten the world's food production. Besides the need to understand their biology to
develop new control strategies, they are fascinating organisms in terms of genomic
evolution. Plant parasitism has evolved several times independently in nematodes with
some convergent evolutionary processes. For instance, all studied PPN have acquired
bacterial and fungal genes by horizontal gene transfers (HGT). Some of the acquired genes
are involved in essential parasitic functions like plant cell wall degradation or processing
nutrients from the plant. However, several major questions concerning their origin,
evolutionary fate and distribution in the genomes and timing of acquisition events remain
unsolved. Most PPN live in soil; thus, we hypothesised that these genes originated from
soil-dwelling microorganisms. However, the underrepresentation of soil microorganisms in
generalist sequence libraries has previously limited HGT analyses.

To circumvent this problem, we built a protein library including more than 6,800 soil
metagenomes from the Joint Genome Institute's IMG/M server. The first challenge was to
make this massive dataset more accurate and suitable for HGT analysis in PPN genomes. An
important issue in metagenomic data is the underrepresentation of eukaryotes and their
annotation with prokaryotic tools. To better represent the pool of genes present in the
natural environments of PPN, we identified eukaryotic contigs and re-predicted proteins
using Augustus, a eukaryotic dedicated gene predictor. Moreover, we reduced the protein
sequence redundancy and refined the taxonomic assignment. After all these steps, we
obtained an improved and non-redundant database that was more representative of the
soil's natural biodiversity. This soil protein library, two times larger than the classic library,
contains mainly organisms genetically divergent than lab-cultured.

Then, we performed an HGT detection on proteins from 18 plant-parasitic nematode
genomes of the Tylenchina clade, constituting a highly diverse group of PPN phenotypes,
against our library enriched with soil protein. After manual curation, the proportion of
protein-coding genes acquired by horizontal transfers with phylogenetic confirmation is
between 0.5 to 1.9%. Those genes mainly originate from bacteria, but we also observed HGT
from eukaryotic kingdoms such as fungi, protists and plants. The most represented taxa in
donors are bacterial clades Burkholderiaceae, Proteobacteria, Actinobacteria, Rhizobiales and the
fungal clade Dikarya. The usage of metagenomic data clarified the history of previously
described HGTs but also identified hundreds of new HGTs. Functional analyses of the newly
identified HGTs indicate a wide diversity of potential functions whose biological
implications can be more precisely described in in-vitro experiments. Integrating
environmental data in our reference library has allowed us to extend the detection of HGTs
and to complete the catalog of potential donor offspring.

Mots-clés : metagenomics, horizontal gene transfers, microorganisms, parasites,

symbionts, nematodes.
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Abreviations

CMA : Champignons mycorhiziens a arbuscules

ET
GH
THG
NPP
NG
NK

: Eléments transposables

: Glycosides hydrolases

: Transferts horizontaux de genes
: Nématodes parasites de plantes
: Nématodes a galles

: Nématodes a kystes
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Préeambule

L’ensemble des ces travaux de recherche ont été co-financés par la société Mycophyto

et le département santé des plantes et environnement de 'INRAE.

Au cours du XXIeme siecle, le secteur agricole devra connaitre de profonds
changements pour faire face a l'augmentation démographique et aux problemes
environnementaux. La croissance démographique va se poursuivre durant les
prochaines décennies, et la population mondiale pourrait atteindre 10 milliards

d’humains entre 2050 et 2100.

Outre la nécessité de modifier les schémas économiques et sociaux de
distribution et de consommation alimentaire, nous devons augmenter la production
de 25 a 70% selon certains modeles pour garantir la sécurité alimentaire universelle.
L’autre élément crucial, a prendre en considération dans le développement des
futures méthodes agricoles, est I'impact environnemental. Les pratiques agricoles
conventionnelles ont permis d'accroitre les rendements mais cela s‘est fait au
détriment de l'environnement. En effet, ces méthodes dégradent la qualité de l'eau,
des sols et de la biodiversité en détruisant les écosystemes. Le secteur agricole a un
impact important sur I'environnement et les changements climatiques, cependant ce

secteur est le premier touché par ces changements.

Pour répondre aux exigences quantitatives et qualitatives de production, le
secteur agricole doit optimiser le rendement et diminuer les pertes. Une grande

partie des pertes agricoles sont dues aux ravageurs de cultures. Cependant, les
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méthodes de lutte qui recourt a l'utilisation de pesticides toxiques pour
I'environnement et la santé humaine doivent étre proscrites. Les apports utilisés en
matiere de stimulation du développement végétal saturent les sols en azote et
phosphore, ce qui dégrade la qualité biotique et abiotique des sols. Il est donc urgent

de développer des pratiques agricoles spécifiques et durables.

On sait depuis longtemps que le sol joue un role clé sur le développement de
la plante et dans son interaction avec I'environnement, méme si la compréhension
des processus biologiques en jeu reste limitée. Le sol représente un milieu de vie
riche en éléments chimiques indispensables a la croissance végétale mais aussi en
micro-organismes qui interagissent directement avec les plantes. Ce compartiment a
longtemps été négligé et sa biodiversité était assez mal connue, notamment en raison
de méthodes d’exploration limitées tel que sa composition en micro-organismes
difficilement cultivables en laboratoire. Aujourd’hui, le développement
technologique, et notamment le séquencage haut débit, a permis 1'émergence
d’approches métagénomiques permettant de mieux appréhender la richesse et la

diversité des communautés microbiennes dans leur globalité.

La métagénomique nous offre un nouvel angle d’étude pour comprendre
l'effet direct et indirect des micro-organismes présents naturellement dans les sols
sur la santé des plantes. Cet effet peut étre bénéfique dans le cas d’une relation
symbiotique avec la plante comme les champignons mycorhiziens qui aide le
développement racinaire et contribue a la santé des plantes. En revanche, de
nombreux organismes et micro-organismes parasites ou pathogenes présents dans
les sols ont un effet néfaste sur la plante, ce qui impacte directement les rendements.
Il semble que les changements climatiques favorables a la prolifération de ravageurs
de cultures risquent d'amplifier ces problemes. C’est pourquoi il est urgent de mieux
comprendre les processus biologiques impliqués dans cette interaction afin

d’envisager des solutions ciblées.
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Une grosse partie des pertes agricoles sont dues aux infections par les
nématodes parasites de plantes qui détournent les nutriments des plantes et
réduisent ainsi les rendements. Les produits phytosanitaires actuellement
disponibles sont hautement toxiques pour la santé humaine et I'environnement.
Cependant, sans ces produits, I'impact de ces ravageurs serait drastiquement
amplifié. Pour développer de nouvelles méthodes de controle spécifiques et efficaces,
nous avons besoin de mieux comprendre la biologie de ces organismes. On sait déja
que ces nématodes ont acquis des genes impliqués dans le parasitisme par transferts
horizontaux. De tels flux de genes sont retrouvés plus largement chez d’autres
phytopathogenes tels que les insectes ou les Oomycetes. Il semble que ce phénomene
de transfert horizontal de genes est impliqué dans I'émergence du parasitisme des
plantes pour diverses lignées, et qu’il constitue ainsi un champ de recherche

essentiel pour la compréhension du phyto-parasitisme.

Dans ce contexte, il semble essentiel de mieux comprendre l'écologie et
I'’évolution des organimes associés aux plantes. Durant cette these, deux axes d’étude
ont été développés a partir de I'exploitation de données métagénomiques de sol. Un
axe de recherche visait a étudier '’évolution des génomes des nématodes parasites de
plantes, et plus particulierement la maniere dont les micro-organismes telluriques
ont pu contribuer a I'adaptation d’'un mode de vie parasitaire chez les nématodes via
un flux de genes. Ce premier axe s’inscrit dans les thématiques de recherche
développées par le département Santé Des Plantes et Environnement de l'institut
nationale de recherche pour l'agriculture, l'alimentation et environnement (INRAe)
qui s’interesse aux questions relatives a la santé des cultures. D’autre part, un axe de
recherche plus appliqué visait a extraire des connaissances concernant I'écologie des
champignons mycorhyziens a arbuscules dans les sols afin d’alimenter les bases de
données utilisées pour les projets de Recherche et développement de la société

Mycophyto.
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Introduction

1. Contexte général

A. Agriculture et enjeux actuels

1. Agriculture et impact démographique

La production agricole a un impact important sur le développement et la
stabilité des sociétés humaines. L'émergence de l'agriculture durant la période du
Néolithique constitue un moment clé de l'histoire humaine qui a bouleversé les
modes de vie. Cette période a marqué la fin de la préhistoire avec une transition vers
une économie de production reposant sur 'aménagement d’espaces de culture et la
domestication des especes. Au fil du temps, les agriculteurs ont développé des
techniques, des outils et des machines pour optimiser les méthodes de production.
Les données archéologiques mettent en évidence I'émergence simultanée et

indépendante de l'agriculture dans au moins sept régions du globe. En Europe,
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I'agriculture semble avoir émergé en Anatolie, une région correspondant a l'actuelle

Turquie. (Marchi et al., 2022).

Le développement de l'agriculture a induit la sédentarisation des populations
humaines qui se sont structurées localement et ont commencé a croitre de plus en
plus rapidement (Sahlins, 2011; Durand, 1979). A partir du XXeme siecle, I'évolution
de l'agriculture s’est accélérée grace aux progres réalisés notamment dans le domaine
de la chimie permettant de développer les produits de synthese a la base de

I'agriculture conventionnelle.

2. Agriculture et impact environnemental

L'agriculture conventionnelle est un systeme de production caractérisé par
l'usage d'intrants chimiques et de machinerie lourde permettant une production
rapide et quantitative de denrées alimentaires. En revanche, de nombreux effets

néfastes a la santé humaine et a I'environnement ont été recensés.

Les méthodes déployées en agriculture conventionnelle impactent
profondément la qualité des sols et de I'environnement car les intrants s'accumulent
et dégradent les milieux naturels. Ces méthodes de culture changent profondément
la composition physico-chimique et biologique des terres. Par exemple, 1'utilisation
d’engrais enrichis en azote et en phosphore appauvrit la biodiversité tellurique des

terres cultivées (Han et al., 2022; Wang et al., 2022).

Les méthodes de production déployées constituent également une source
importante de pollution pour I'environnement. Par exemple, en Bretagne ou dans la
baie du Mexique, les déchets issus de la production agricole sont rejetés dans
I'océan. Cette pratique acidifie l'eau et favorise le développement d’algues qui

asphyxient les écosystemes (Bianchini et al., 2012; Landrigan et al., 2020).

Aujourd’hui, il n'y a plus de doute sur I'impact des méthodes de culture

conventionnelle sur la santé humaine mais aussi sur la faune sauvage. Dées les années
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80, l'analyse statistique de plusieurs cohortes d’hommes et de femmes confrontés a
différents niveaux d’expositions aux substances chimiques utilisées en agriculture
conventionnelle révele, un risque accru de développement de cancers mais aussi de
maladies neurologiques telles que la maladie de Parkinson (Fleming et al., 1999).
Plusieurs analyses expérimentales ont mis en évidence les mécanismes moléculaires
sous-jacents a ce type de maladies. Par exemple, Liu et collaborateurs ont montré
que les produits chimiques de type carbamate, utilisés comme pesticides en
agriculture conventionnelle, diminuent la viabilité cellulaire et induisent une
déficience motrice chez la souris. L’analyse protéomique des tissus cérébraux de ces
animaux indique une modification de voies métaboliques impliquées dans la
maladie de Parkinson telles que les voies métaboliques de la phénylalanine et du
tryptophane mais aussi du cycle des vésicules synaptiques (Liu et al., 2022). La prise
de conscience de l'effet de ce mode de production sur la santé et les écosystemes a
remis en question ce mode de production et a favorisé la proposition de méthodes

alternatives.

3. Développement des pratiques agricoles alternatives

Depuis les années 1980, des méthodes alternatives a lagriculture
conventionnelle basées sur les principes de l'agroécologie sont proposées. Cette
notion regroupe un ensemble de théories et de pratiques agricoles inspirées par les
connaissances de I'écologie, des sciences agronomiques et du monde agricole. Cette
approche vise a concevoir des systemes de production s'appuyant sur les
fonctionnalités offertes par les écosystemes (Altieri, 1999; Matson et al., 1997;

Tscharntke et al., 2005).

Basée sur les principes de l'agroécologie, 1'agriculture biologique représente,
avec l'agriculture conventionnelle, I'un des deux modes de production présents en
France et dans le monde. Selon l'article « Article L645-1 » du nouveau code rural, les

méthodes de production ne doivent pas recourir a des produits chimiques de
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synthese. Cependant, 'éventail de méthodes proposées en agriculture biologique est
encore faible et le rendement est moindre. De plus, des études doivent encore étre
menées pour évaluer l'efficacité de ces pratiques et leur impact environnemental

(Rosenheim et al., 2022).

Suite a la révolution agricole, la population humaine n'a cessé d’augmenter et
selon les modélisations démographiques, cette croissance devrait se poursuivre au
moins jusqu’en 2050 et ainsi froler les 10 milliards d’humains (Vollset et al., 2020).
Selon certaines estimations, une augmentation de 25 a 70 % de la production agricole
serait alors nécessaire pour subvenir aux demandes d'une telle population (Hunter
et al.,, 2017). L’écart entre ces estimations repose sur I'impact de nombreux facteurs
environnementaux et socio-économiques. Pour soutenir la demande alimentaire de
maniere équitable et durable et atteindre une sécurité alimentaire universelle, les
schémas socio-économiques doivent profondément évoluer en termes de
distribution et de consommation mais aussi de production. Pour minimiser les
dommages collatéraux de la production agricole, il faut développer des pratiques
efficaces et respectueuses de I'environnement mais aussi réduire les pertes liées aux

attaques par des ravageurs de culture.

Pour répondre a ces enjeux, il est nécessaire d’avoir une compréhension
globale des mécanismes biologiques intervenant dans les interactions des plantes
avec leur environnement biotique et abiotique. Au niveau biotique, les plantes sont
engagées dans des interactions qui peuvent étre bénéfiques a leur santé et leur
développement (symbiotes, commensaux) ou néfastes (parasites et pathogenes,
compétiteurs). L'une des clés de lagriculture de demain sera de favoriser les
interactions bénéfiques en protégeant les cultures des interactions néfastes avec les
organismes présents dans l'environnement de la plante. De plus, les études de
microbiologie montrent que les communautés microbiennes jouent aussi un role tres

important sur la santé des plantes.
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B. Evolution de la microbiologie

1. Découverte des micro-organismes

Bien que de nombreuses pratiques ancestrales, telles que la fermentation
acétique utilisée depuis l'antiquité, sont basées sur les principes de la microbiologie,
ce domaine de recherche a réellement vu le jour avec les progres de la microscopie
au XVIleme siecle (Finlay et Esteban, 2001). De nombreuses dates ont marqué
I'histoire de la microbiologie, dont en particulier les travaux de recherche de Louis
Pasteur portant sur la fermentation et la vaccination (Bernard et Pasteur, 1879;

Pasteur, 1884).

Au XIXeme siecle, Louis Pasteur démontre expérimentalement que les
microbes sont partout, dans l'eau, dans lair, sur les objets ou encore sur la peau. A
I'’époque, les micro-organismes étaient communément vus comme des « agents
pathogenes » responsables de maladies conformément a la description initiale de
Louis Pasteur. Cette vision « Pasteurienne » a forte connotation négative a persisté de
nombreuses années, jusqu’a ce que les progres technologiques révolutionnent la
microbiologie. L'essor de la biologie moléculaire et des techniques de séquencage
haut débit nous a permis d’avoir une meilleure compréhension du vivant, et plus

particulierement du monde microbien.

2. Etendue et complexité du monde microbien

Les communautés microbiennes sont aujourd’hui définies comme des
assemblages multi-especes, dans lesquels les micro-organismes interagissent les uns
avec les autres dans un environnement contigu (Konopka, 2009). Le terme de
micro-organismes regroupe, sur un critere de taille (visibilité), des especes éloignées
d'un point de vue phylogénétique. Ce terme désigne divers clades dont la plupart
sont des Bactéries et des Archées mais aussi des virus et de nombreux organismes

eucaryotes.
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Les Bactéries et les Archées sont regroupées sous le terme de Procaryote, en
raison de leur structure cellulaire dépourvue de noyau. Cependant, ce terme
reposant sur une caractéristique morphologique (absence de noyau) et ne reflete pas
un clade phylogénétique, comme nous le verrons par la suite. Il existe aussi des
lignées microbiennes appartenant au clade des Eucaryotes, c'est-a-dire de
micro-organismes constitués de cellules possédant un noyau. Parmi les Eucaryotes,
les micro-organismes ont une distribution phylogénétique éparse qui constituent des

groupes paraphylétiques.

3. Distribution des micro-organismes dans l'arbre du vivant

a) Connaissance partielle du monde microbien et classification a

trois domaines

La classification du vivant était basée initialement sur des traits
phénotypiques ou des caracteres morphologiques. Les premieres classifications du
vivant étaient composées de deux domaines qui se rejoignaient a la racine de l'arbre
de la vie (procaryotes/eucaryotes). Suite aux avancées en biologie moléculaire, les
méthodes de classification ont été complétées par des caracteres moléculaires
insufflant un nouveau souffle a cette discipline. En 1990, ces progres techniques et les
avancées en microbiologie ont permis la découverte du clade des archées (Woese et
al., 1990). Les auteurs de cette étude proposent alors un nouveau modele de l'arbre
du vivant, composé de trois domaines séparant les archées des bactéries au sein des
procaryotes. Dans cette représentation, chacun de ces domaines correspond a un
clade monophylétique distinct (Lake et al., 1984; Rivera et Lake, 1992). Lors de cette
premiere étude, les archées apparaissaient déja comme étant un groupe frere des
eucaryotes et partagent un ancétre commun unique distinct des bactéries (Figure 1

A).
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Selon la théorie de l'endosymbiose propose d’expliquer l'évolution de la
lignée eucaryote a partir d'un ancétre procaryote, les cellules eucaryotes proviennent
de l'incorporation d’une protéobactérie dans une cellule hote dont l'identité est
longtemps restée méconnue (Margulis, 1975; Martin et al., 2015). La protéobactérie
qui aurait été incorporée représenterait aujourd’hui la mitochondrie des cellules
eucaryotes actuelles. Selon la théorie de 'endosymbiose secondaire, les chloroplastes
de cellules végétales proviendraient de 1'incorporation successive de Cyanobactéries
(Trench, 1975). Selon cette théorie, les organelles des cellules eucaryotes auraient été

acquises par incorporation de cellules procaryotes.

b) Etude des micro-organismes non-cultivés' et redéfinition de

I'arbre du vivant

Les avancées en microbiologie environnementale, permettant 1étude
moléculaire de micro-organismes non cultivés, ont rapidement enrichi le catalogue
de séquences biologiques disponibles. La découverte d’especes de micro-organismes
appartenant au domaine des archées (clades ‘TACK’ et ‘Asgard’) a redéfini notre
compréhension des relations entre eucaryotes et archées (Brochier-Armanet et al.,
2008). Les analyses cellulaires et la reconstruction des génomes de ces archées
non-cultivées ont révélé la présence chez certaines especes de caractéristiques
spécifiques aux eucaryotes tel que des genes codant pour l'actine. Les analyses
phylogénétiques ont montré que ces nouvelles especes d’archées sont étroitement
apparentées aux Eucaryotes (Figure 1 B). L’intégration de ces nouvelles données et
I'utilisation de modeles phylogénétiques plus fiables suggerent que l'arbre de la vie
est constitué de deux domaines principaux bactéries/archées, et les eucaryotes
représentant une sous-branche des archées. Selon ces résultats (Figure 1 B), la lignée
eucaryotes semble donc avoir émergé plus tardivement a partir du clade des archées
(Eme et al., 2017; Spang et al., 2015; Williams et al., 2020; Zaremba-Niedzwiedzka et
al., 2017).
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Cela montre que notre compréhension du vivant est conditionnée par les
progres technologiques. Récemment, l'essor de la biologie moléculaire et des
techniques de séquencage haut débit ont permis de révolutionner le domaine de la
microbiologie grace au développement d’approches métagénomiques qui permettent

d’étudier le contenu moléculaire des communautés microbiennes.

a b
Crenarchaeota TACK Velstraetearchaeota Lokiarchaeota  Asgard
Geoarchaeota
Crenarchaeota f Thorarchaeota

‘Korarchaeota’ Odinarchaeota
\ /é Bathyarchaeota /Hexmdalarchaeota
Thaumarchaeo[a
Euryarchaeota /é Eukarya

‘Aigarchaeota’

|‘ ///

| /

fl 4 Euryarchaeota
/ /< Eukarya

Bacteria B / m\
\\\ // Bacteria DPANN

Figure 1. - Représentations schématiques de l'arbre phylogénétique du vivant (A) a trois domaines comprenant
les bactéries, les eucaryotes (Eukarya) et les archées (Crenarchaeota et Euryarchaeota) représentant chacun un
groupe monophylétique partageant un ancétre commun unique distinct des bactéries. Suite a la découverte de
membres du superphylum Asgard appartenant aux archées, ce modele a ensuite été remplacé par un arbre a
deux domaines ou les eucaryotes ont évolué a partir du clade des Asgard. Dans ce schéma, la branche
correspondant aux bactéries est représentée en violet, les Eukarya sont de couleur rouge et les lignées d'archées

sont représentées en vert et bleu. Figures issues de (Eme et al., 2017).

c¢) Lamétagénomique pour étudier les communauteés

microbiennes 'non-cultivées'

Introduit pour la premiere fois en 1998 dans un travail portant sur les
micro-organismes telluriques, le terme « métagénome » désigne l'ensemble des

génomes des micro-organismes contenus dans un milieu (Handelsman et al., 1998).
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(i) Développement des approches

métagénomiques

Pendant longtemps, la majorité des données génomiques microbiennes
disponibles provenaient de souches cultivées en laboratoire. Comme mentionné par
Handelsman et collaborateurs, la majorité des micro-organismes présents dans les
sols ne peuvent pas étre cultivés (Handelsman et al., 1998). Pour explorer la diversité
génétique et le potentiel fonctionnel des communautés microbiennes, il était
nécessaire de développer une méthode proposant de travailler directement sur
I’ADN extrait d’'un milieu naturel. Dans cet article, Handelsman et collaborateurs
proposaient le clonage du métagénome afin d’isoler de nouvelles voies de synthese
de molécules bioactives a partir de micro-organismes du sol. Les procédés reposent
sur I'extraction de I’ADN a partir d'échantillons de sol. Cette extraction est suivie
d’un découpage a l'aide d’enzymes de restriction puis clonage des fragments dans
un chromosome artificiel bactérien (BAC). Dans cette méthode, les clones BAC
étaient ensuite testés pour leur activité biologique et pour la production de
nouveaux produits naturels. Ces méthodes fastidieuses sont maintenant appuyées

par les technologies de séquencage apparues dans les années 2000.

Les approches métagénomiques sont basées sur le séquengage de la globalité
de 'ADN extrait d'un échantillon de microbiome. Contrairement a l'approche
génomique qui vise a étudier l'ensemble des geénes d'un organisme, la
métagénomique étudie l'ensemble des genes des micro-organismes d'un milieu

appelé microbiome.

(ii) Distinction Microbiome/Microbiote

En 1988, Whipps et ses collaborateurs qui travaillaient sur 1'écologie des
micro-organismes de la rhizosphere (la partie du sol entourant les racines) ont fourni
la premiere définition du terme microbiome. IlIs ont décrit le « microbiome » comme
une « communauté microbienne caractéristique » d’un « habitat raisonnablement

bien défini qui présente des propriétés physico-chimiques distinctes », et son «
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théatre d'activité » qui réfere aux conditions physico-chimiques mais aussi a toutes
les molécules présentes dans ce milieu. Depuis la proposition de cette définition par
Whipps, de nombreuses autres définitions du microbiome ont été formulées mais
celle-ci reste la plus pertinente car elle relie les notions de communauté microbienne
et de spécificité de niche écologique. La majorité des autres définitions ne rendent
pas compte de la complexité de ce terme. En effet, il est souvent réduit a la méme
définition que le microbiote qui fait uniquement référence aux « acteurs » présents
sur cette « scene ». La définition de Whipps & collaborateurs a d'ailleurs été reprise
dans le cadre de l'initiative MicrobiomeSupport, financée par 1'Europe, dont I'un des
objectifs était de définir un lexique consensus pour unifier les concepts de ces

domaines (Berg, 2020).

Par conséquent, la métagénomique permet d'étudier I'ensemble des génomes
et fragments d’ADN contenus dans un microbiome. Cette approche permet
d’envisager l'étude de tous microbiomes accessibles, a partir desquels de I’ADN
peut-étre extrait et purifié, tout en conservant l'intégrité des molécules. On distingue
classiquement les microbiomes environnementaux (eaux, sols, air) des microbiomes

associés a un hote (animaux, plantes).

(iii)  Grandes étapes de 'analyse métagénomique

Parmi les approches métagénomiques, on distingue le séquencage shotgun qui
consiste a séquencer l'ensemble de '’ADN extrait d"un microbiome, du séquencage
ciblé de courts fragments d'ADN marqueur appelé metabarcoding.

Apres échantillonage, la premiere étape d’une analyse métagénomique «
shotgun » est l'extraction de I’ADN présent dans le milieu microbien prélevé selon
un protocole spécifique a la technologie de séquencage choisie. Puis, I'échantillon est
chargé sur un séquenceur qui va « lire » les séquences nucléotidiques (composées
d’Adénine, Thymine, Guanine et Cytosine), et fournir un ensemble de lectures de ces

séquences sous forme de lettres correspondant aux nucléotides (respectivement A, T,
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G et C). Selon les technologies de séquencage utilisées, la tailles des lectures peut
varier de 150 pb (Illumina) a 800 kb (Oxford Nanopore). A partir de ces lectures, il
est possible d’envisager de reconstruire des « Metagenomes Assembled Genomes »
(i.e les génomes ou fragments de génomes). Cette étape de reconstruction constitue
un véritable défi méthodologique, compte tenu de la difficulté d'assembler
indépendamment les génomes a partir du meélange de lectures obtenu par la majorité
des méthodes de séquencage. Ce probleme est exacerbé si les lectures disponibles
sont courtes ou tres bruitées en raison de la technique de séquengage choisie ou de la
qualité des échantillons. Des méthodes de binning sont souvent nécessaires pour

regrouper les fragments selon leur origine, et 'assemblage reste souvent partiel.

Echantillon  Extraction 4 < Assemblages des Assignation
de sol d'ADN Séquencage  Données brutes génomes taxonomique
N
—— _— — ° —«

- Y

Figure 2. Les principales étapes d'une analyse métagénomique shotgun.

L’assemblage des métagénomes permet d’étudier la composition moléculaire
et structurale des génomes ou encore d’effectuer des prédictions des genes pour
découvrir le potentiel fonctionnel des individus présents dans 1'échantillon (Figure
2). La reconstitution de génomes de bonne qualité permet d’envisager une

assignation taxonomique par placement phylogénétique (Chaumeil et al., 2020) .

(iv)  Redéfinition du monde microbien par la

métagénomique
Bien que certains verrous méthodologiques subsistent, les approches

meétagénomiques ont déja permis de franchir un énorme pas dans la compréhension

37


https://www.zotero.org/google-docs/?jXygKW

du vivant et des relations entre regnes. Cela a provoqué un profond changement de
notre vision du monde microbien. Le terme « microbe » a été progressivement
remplacé par celui de micro-organisme faisant nettement évoluer notre vision autant

en santé humaine qu’en agronomie.

On sait depuis plusieurs décennies que certains micro-organismes ont une
relation directe avec I'étre humain et qu’on peut les retrouver dans divers organes,
ou encore dans certains procédés alimentaires. Cependant, en raison des limitations
techniques, les relations étudiées étaient principalement néfastes, conduisant a une
vision manichéenne des organismes microbiens. La métagénomique a permis
d’étudier plus largement et sans a priori la diversité des micro-organismes et des
roles qu’ils jouent dans les écosystemes. Nous avons maintenant une représentation
plus complete du vivant, provoquant un changement de paradigme vers une vision
intégrative ou les micro-organismes contribuent a '’équilibre des écosystemes.

Ainsi, nous sommes passés du concept de micro-organisme comme cellule
unique et indépendante au concept d’entité participant a un assemblage complexe
ou les interactions et communications sont essentielles. Sur la base de ces
observations, la théorie de I'’holobionte a émergée. Le terme holobionte, proposé par
Lynn Margulis, fait référence a un « superorganisme » ou « méta organisme »
théorique qui comprend un organisme animal/végétal et les micro-organismes qu’il
héberge (Margulis, 1990). Désormais, il est acquis que tout organisme eucaryote
pluricellulaire doit étre considéré avec son microbiote comme une unité

fonctionnelle indissociable.

Un déséquilibre de la composition (i.e. diversité d’especes) d’un microbiote
peut entrainer un phénomene en cascade aboutissant a I'apparition de pathogenes.
Ce phénomene appelé dysbiose, découvert en santé humaine dans le cadre des
nombreux travaux sur le microbiome intestinal (Stecher et al., 2013), est aussi

observé en santé des plantes au niveau de la rhizosphere et du microbiome terrestre
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(Dastogeer et al., 2022). Ces connaissances ont fourni une nouvelle vision qui a
influencé 1'adoption de comportements plus « conservateurs » envers la diversité des
micro-organismes, autant en santé humaine qu’en agronomie. Aujourd’hui, les
produits en relation avec le microbiote du sol représentent le secteur le plus

dynamique de l'agronomie.

C. Roéle des communautés telluriques dans la santé des plantes

Le sol représente une importante surface d'échange et d'interaction de la
plante avec son environnement. Pour les pédologues, le sol est une surface meuble
d’épaisseur variable résultant de la transformation de la roche mere sous jacente sous
I'influence de divers processus physiques, chimiques et biologiques et sur laquelle
peut se développer un végétal (Demelon, 1960 & Lassinier, 1973). Lieu de vie de
nombreux organismes, cette matrice présente une riche diversité animale, végétale et
microbienne. On considere comme vivant dans les sols, les organismes dont au
moins une partie du cycle de vie se déroule dans cette matrice.

Les micro-organismes des sols, ou telluriques, ont un role essentiel dans la
biosphere terrestre, la santé humaine, la biogéochimie mondiale, I'influence de la
fertilité des sols et les échanges de CO, ou autres gaz a effet de serre (Jansson et
Hofmockel, 2020). Cette biodiversité terrestre est composée de communautés
microbiennes présentant des structures flexibles et des relations complexes
modulables qui peuvent atténuer les effets des modifications biotiques et abiotiques
sur la plante (Bonkowski, 2004; Crossay et al., 2019; Schouteden et al., 2015;
Topalovi¢ et al, 2022). Cependant, la biodiversit¢ du sol reste globalement
méconnue, autant sur le plan écologique que taxonomique car la plupart des
organismes constituant le microbiote du sol ne sont pas cultivables en laboratoire et

donc difficilement étudiables (Handelsman et al., 1998). Le sol est considéré comme
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la « troisieme frontiere biotique » apres les grands fonds océaniques et les canopées,
c'est-a-dire I'un des milieux dont I'homme est encore loin d’avoir exploré toute la
richesse du fait de sa complexité et de son impressionnante diversité (André et al.,
1994).

On estime que le microbiote du sol présente une tres forte diversité. Il
existerait ainsi plus de deux millions d'especes de bactéries et de champignons dont
moins de 1 % sont cultivés en laboratoire (Torsvik et Jvreds, 2002). Bien que les
approches métagénomiques développées ces dernieres décennies permettent
d'explorer cette diversité, notre connaissance de ces communautés microbiennes
telluriques reste encore tres partielle (Fierer, 2017). L’étude des micro-organismes
telluriques est particulierement limitée par la difficulté a conserver l'intégrité des
molécules d’ADN durant les phases d’extraction et de purification. Malgré
I'optimisation des protocoles, les fragments d’ADN obtenus restent souvent
fragmentés, de nombreuses molécules persistantes dans les échantillons peuvent
limiter l'étape de séquengage et les méthodes bio-informatiques ne permettent
qu’une reconstruction partielle des génomes.

Outre I'ensemble de micro-organismes, la rhizosphere comprend aussi les
organes souterrains des végétaux incluant les racines des plantes qui représentent,
en termes de surface, la moitié de l'interface de la plante avec I'environnement. La
rhizosphére est le lieu de vie de nombreux micro-organismes qui vont pouvoir
entrer en interaction avec la plante. Il s’agit donc d’une zone tres importante pour le
développement et pour la santé de la plante. Parmi les relations qui vont contribuer
a la santé de la plante, on distingue les relations mutualistes (relation non
obligatoire) des relations symbiotiques (obligatoire a la survie de l'un des
partenaires). D’autre part, certaines interactions biotiques ont un effet néfaste qui
altere la santé de la plante. Certaines théories, telle que celle de ['effet
Janzen-Connell, postulent que les interactions parasitaires sont, d'un point de vue

global, bénéfiques pour la biodiversité d’un écosysteme. Selon cette théorie, quand
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des micro-organismes pathogenes sont présents, la pousse de plantules de 'espece
sensible est inhibée, laissant la place a d'autres especes de plantes a proximité (Clark
et Clark, 1984). En modulant les densités de population, ce phénomeéne favorise donc
la diversité végétale dans les espaces naturels (sous réserve d’une virulence
modérée). Les pathogenes, en régulant les populations, jouent ainsi un role essentiel
dans léquilibre des écosystemes. Cependant, dans un espace agricole, les
phytopathogenes diminuent les rendements, ou pire, anéantissent les récoltes. En
effet, les pertes agricoles causées par les parasites et pathogenes sur les cinq grandes
cultures au niveau mondial, que représentent le blé, le riz, le mais, la pomme de terre
et le soja, s'élevent en moyenne entre 17 et 30% de la production (Savary et al., 2019).
Une grande part des dommages agricoles sont causés par des nématodes parasites
de plantes qui englobent a eux seuls environ 12% des pertes mondiales (Singh et al.,

2015).
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2. Les nématodes phytoparasites

A. Les nématodes
1. Description générale
Les nématodes, ou vers ronds, représentent un embranchement
monophylétique englobant l'ensemble des espéces de vers non segmentés. Ils
appartiennent au taxon des Ecdysozoaires qui inclut aussi les arthropodes (i.e.
insectes, crustacés, arachnides) ou les tardigrades (Figure 3). Ce taxon regroupe les

animaux dont le développement implique des mues successives (Borner et al., 2014).

Arthropods

ECOyZOZoa

Tardigrads

MNematoda '@

Nematomorpha

Cutgroup

Figure 3. Représentation schématique de l'arbre phylogénétique du clade « Ecdysozoa » réalisé a partir du

travail de (Yamasaki et al., 2015). Arbre obtenu par maximum de vraisemblance a partir de données 18S et 28S.

Les nématodes sont des organismes vermiformes avec une longueur
généralement comprise entre 5 et 100 um pour un diametre de 20 pum. La plupart
sont translucides et invisibles a 1'ceil nu. Certaines espéces qui ont un mode de vie
libre peuvent atteindre une taille de 5 cm et d’autres especes parasites d’animaux
peuvent atteindre une longueur de plusieurs metres. Le record en la matiere étant
Placentonema gigantissima, parasite du placenta des cachalots pouvant dépasser les 8

metres de longueur.
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2. Distribution géographique

Les analyses microscopiques ont permis de mettre en évidence la présence de
nématodes dans tous les milieux (i.e. terrestres, marins, d'eau douce) en association
avec des animaux ou bien des plantes (Bardgett et van der Putten, 2014; Ferraz et
Brown, 2002; van den Hoogen et al., 2019). On les retrouve sur tous les continents
avec des densités de population variant selon la latitude. Etonnamment, les
populations de nématodes sont plus denses dans les régions froides comme la Russie
ou le Canada que dans les régions chaudes telles qu’en Afrique du nord (Figure 4 A).
Cependant, I'étude étant limitée au sol proprement dit, elle pourrait sous-estimer
I'abondante diversité de nématodes présents au niveau de la litiere dans les foréts

tropicales selon Hoogen et collaborateurs.

3. Modes de vie, types trophiques et role écologique

La plupart des especes sont bénéfiques pour l'agriculture. Elle participent a la
décomposition de la matiere organique et au cycle trophique et elles jouent ainsi un
role essentiel dans la chalne alimentaire du sol. Tous les types trophiques retrouvés
chez les animaux sont représentés chez les nématodes. Il existe des especes
bactérivores, fongivores, omnivores et méme prédatrices d’autres nématodes qui ont
un mode de vie libre. Avec des especes tres diversifi€es, ils occupent des fonctions
essentielles dans les réseaux trophiques terrestres. Le type trophique le plus
abondant est celui des bactériophages qui comprend plusieurs especes vivant
librement et représentant la majorité de la biomasse totale de nématodes sur terre
(Figure 4 B). Ces nématodes peuvent jouer des roles importants dans les écosystemes
mais n’interagissent pas de maniere directe avec les autres organismes contrairement
a d’autres especes dites « parasites ». Il existe de nombreuses espéces de nématodes
parasites d'animaux (principalement d’insectes et de vertébrés) ou de plantes.
L’étude réalisée par Hoogen et collaborateurs montre que les especes parasites de

plantes constituent le second type trophique le plus dense parmi les nématodes,
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comme indiqué dans la figure 4 ou les NPP apparaissent sous le terme « herbivore »

(Figure 4 B).
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Figure 4. Informations sur la distribution mondiale des nématodes issus de l'analyse de 6 759 échantillons
géo-référenceés. (A) Carte mondiale de la densité des nématodes dans le sol. (Nombre de nématodes par 100 g de
sol sec). (B) Abondances de nématodes (n =1 876) par groupe biotope de tous les continents. (C) La médiane et

I'écart interquartile des abondances de nématodes (n =1 876) par groupe trophique et par biotope. Figure

modifiée issue de (Van den Hoogen et al., 2019).

B. Les nématodes parasites de plantes

1. Description générale

En raison de leur taille microscopique, la premiere description d"un nématode
parasite de plantes a seulement été rapportée en 1879 par Cornu et concernait des
nématodes trouvés dans des galles de racines de sainfoin (Onobrychis sativus Lam.)
dans la vallée de la Loire, en France. Quelques années plus tard, un nématode a
galles provenant de caféiers au Brésil a été brievement décrit, illustré et nommé

Meloidogyne exigua par Goldi (Perry et al., 2009).
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Aujourd’hui, plus de 4 000 especes de nématodes ont été identifiées comme
parasites de plantes, ce qui correspond a 7% du phylum Nematoda (Decraemer et
Hunt, 2006). On les retrouve principalement dans les zones tempérées (Figure 4 C)
telles que les zones de forét tempérée de feuillus. Leur distribution géographique est
corrélée a celle des especes végétales en raison du statut de parasite obligatoire de
nombreuses especes dont la prolifération dépend de la présence de la plante hote
(Hoogen, 2019).

Il existe des especes de nématodes capables d’infecter la majorité des
végétaux dont de nombreuses especes d’intérét agronomique telles que la tomate, le
riz, la pomme de terre ou le soja. L'ensemble des especes de NPP représente une
contrainte importante pour la sécurité alimentaire a 1'échelle mondiale et le

développement de méthodes de lutte durables est une priorité.

2. Impact agricole des nématodes parasites de plantes

Les NPP représentent un stress biotique important pour les végétaux. Ils
impactent le fonctionnement normal de la plante en détournant leurs ressources, ce
qui provoque une diminution du rendement. Ainsi, les pertes agricoles causées par
les nématodes phytoparasites s'élevent en moyenne a 12,3% de la production
mondiale, ce qui correspond a plus de 157 milliards de dollars de pertes par an
(Abad et al., 2008; Singh et al., 2015). Il est fort possible que ces valeurs soient
sous-estimées car ces nématodes sont généralement de petits agents pathogenes
transmis par le sol et les symptomes qu'ils provoquent sont souvent non spécifiques
et difficiles a diagnostiquer.

La majorité des cultures sont susceptibles d'étre infectées par les NPP et ils
sont retrouvés dans toutes les régions agricoles du monde. Certaines régions sont
plus ou moins touchées et, a I'échelle mondiale, la distribution des especes de NPP
varie considérablement. Par exemple, en Inde, les pertes relatives aux NPP

s’étendaient a 21,3% en 2020, soit 1,58 milliard de dollars uniquement pour ce pays
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(Kumar et al., 2020). Les especes les plus critiques peuvent également varier selon les
régions. Les connaissances des facteurs environnementaux et agronomiques ainsi
que de la diversité des especes permettent de comprendre la distribution de ces
organismes. Ces éléments présentent une importance capitale dans le
développement de méthodes de luttes spécifiques. Les cartes de distribution et les
données sur la gamme d'hodtes de certaines especes sont disponibles et régulierement

mises a jour. Elles constituent une source utile pour déterminer le potentiel de

dommages causés par les nématodes (http://www.cabi.org/dmpd).

Certaines espeéces sont cosmopolites. C’est notamment le cas de quatre especes
de nématodes a galles du genre Meloidogyne : Meloidogyne incognita, Meloidogyne
arenaria, Meloidogyne javanica et Meloidogyne hapla (Subbotin et al., 2021). D’autres
especes sont particulierement limitées géographiquement comme c’est le cas pour 49
especes décrites de Meloidogyne qui n'ont été enregistrées jusqu'a présent que dans
leur localité typique. Par exemple, Meloidogyne dunensis a été identifié uniquement en
Europe ou encore Meloidogyne aquatilis en Amérique du Nord (Subbotin et al., 2021).

En 2013, John T. Jones et collaborateurs ont établi, a I'occasion d’une revue
dans le journal Molecular Plant Pathology, la liste du “top 10" de ces pathogenes en
fonction de leur importance scientifique et économique :

(1) les nématodes a galles (Meloidogyne spp.); (2) les nématodes a kyste
(Heterodera et Globodera spp.); (3) les nématodes des lésions racinaires (Pratylenchus
spp.) ; (4) le nématode fouisseur Radopholus similis; (5) Ditylenchus dipsaci; (6) le
nématode du flétrissement du pin Bursaphelenchus xylophilus; (7) le nématode
réniforme Rotylenchulus reniformis; (8) le nématode vecteur de virus Xiphinema index ;
(9) Nacobbus aberrans; et (10) Aphelenchoides besseyi (Jones et al., 2013). Les nématodes
a galles (Meloidogyne), et plus spécifiquement M. incognita, sont responsables de la
majorité des pertes en tabac et tomate, comme M. javanica pour le tournesol et le

poivron (Wesemael et al, 2011).
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Ainsi, les especes du genre Meloidogyne sont parmi les parasites de plantes
décrits comme les plus grands ravageurs de culture. Leur impact économique est
ainsi trés important en raison de leur large gamme d'hotes et de leur distribution
dans les environnements tempérés et tropicaux (Perry et al., 2009). Les nématodes
phytoparasites sédentaires comme les nématodes a galles et a kystes développent
des interactions compatibles avec un large éventail de plantes cultivées, notamment
le blé (Triticum aestivum L.), la pomme de terre (Solanum tuberosum L.), la tomate (S.
lycopersicum L.), le soja (Glycine max (L.) Merr.) et la betterave sucriere (Beta vulgaris
L.). Le nématode a galles, Meloidogyne incognita est capable d’infecter a lui seul plus
de 3 000 especes végétales dont de nombreuses plantes cultivées (Kofoid et White,
Abad et al., 2008).

De nombreux NPP sont des parasites polyphages qui peuvent infecter toutes
sortes de cultures. Les dégats qu’ils engendrent peuvent provenir directement de
leur pénétration et migration dans les tissus de la plante, du détournement du
métabolisme de la plante mais aussi de l'infection secondaire par d'autres
pathogenes comme des champignons ou des virus (Garcia et al., 2022; Taylor et

Robertson, 1970).

3. Meéthodes de luttes contre les nématodes parasites de plantes
a) Les méthodes conventionnelles

Actuellement, il n’existe pas de méthode efficace et durable pour faire face a
ces ravageurs de cultures. Les nématicides utilisés en agriculture conventionnelle
sont principalement composés de molécules chimiques appartenant aux familles des
carbamates, des hydrocarbures halogénés ou des organophosphorés. Dans la
majorité des pays, ces substances sont interdites car elles ont des effets néfastes sur la
santé humaine et l'environnement (King et Aaron, 2015; Nicol et al., 2011).
L’utilisation de produits chimiques non spécifiques est aussi néfaste pour la
biodiversité des sols (Rahman et Zhang, 2018), et la productivité a long terme

(Seenivasagan et Babalola, 2021). Depuis une dizaine d’années en Europe, les
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stratégies de gestion des infections par les NPP doivent respecter la directive sur la
lutte intégrée contre les parasites de 1'Union européenne, qui vise a réduire 1'usage
des pesticides et a promouvoir autant que possible les pratiques de gestion non
chimiques (directive 200//128/CE).

La réduction de lutilisation de produits chimiques laisse place au
développement d’infections devant étre contenues par des méthodes alternatives. De
plus, les changements climatiques pourraient influencer la fréquence, I'intensité et la
distribution des infections par les NPP. Ces changements vont modifier le cycle de
développement du parasite (Okulewicz, 2017) mais aussi favoriser la colonisation de
nouveaux espaces (Bebber et al., 2013). Ainsi, une augmentation des dommages causés
par les NPP est a craindre dans les prochaines années. Dans ce contexte, des
méthodes alternatives aux nématicides ont été proposées durant les dernieres

décennies.

b) Les méthodes alternatives
(i)  Optimisation de la composition des

communautés microbiennes

Comme mentionné précédemment, une partie substantielle des organismes
présents naturellement dans les sols sont susceptibles d’avoir un effet bénéfique
direct ou indirect sur la santé des plantes tel que certaines especes de bactéries ou
champignons. Ainsi, des approches alternatives reposent sur 'optimisation de la

composition des communautés microbiennes telluriques.

(ii)  Les micro-organismes bénéfiques a la santé

des plantes

Les micro-organismes qui entretiennent une relation symbiotique avec les
plantes ont un effet bénéfique sur la santé et la croissance de la plante, mais aussi sur
la réduction des attaques des pathogenes et des parasites. C'est le cas, par exemple,
des champignons mycorhiziens a arbuscules (CMA) appartenant a la classe des

Gloméromycetes, qui favorisent la croissance via I'apport en nutriments tel que 'azote
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et le phosphore (Estrada et al., 2013; Hestrin et al., 2022; Liu et al., 1997; Sellitto et al.,
2019; Taoheed et al., 2018), et la tolérance de la plante aux stress biotiques tels que les
infections par les NPP (Detrey et al.,, 2022; Schouteden et al., 2015). Les auteurs
suggerent qu'en présence de CMA, il y a une compétition directe entre les NPP et les
CMA pour l'acces aux sites de nutrition, une tolérance accrue des plantes aux
différentes sources de stress et une réduction des exsudats racinaires, ce qui modifie
les interactions de la plante avec les autres membres de la rhizosphere (Bell et al.,
2022).

Sur la base de ces observations, des méthodes reposant sur la valorisation de
la synergie microbiome - plante sont proposées dans la littérature scientifique (Chen
et al., 2018) et se développent sur le terrain via la commercialisation de solutions
mycorhiziennes telles que proposées par la société Mycophyto. Cependant, les effets
de Vlinteraction plante-CMA sont hautement dépendants des conditions
environnementales (Balzergue, 2012; Candido et al.,, 2013; Nedorost et Pokluda,
2012) mais aussi de l'identité de la plante d'intérét (Alguacil et al., 2018; L. Chen et

al., 2017; Eom et al., 2000; Garzo et al., 2020).

(iii)  Les micro-organismes antagonistes des NPP

Il existe aussi des approches alternatives utilisant des micro-organismes
ciblant spécifiquement les NPP. Par exemple, certaines bactéries et des champignons
ont été identifiés comme antagonistes de ces nématodes, c’est le cas des especes
fongiques Arthrobotrys irregularis par exemple. Ces champignons sont des prédateurs
des especes du genre Meloidogyne (Cayrol, J.C., 2013), ou Paecilomyces lilacinus,
ovicide qui tue les ceufs des especes de nématodes a galles mais aussi d’especes de
nématodes a kystes (Gomes Carneiro et Cayrol, 1991). Cependant, les méthodes
proposées jusqu'ici nécessitent une mise en ceuvre assez lourde pour une efficacité
qui reste partielle. Pour optimiser le développement et la mise en place de ce type de
méthodes, il est essentiel de mieux comprendre les relations intervenant entre les

différents membres de ces communautés.
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(iv)  Utilisation de plantes résistantes et rotation

des cultures

Une autre méthode de lutte repose sur 'utilisation de plantes résistantes aux
NPP. Depuis de nombreuses années, on sait que certaines variétés végétales peuvent
étre naturellement résistantes aux pathogenes ou parasites comme les nématodes
(Hare, 1956; Hendy et al.,, 1985). Chez de nombreuses especes végétales, cette
résistance est liée a la présence de genes appelés « genes de résistance ». Par
exemple, chez le piment (Capsicum annuum), la résistance aux NPP repose sur six
genes indépendants qui conferent une résistance a certaines especes de nématodes

de maniere plus ou moins spécifique (Djian-Caporalino et al., 2019).

Ces genes de résistance engendrent différents schémas de réponse dans les
cellules racinaires en fonction de la lignée végétale et de 'espece de nématode. L'un
des mécanismes couramment observé est l'induction d'une nécrose des tissus
environnant le site d'infection, qui permet de contenir la propagation des nématodes

en limitant leur dispersion et leur reproduction.

On retrouve généralement ces phénotypes résistants chez des especes
sauvages qui ne présentent pas d'intérét agronomique. Cependant des processus de
croisement et de sélection permettent de générer des variétés résistantes d'intérét
agronomique. Une autre technique consiste a générer des plantes résistantes par
clonage ou semis puis a les décapiter pour greffer la partie aérienne de la plante
d'intérét. Sous réserve de trouver un couple compatible, le développement de ce type
de systeme est plus rapide que la procédure de sélection qui peut prendre une
dizaine d'années. L’utilisation de pieds porte-greffe est tres répandue comme par
exemple pour la culture de la vigne.

L’utilisation de genes de résistance permet de réduire le pouvoir infectieux
d'un sol mais elle limite le choix de variétés cultivables. De plus, 1'efficacité est

souvent partielle et le mécanisme peut-étre contourné au cours du temps par les
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nématodes. Ces approches doivent étre combinées avec d'autres stratégies comme la
rotation des cultures. La rotation des cultures, ou assolement, est souvent difficile a
gérer et contraignante pour l'agriculteur. Aussi, I'efficacité est limitée car certaines
especes, telles que Heterodera avenae ou Heterodera filipjevi (especes de nématodes a
kyste parasitaires de la pomme de terre), sont résistantes et peuvent survivre sous
une forme dormante plusieurs mois voire plusieurs années.

Une autre approche est la lutte intégrée contre les ravageurs. Il s'agit d'une
approche a grande échelle qui vise a intégrer a la fois des pratiques chimiques et non
chimiques pour un contrdle optimal des ravageurs. L’objectif de cette approche est
de diminuer les populations de ravageurs en dessous du niveau préjudiciable. Ce
n'est pas une simple juxtaposition ou superposition de deux techniques de lutte
(telles que la lutte chimique et la lutte biologique) mais l'intégration de toutes les
techniques de lutte adaptées. Cette approche offre un bon compromis entre efficacité
et impact mais elle reste tres difficile a mettre en ceuvre et demande une bonne
compréhension des systemes agricoles et naturels.

Malgré les dommages causés par les nématodes, les mécanismes moléculaires
utilisés par ces organismes pour acquérir leur virulence restent largement inconnus.
Pour développer de nouvelles méthodes de lutte intégrées contre ces parasites et étre
en mesure de déployer ce type d’approches, il est essentiel de mieux comprendre la

biologie de ces organismes et ces mécanismes moléculaires.

4. Classification phylogénétique des nématodes parasites de plante

On observe chez les nématodes parasites de plantes certaines similarités
morphologiques (par exemple la présence d'un stylet) et biologiques (par exemple la
sécrétion d’effecteurs du parasitisme). Cependant, les stratégies développées et les
processus moléculaires impliqués sont tres diversifiés et résultent d’événements

d’adaptation évolutive indépendants et convergents (Figure 5) (Quist et al., 2015).
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Figure 5. Une vue d’ensemble schématique de la division du phylum nematoda en douze clades majeurs est
basée sur les séquences SSU rDNA selon la phylogénie de Van Megen. Présentation de différents types de
stylets de nématodes, dont le stomatostylet, I'odontostylet et I'onchiostylet, respectivement dans les clades 12, 2
et 1. Figure issue de (Quist et al., 2015)

La premiere classification phylogénétique des nématodes, proposée par
Chitwood, était basée sur des caracteres morphologiques tels que la présence de
glandes et/ou d’organes sensoriels (Chitwood, 1958). Les nématodes arborent un
nombre limité de caracteres morphologiques distinctifs difficiles a distinguer
(Holterman et al.,, 2017) et l'identification d'especes sur la base de ces caracteres
requiert une grande expertise.

Le développement des techniques de séquencage haut débit a permis
d'intégrer dans les classifications phylogénétiques des caracteres moléculaires et
d’étendre lanalyse a un plus grand nombre d’especes. Les nématodes étant

probablement apparus au début du Cambrien (550 millions d'années), seuls les
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genes hautement conservés peuvent étre utilisés pour reconstruire Ihistoire
phylogénétique globale de ce phylum. Ainsi, les premieres phylogénies moléculaires
étaient basées sur les variations de séquences codant pour les petites sous-unités
ribosomales, un gene non impliqué dans la pathogénicité. Des ces premieres
classifications, les NPP sont apparus comme polyphylétiques, c'est-a-dire possédant
un caractere similaire qui n'a pas été hérité d'un unique ancétre commun. Ces
résultats suggerent de multiples émergences indépendantes du phyto-parasitisme
dans le phylum des nématodes (Blaxter et al., 1998; Liu et al.,, 1997). Dans la
phylogénie de Blaxter et al., publiée en 1998, les NPP sont distribués dans trois des
cing taxons « majeurs » du phylum Nematoda ressortant de cette étude (Figure 6).

Depuis ces travaux, de nombreuses autres reconstructions phylogénétiques
ont été réalisées pour ce phylum. Les analyses englobent de plus en plus d’especes et
de caracteres afin d’obtenir une résolution plus fine (Blaxter et Koutsovoulos, 2015;
De Ley, 2006; Holterman et al., 2017, 2009, 2006; van Megen et al., 2009). Parfois, les
résultats obtenus varient sensiblement selon les caracteres, les especes et les
protocoles utilisés. Par exemple, la phylogénie de Holterman et van Megen, basée
sur les séquences de la petite sous-unité de ’ADN ribosomal identifie une douzaine
de clades dans le phylum Nematoda. Au moins quatre de ces clades (clade 1,2, 10 et
12) comprennent des nématodes parasites de plantes (Figure 6) :

e Les clades 1 et 2 sont des groupes qui ont une position basale dans la
phylogénie des Nématodes (Figure 6). Ils affichent la plus faible diversité
d’especes parasites de plantes. Les NPP des clades 1 et 2 sont des
ectoparasites migrateurs vecteurs de virus. Ils infligent de faibles dégats
directement via leur processus d’alimentation mais des dégats beaucoup plus
importants via la transmission de virus.

On distingue le clade Triplonchida (clade 1) qui correspond a des especes
parasites des racines, tubercules et rhizomes du clade Dorylaimida (clade 2)

correspondant a des parasites des racines uniquement.
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e Le clade 10 correspond au clade Aphelenchida (cladel0 b, Figure 6) qui
comprend des especes parasites des parties aériennes (nématodes foliaires).
Ce sont des parasites obligatoires ou facultatifs qui peuvent se nourrir de
champignons mais aussi des parties aériennes des plantes. Des insectes sont
vecteurs de certains de ces nématodes (par exemple, le nématode du pin
Bursaphelenchus xylophilus).

e Le clade 12 des Tylenchida est le groupe le plus distal dans la phylogénie des
Nématodes (Figure 6). Il comporte la plus grande diversité d’especes de NPP
mais aussi les especes les plus dommageables pour l'agriculture. L’ensemble
des especes de ce clade infectent les parties racinaires de la plante. La
particularité de ce clade est qu’il a vu l'émergence au moins cinq fois
indépendamment d'un mode de vie endoparasite sédentaire a partir
d’ancétres migrateurs ecto ou semi-endoparasites.

Il est a noter que les clades 10 et 12 comportent les especes les plus
destructrices mais aussi les plus largement distribuées, c’est pourquoi ces clades sont
les plus étudiés, les mieux décrits dans la littérature et ceux pour lesquels on dispose
du plus grand nombre de données (Holterman et al., 2017).

Les especes parasites de plantes se trouvent intercalées par de tres
nombreuses especes arborant différents modes de vie libres ou parasites d’animaux.
Un mode de vie phytophage a donc évolué indépendamment a plusieurs reprises,
au minimum 3 (Blaxter et Koutsovoulos, 2015) ou 4 fois (van Megen et al., 2009)
selon le consensus des différentes phylogénies. Bien que sensiblement différente, la
phylogénie de Van Megen et collaborateurs confirme le caractere polytomique et
I’évolution multiple et indépendante vers un mode de vie phytophage (Figure 6). De
méme, la derniere étude en date (Ahmed et al., 2022) comprend plus de 300 especes
et repose sur l'analyse combinée de caracteres morphologiques et moléculaires
(super-matrice concaténant plusieurs genes et incluant les séquences de la petite

sous-unité de ’ADN ribosomal 18S ainsi que le génome mitochondrial). Les résultats
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obtenus avec ces différents caracteres confirment la topologie générale des
précédentes phylogénies des nématodes (Figure 6) et le caractere polytomique
(Figure 7) des NPP (Ahmed et al., 2022).

Si on analyse plus en détail les 4 clades contenant des NPP, il semble que la
capacité a parasiter les plantes soit un caractere qui a été acquis et perdu a de
nombreuses reprises dans ce phylum. En effet, on observe au moins cinq transitions
entre les modes trophiques fongivores et phytoparasites dans le clade 10 par
exemple. Au sein du clade 12, il semble qu'une seule transition ait eu lieu vers un
mode de vie parasitaire de plantes. Cependant, on observe une transition inverse au
sein de ce clade 12 depuis un mode parasite de plante vers un mode parasite
d’insectes dans le sous-ordre monophylétique des Hexatylina (Holterman et al., 2017)
De plus, il est intéressant de remarquer que, parmi les especes de ce clade qui sont
exclusivement des phytoparasites obligatoires, certaines sont sédentaires mais
d’autres sont migratrices, et la sédentarisation résulte de multiples émergences
indépendantes. La reconstruction phylogénétique de ce groupe met en évidence de
multiples apparitions et pertes du mode de vie sédentaire au sein de ce clade
(Ahmed et al., 2022; Holterman et al., 2017).

Ainsi, les principales analyses phylogénétiques du phylum Nematoda
publiées jusqu'ici présentent les nématodes parasites de plantes comme un ensemble
de taxa polyphylétiques (Figure 5, 6, 7). La capacité a parasiter les plantes a évolué
de maniere indépendante chez les nématodes en suivant des trajectoires évolutives

convergentes.
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Figure 6. Phylogénie générale du clade Nematoda inférée par la méthode de maximum de vraisemblance
implémentée dans IQ-TREE utilisant le modéle PMISF (LG + C20 + G + F). Seules les valeurs de bootstrap <
100 % sont présentées. Les ordres paraphylétiques sont marqués par *, les ordres polyphylétiques sont marqués
par **. Les clades correspondant a la classification de Van Megen sont indiqués en violet et les clades
correspondant a la classification de Blaxter sont indiqués avec des chiffres romains de couleur bleu.
Figure modifiée issue de (Ahmed et al., 2022).

56



. Heterodera glycines PRINAS35374
Heterodera glycines PRJNA3B1081
Heterodsra glycines PRINA415980
 Heterodera schachiii PRINAS06892
Heterodera schachtil PRINA234080
Haterodera avenae PRJIEB5256
Globodera mstochisnsis PRIEB13504
Globodera ellingtonas PRINAIDE31E
Globodsra palida PRIEB123 HOPLOLAIMIDAE
Rofylenchulus reniformis PRINAZ14681

eydiowoyauajh]

LrEdopholus similis W PRINAS41590
Radaphalus similfs D PRJNAS41590
Radopholus similis PRINASZ2283
Radophelus similis PRINA427497 PRATYLENCHIDAE .
Tylenchoidea
Meloidogyne javanica PRINA340324 I
. Meloidogyne arenaria PRINA340324
Meloidogyne luci PRIEBZTITT
Meloidogyne incognita PRIEA2B837

IV

Meloidogyne fordensis PRINA340324
Meloidogyne incognita PRINA340324
Melaidogyne enterobii PRINA340324
Meloidogyne hapla PRINAZI0B3 MELOIDOGYNIDAE
Meloidogyne graminicola PRINAL 11966

Pratylenchus coffeas PRINAZTEATE
Pratylenchus coffeas PRJINATS885
Pratylenchus penetrans PRINA304159

Fratylenchus zeae PRINAZGS04T
Nacobbus at PRJEBE7E2 R o NGEUIEAS

Subanguing moxae PRIDBI4E1
- Ditylenchus dipsaci PRINA4GE219  ANGUINIDAE
Ditylenchus desfrucior PRINA312427 Sphaerularioidea

Deladenus sircidicola PRINA4G301
Deladenus sircidicols PRINASOTT01

Aphelenchus avenae PRINA23ISE22 APHELENCHIDAE

Bursaphelenchus mucronaius PRIEB14884
. Bursaphelenchus mucronatus PRJDB3460
Bursaphelenchus xylophiius PRINAGOOS00 y
Bursaphelenchus sylophilus PRINA3E1109 Aphelenchoidea
Bursaphelenchus sylophilus PRIEAGA43T Clade 10
Aphelenchoides besseyi PRINA220675 APHELENCHOIDIDAE
Aphelenchoides besseyi PRINA3ITIDT
Aphelenchaides rtzemabosi PRINAZTE0TT
Aphelenchoides fraganas PRINAZ233G2T

NEOTYLENCHIDAE

JE

Acrobeloides nanus PRIEB26554 -

Scottnema lindsayae PRINA437994 CEPHALOBIDAE Cephal o homurpha Clade 11
Panagralaimus danvidl PRJNA24T454
Panagrolaimus davidi PRJEB32708

Panagrofaimus sp. PS1579 PRIEB32708 Panagrolaimoidea

Panagrolaimus sp. DLO137 PRINAITATOE
Panagrolaimus sp. PS1159 PRJEB32708
Panagrolaimus sp. ESS PRJEB32708
Fanagrolaimus superbus PRIEB32708
Panagreilus redivivus PRINA1B64TT
Halicephalobus mephisto PRINASZETAT
Halicophalobus sp. PRINASS5816 PANAGROLAIMIDAE
Propanagrolaimus sp. JUTES PRJIEB32708

O SpE|l

eydiowouwiejoibeued

Strongyloides papifosus PRJEBS2S
Strongyloides papillosus PRINAS31238
Strongyloides venezuelansis PRIEBS30
Strongyloides venezuelensis PRJDB3457
Strongyloides stercoralis PRJEB5S28
Strongyloides rafti PRJEB125 STRONGYLOIDIDAE

Parastrongyloides trichosuri PRJEBS15

Steimnemema carpocapsae PRINAZ02318
I_FI:E Steinemema scaplerisci PRINA204842

Plectus sambesil PRINASDGSG2

Rhabditophanes sp. KR3021 PRJEB1297 ALLOIONEMATIDAE
Strongyloidoidea

Steinemema marticalurn PRINA20506T
Steinemema felfiae PRINAZD4661
Stelnemema glaser PRJNAZ04943
Steinemema diaprepesi PRINABIS202

STEINERNEMATIDAE

007

Figure 7. Phylogénie du clade Tylenchina inférée selon la méthode du maximum de vraisemblance implémentée
dans IQ-TREE (seules les valeurs de soutien bootstrap < 100% sont indiquées). Les clades correspondant a la
classification de Van Megen sont indiqués en violet et les clades correspondant a la classification de Blaxter sont
indiqués avec des chiffres romains de couleur bleu. Figure modifiée issue de (Ahmed et al., 2022).
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5. Meécanismes d’infection et cycle de vie

Les nématodes parasites de plantes présentent une grande diversité
morphologique (Figure 8) et une large variété de mécanismes d'interaction avec leurs
hotes (Agrios, 2005). Ils possedent tous un stylet buccal creux et protubérant en
forme d'aiguille permettant au nématode d’injecter des sécrétions salivaires, et
d’absorber le contenu des cellules végétales (Baldwin et al., 2004). Ces sécrétions
contiennent des protéines et autres molécules appelées effectreurs, permettant de
déjouer les systemes de défense de I'hOte ainsi que de reprogrammer son
développement et sa physiologie (Mitchum et al., 2013). On retrouve ce processus
parasitaire de sécrétion d’effecteurs aussi chez les champignons (Fei et Liu, 2022) et
les oomycetes (Evangelisti et al., 2013). Chez les nématodes, il existe plusieurs types
de stratégies parasitaires que 1'on peut distinguer selon le processus d'alimentation

et le mode de vie.

Nématode
endoparasite
migrateur

Nématode
semi-endoparasite

Nématode
ectoparasite

migrateur T~
\ Nématode ) Stade secondaire

. juvénile (32)
endoparasite
sédentaire

Figure 8. Les différents modes de vie et d’alimentation des nématodes phytoparasites.

Figure modifiée issue de (Topalovic, 2020).
a) Les ectoparasites
Certains NPP sont des ectoparasites migrateurs qui ne pénetrent jamais a
I'intérieur de I'hote, ils migrent dans le sol et utilisent les racines comme source de
nourriture occasionnelle quand l'opportunité se présente. A ce titre, ils sont

comparables aux insectes piqueurs-suceurs tels que les pucerons. Ainsi, les
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ectoparasites, comme les nématodes des genres Tylenchorhynchus, Xiphinema et
Tylenchus, sont toujours a l'extérieur des tissus végétaux et du cortex racinaire
(Danchin et al., 2017). Ce type de parasite provoque indirectement de gros dégats
agricoles en tant que vecteurs de virus mais les especes de NPP les plus
dommageables pour lagriculture sont des especes endoparasites capables de

pénétrer a l'intérieur des tissus végétaux (Jones et al., 2013).

b) Les endoparasites migrateurs

Les endoparasites migrateurs pénetrent dans 'hote et migrent dans les tissus
de 1'hote ce qui cause généralement des dommages physiques importants dans la
plante, comme c’est le cas notamment pour les nématodes des genres Radopholus ou
Pratylenchus (Jones et al.,, 2013). En revanche, les nématodes semi-endoparasites
peuvent avoir des stades migrateurs mais peuvent aussi se fixer dans la plante hote
afin de se nourrir a un stade de leur cycle de vie. C'est le cas des especes des genres
Tylenchulus, Helicotylenhcus et Scutellonema. Ces especes migrent dans les racines
mais présentent aussi un stade sédentaire ou elles induisent une structure

nourriciere.

c) Les endoparasites sédentaires

Finalement, les especes les plus étudiées sont celles qui ont un mode de vie
sédentaire car ce sont celles qui présentent le plus fort impact économique. En effet,
les especes sédentaires, comprenant les nématodes a kyste et les nématodes a galles,
sont les especes les plus nuisibles (Jones et al, 2013 ; Barthlem et al.,2014) et
présentent les stratégies d'alimentation les plus complexes (Gheysen et Mitchum,
2011). Ces biotrophes induisent le développement de structures d'alimentation
complexes dans les racines végétales qui fournissent une source de nourriture stable
(Figure 8, 9). Pour ces especes sédentaires, les ceufs sont libérés dans le sol mais les
femelles adultes restent au méme endroit dans la racine pendant toute leur vie et

meurent en relachant les ceufs (Jones et al., 2013).
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Les nématodes du genre Meloidogyne induisent le développement de galles
racinaires (Jones et Payne, 1978), raison pour laquelle ils sont appelés nématodes a
galles. Ces galles comprennent des cellules végétales géantes multinucléées
provenant de divisions successives des noyaux sans division des cellules
elles-mémes. Ces cellules géantes sont métaboliquement tres actives et servent de
site nourricier aux nématodes (Figure 9 A,C). D'autre part, les nématodes a kystes
des genres Heterodera et Globodera établissent des syncytia dans les racines des
plantes (Jones, 1981). Ici, le site nourricier provient de la fusion de cellules végétales

adjacentes en syncytium (Figure 9 B, D) (Szakasits et al., 2009).

Figure 9. Une infection par des NPP endoparasites induit la formation de structures racinaires visibles
correspondant a (A) des galles en cas d’infection par des nématodes du genre Meloidogyne; ou (B) des kystes
pour les nématodes des genres Globodera et Hétérodera. Les nématodes induisent ces déformations en modifiant
Vactivité cellulaire végétale pour former un site nourricier constitué (C) de cellules géantes (les galles) pour les
nématodes du genre Meloidogyne, et (D) d’un syncytium cellulaire pour les nématodes a kystes.
Photographies issues de (Miyara et al., 2015).

Ainsi, certaines fonctions biologiques comme la capacité de reprogrammer
des cellules racinaires pour les transformer en sites métaboliquement hyperactifs qui

deviennent alors source de nutriments sont spécifiques a certains clades de
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nématodes sédentaires (Siddique et al., 2009, 2012 ; Szakasits et al., 2009 ; Hofmann
et al., 2010). D’autres fonctions biologiques comme la dégradation de la paroi des
plantes sont communes a l'ensemble des especes car elles doivent toutes faire face
aux meémes challenges liés au contournement des défenses des plantes et a la
métabolisation des produits de la plante.

La phytophagie est un comportement alimentaire hautement sophistiqué qui
nécessite des capacités de contournement des défenses des plantes, la détoxification
et la digestion des macromolécules végétales (Roberts et al., 1988). L'évolution vers
ce mode de vie parasitaire a nécessité I'émergence d’innovations génétiques au sein
de ces clades. Les processus évolutifs a 1'origine de ces innovations ne sont pas

encore totalement compris mais plusieurs mécanismes semblent y avoir contribué.

6. Principaux processus évolutifs impliqués dans le parasitisme des plantes

De maniére générale, 1'adaptation’ & un nouveau mode de vie ou a des
changements environnementaux repose sur lapparition dune nouvelle
caractéristique physiologique ou phénotypique. L'apparition de ce trait chez un
individu provient principalement des variations de la séquence génomique qui
impactent la régulation de l'expression génique ou une fonction protéique. Les
mutations génétiques a 1'origine de ces variations (substitution, insertion, délétion,
inversion...), qu’elles soient ponctuelles ou a plus grande échelle, peuvent toucher
toutes les régions du génome. Ces variations génétiques apparaissent d’abord chez
un individu et sont ensuite transmises a la descendance puis propagées ou rejetées
dans les populations par sélection naturelle. Plusieurs processus évolutifs résultant
en une modification de la séquence génétique d’un individu par gain ou perte de

matériel génétique et/ou par accumulation de mutations ponctuelles de la séquence

' Le terme ‘adaptation’ désigne ici le processus évolutif aboutissant a I'apparition de nouveaux
phénotypes dans une population puis une espece. Il est a noter que ce processus adaptatif se
distingue du processus d’acclimatation qui désigne 'adaptation rapide et réversible d'un individu a
des changements environnementaux reposant sur des processus de plasticité phénotypique.
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ancestrale ont déja été décrits dans la littérature. Nous en présentons ici un résumé

synthétique.

a) La perte de genes

La perte de matériel génétique peut induire des variations phénotypiques qui
sont généralement neutres ou déléteres mais qui, dans certains cas et sous certaines
conditions, peuvent résulter en un avantage sélectif. Cette source de variation
génétique semble avoir faconné I'évolution de tous les regnes de la vie (Albalat et
Caniestro, 2016). Chez de nombreux pathogenes, bactériens et fongiques, la perte de
genes constitue un mécanisme d’adaptation qui intervient de maniere récurrente
dans les processus évolutifs liés a I'adaptation pour faire face au mécanismes de
défense développés par 1'hdte (McNally et al, 2016). Il semble que ce type
d’événement génomique soit aussi impliqué dans les processus adaptatifs des NPP.
En effet, Castagnone-Sereno et collaborateurs ont montré que, chez Meloidogyne
incognita, la perte de copies de genes peut étre associée a la capacité des nématodes a
contourner la résistance de la plante hote sous certaines conditions

(Castagnone-Sereno et al., 2019).

b) L’acquisition de genes
L’apparition de traits phénotypiques correspondant a une nouvelle fonction
biologique repose généralement sur un gain de genes. Différents mécanismes
évolutifs a l'origine de 1’émergence de nouveaux genes ont été décrits dans la
littérature. On distingue les processus de (i) néofonctionnalisation par duplication et
cooptation, de (ii) I'émergence de genes de novo a partir de régions non géniques, de
(iii) 'acquisition de genes provenant du génome d’un autre individu par transferts

horizontaux.
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(i) La duplication suivie de

néofonctionnalisation

Le processus évolutif de duplication suivie de la néofonctionnalisation d’une
des deux copies désigne l'apparition d'un gene possédant une nouvelle fonction
biologique a partir d'un gene existant. Suite a 'accumulation de mutations, un gene
peut avoir un impact biologique différent par la modification de son expression, de
la fonction de la protéine qu'il code, ou encore de la localisation subcellulaire de la
protéine codée. Ce processus comprend souvent une étape de duplication du gene
suivie d'une phase de diversification/spécialisation par mutation de I'un des genes
paralogues. On parle alors de processus de néofonctionnalisation (True et Carroll,
2002).

De nombreuses études mettent en évidence la contribution des mécanismes
de duplication et de néofonctionnalisation dans 'émergence de nouveaux genes et
ainsi dans l'acquisition de fonctions biologiques essentielles aux processus adaptatifs
(Levasseur et al., 2007).

Il existe une famille de protéines appelée « antigel » que I'on retrouve chez de
nombreuses especes de bactéries, de champignons, de plantes et d’animaux. Ces
protéines se lient aux cristaux de glace et empéchent leur développement ce qui
confere a I'organisme une protection contre le gel (Tomimatsu et al., 1976). En 2010,
une étude portant sur des poissons de la famille des Zoarcidae, communément
appelés lycodes ou loquettes, a mis en évidence pour la premiere fois la
néofonctionnalisation d'un gene codant pour la protéine antigel de type III. Dans
cette étude les auteurs montrent que le gene ancestral comportait un domaine de
liaison a la glace et un domaine acide sialique synthase. Apres duplication, I'un des
paralogues de ce gene a accumulé des mutations aboutissant a la substitution du
domaine acide sialique synthase par un peptide signal permettant une optimisation
de la fonction antigel. Ces travaux ont montré que les fonctionnalités annexes d'un
gene peuvent, suite a duplication et accumulation de mutations, mener a une

nouvelle protéine permettant 'adaptation a un nouvel environnement, et donnent un
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apercu de la facon dont les copies de genes confrontées a des pressions de sélection
et de mutation, peuvent emprunter des voies évolutives divergentes (Deng et al.,
2010).

Le processus de néofonctionnalisation a aussi contribué a l'innovation
génétique et a I'adaptation de certaines lignées de nématodes parasites de plantes.
L’étude de Lilley et collaborateurs a montré quau cours de I'évolution des
Tylenchida, le gene de ménage de la glutathion synthétase a été dupliqué et que les
mutations accumulées par les copies paralogues ont donné naissance a des effecteurs
de type glutathion synthétase. En effet, certaines copies de genes ont acquis un peptide
signal pour la sécrétion et plusieurs éléments promoteurs modifiant leur expression
spatiale et temporelle par la glande sécrétrice dorsale du nématode. Ainsi, cette
étude témoigne de la réaffectation d'un gene de ménage endogene pour former une
famille d'effecteurs présentant une activité biochimique tres diversifiée qui
représente une nouvelle classe d'enzymes impliquées dans le parasitisme (Lilley et
al., 2018). Cet exemple de recrutement d'une copie de gene pour des fonctions
parasitaires met en évidence la contribution de ce processus évolutif de duplication
et néofonctionnalisation dans I'émergence de certaines fonctions parasitaires chez les

NPP.

(ii)  L'émergence de génes de novo

Selon la théorie communément admise, la duplication de genes existants
constituait le principal processus d’innovation génétique (Ohno, 2013). Cependant,
'acquisition de données génomiques a fourni de plus en plus d’éléments démontrant
des processus d’innovation génétique impliquant des régions précédemment non
géniques.

En 2005, le Dr. Mar Alba a montré que les genes plus récents ont tendance a
évoluer plus rapidement. Elle a alors formulé I'hypothese que ces genes pourraient
avoir émergé de novo a partir de régions non géniques, expliquant ainsi la moindre

adaptation de ces genes et le fait qu’ils pourraient nécessiter davantage
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d’ajustements. Un gene qui aurait émergé de novo apporte une nouvelle fonction sans
lien avec la fonction du gene ancestral comme c’est le cas pour les genes issus d'un
processus de duplication (Alba MM, 2005). Les premiers exemples documentés
concernent I'émergence de genes de novo impliquée dans la sexualité dans le génome
de la drosophile (Begun et al., 2007, 2006). Ces travaux pionniers ont suscité
beaucoup de scepticisme au sein de la communauté scientifique mais depuis la
littérature a ce sujet n'a cessé de s’enrichir (Van Oss et Carvunis, 2019). Chez de
nombreuses especes eucaryotes, une partie substantielle des génomes est non
génique et certaines de ces régions ont une composition moléculaire similaires a
celles des genes (i.e. composition en GC) (Palazzo et Lee, 2015).

Comme mentionné précédemment, chez certaines especes de poissons de la
tamille des Zoarcidae, I'émergence de protéines « antigel » repose sur un processus de
duplication suivie de la néofonctionnalisation d'une des deux copies. En revanche,
chez les poissons de la famille des Gadidae (ou Cabillaud) les genes codant pour les
glycoprotéines antigel semblent avoir émergé de novo (Baalsrud et al.,, 2018). La
description de ce processus évolutif chez le cabillaud a été le premier exemple de
gene essentiel né d'un ADN non génique chez une espece non modele. Plus
récemment, des études ont mis en évidence l'implication de genes de novo dans des
phénotypes résistants ou pathogéniques de certains micro-organismes. Par exemple,
les souches de papillomavirus impliquées dans le développement de cancers
humains comportent spécifiquement un oncogene appelé E5 qui a émergé
indépendamment dans le génome de chaque souche virale a partir d'une région non
codante (Willemsen et al., 2019). L’étude de différentes variétés de riz a montré que
les genes issus de mécanismes de novo peuvent représenter 10% des genes acquis
dans le génome de la variété Oryza sativa Japonica (Zhang et al., 2019).

Les innovations génétiques impliquées dans I’évolution vers un mode de vie
parasitaire proviennent certainement en partie de 1'émergence de genes de novo.

Suite a l'analyse du transcriptome de P. penetrans, Vieira et collaborateurs suggerent

65


https://www.zotero.org/google-docs/?YEDVov
https://www.zotero.org/google-docs/?ycYa5W
https://www.zotero.org/google-docs/?J4FVwG
https://www.zotero.org/google-docs/?8h1oz4
https://www.zotero.org/google-docs/?YfozdB
https://www.zotero.org/google-docs/?Ummqkb

que plusieurs genes codant pour des effecteurs spécifiques a ce genre de NPP ont
évolué de novo (Vieira et al., 2020). A ce jour, ce travail est le seul a notre
connaissance qui décrit des genes comme ayant émergé de novo dans un génome de
NPP. Pourtant, chez les nématodes du genre Meloidogyne de nombreux genes n'ont
aucun homologue identifiable ailleurs dans le vivant et pourraient étre apparus a
partir de région non géniques. En 2013, une étude comparative portant sur les
génomes du genre Meloidogyne a identifié 15 952 genes de nématodes conservés dans
les génomes d'especes parasites de plantes et absents du reste du vivant. L’analyse
fonctionnelle des protéines codées par ces genes appelés orphelins a permis d’en
identifier douze dont les fonctions sont directement impliquées dans le succes de
I'interaction parasitaire avec des plantes (Danchin et al., 2013). Ces résultats sont
confirmés par une analyse phylogénomique récente portant sur soixante et un
génomes de nématodes dont seize appartenant a des especes parasites de plantes.
Cette derniere analyse a identifié plus de 24 000 familles de protéines spécifiques a
ces parasites et n‘ayant aucun homologue dans les bases de données (Grynberg et al.,
2020). La majorité de ces genes orphelins sont effectivement supportés par des
données transcriptomiques et conservées chez différentes especes. Ils pourraient
avoir émergé de novo depuis les régions non géniques du génome ancestral de ces
parasites. Il ne faut cependant pas écarter I'hypothese d"une duplication suivie d"une
divergence importante ne permettant pas la détection d’homologie ou encore
I'acquisition par transfert horizontal depuis les génomes d’espéces non représentés
dans les librairies de séquences. L'étude du mécanisme évolutif a 1'origine des
nombreux genes orphelins trouvés chez les NPP nécessite de disposer de génomes
de tres bonne qualité avec un assemblage contigu pour des especes proches ne
possédant a priori pas ces genes. Cela a pu limiter, jusqu'a aujourd'hui, I'exploration
de cette question chez les NPP.

Enfin, le gain de traits par acquisition de genes peut aussi se faire via le

transfert horizontal de matériel génétique entre organismes.
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3. Les transferts horizontaux de génes

A. Définition et impact évolutif
1. Définition
Le matériel génétique est communément transmis verticalement des
individus parentaux a leur descendance selon les voies de I'hérédité (Campbell et al.,
2004; Osborn, 1902). Cependant, les études de génomique comparative ont
rapidement révélé l'existence de transfert horizontaux de genes (THG) dans lequel
du matériel génétique est transféré entre individus de méme génération selon des

meécanismes indépendants de I'hérédité (Figure 10).

Figure 10. Schéma de TH entre individus ancestraux de A vers C. Ce processus de TH peut avoir lieu entre
individus de méme espéce (TH intraspécifique), mais il peut aussi concerner des individus de taxa plus ou moins
éloignés pouvant méme appartenir a des régnes taxonomiques différents (TH interspécifique).

Lorsque les fragments d'ADN transférés contiennent des genes, ces derniers
peuvent, dans certains cas, conserver leur fonctionnalité et fournir de nouvelles
aptitudes permettant l'adaptation a un changement environnemental ou a un autre
mode de vie. Bien que la machinerie transcriptionnelle soit différente entre
organismes eucaryotes et procaryotes, le THG peut permettre l'acquisition de

nouvelles fonctions grace a 'universalité” du code génétique. Si le THG est viable, il

* A I'exception de certaines especes de virus, de phage, de bactéries et d’eucaryotes unicellulaires.
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pourra étre transmis aux générations suivantes et se fixer dans la population par
dérive génétique ou sélection naturelle s’il fournit un avantage sélectif au receveur.

Au sein d’'un méme génome, les genes peuvent avoir des histoires évolutives
différentes, en particulier en cas de THG. Ces trajectoires évolutives ne peuvent pas
étre simplement représentées sous forme d'un arbre phylogénétique. C'est pourquoi
certains auteurs proposent une représentation sous forme de réseaux plutdt qu'un
arbre de la vie afin de tenir compte de ce type d’événements et de reconstruire plus
précisément les liens de parentés entre individus (Husnik et McCutcheon, 2018;
Syvanen, 1987).

Le THG est pleinement accepté comme mécanisme d’évolution depuis de
nombreuses années chez les procaryotes (Jain et al., 1999, Lawrence, 1999, Ochman
et al.,, 2000). En revanche, ce mécanisme a longtemps été controversé lorsqu’il
implique des organismes eucaryotes qui possedent un noyau et, dans le cas des

animauyx, lorsque la lignée somatique et germinale sont séparées (Martin, 2017).

2. Exemple d’impact évolutif, cas des protéines antigels

Comme nous l'avons vu précédemment, les THG semblent avoir également
contribué a l'acquisition et la diffusion de genes codant pour les protéines « antigel »
chez les poissons a nageoires rayonnées et a leur adaptation a des conditions
environnementales extrémes. Dans le clade des Actinoptérygiens, cinq types de
protéines « antigel » tres différentes ont été identifiées avec une distribution éparse
chez des especes trés éloignées, comme par exemple les protéines antigel de type II
retrouvées chez le Hareng, Eperlan et Corbeau de mer. Selon les chercheurs
travaillant sur I'évolution de ces especes, la phylogénie de ces protéines est un
véritable casse-téte car :

- Dans les génomes de lignées de poissons tres proches d’un point de
vue évolutif, on retrouve des séquences codant pour une protéine

antigel tres divergente.
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- Dans les génomes de poissons tres éloignés phylogénétiquement, on
retrouve des séquences codant pour une protéine antigel tres
similaires.

En raison de l'absence de corrélation entre la distance évolutive et le niveau
divergence nucléotidique entre les genes, les auteurs ont formulé I'hypothese que ce
gene a transité horizontalement entre les génomes de ces poissons (Graham et al.,
2012). Suite a l'assemblage récent du génome du hareng, lanalyse de
I'environnement génomique des genes codant pour la protéine antigel conforte cette
hypothése et suggere qu'une copie de ce gene a été transférée horizontalement du
hareng a I'éperlan (Graham et al., 2012; Graham et Davies, 2021).

L’exemple de la protéine antigel chez les poissons illustre comment différents
meécanismes évolutifs contribuent de maniere conjointe a I'évolution des especes, a
leur adaptation a des changements environnementaux ou a une nouvelle niche
écologique. Différents processus évolutifs ont probablement contribué conjointement
a l'innovation génétique dans les génomes de nématodes et I'émergence de leur
capacité a parasiter les plantes car on retrouve aussi chez ces especes des genes

acquis par transfert horizontal.

B. L’étendue du processus de THG dans le vivant

1. Découverte des THG chez les organismes procaryotes
a) L’expérience de Griffith, observation d"un processus de

transformation bactérienne

Le transfert horizontal de genes a été découvert chez des bactéries puis plus
largement chez les procaryotes et d’autres organismes unicellulaires. Ce processus a
été mentionné pour la premiere fois en 1928 dans l'expérience historique de Griffith
qui consistait a infecter des souris avec différentes souches (virulente/avirulente -

active/inactive) de bactéries de l'espece Streptococcus pneumoniae.
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Lors de cette expérience, Griffith observa que la contamination de souris par
une souche avirulente ayant été en contact avec une souche virulente inactivée,
provoque la mort des souris infectées. Sur la base de ces observations, Griffith a émis
I'hypothese qu'un composant chimique des cellules virulentes avait en quelque sorte
transformé les cellules non virulentes en la forme la plus virulente (Griffith, 1928).

A cette époque, les connaissances en biologie moléculaire étaient insuffisantes
pour comprendre précisément ce mécanisme de transformation naturelle qui sera

révélé plus tardivement.

b) L’ADN comme support de I'information génétique et

compréhension du processus de THG

Ce n’est quen 1944 que Avery et collaborateurs reproduisent l'expérience de
Griffith en montrant que le vecteur transformant est une molécule d’ADN. Ces
résultats obtenus grace aux progres de la biochimie suggerent que I’ADN est le
support de linformation génétique. Les auteurs font alors 1'hypothese que le
transfert de fonction biologique observé a eu lieu par des mécanismes indépendants
de I'hérédité (Alacevic, 1963; Kasuya, 1964; Sermonti et Spada-Sermonti, 1955).

Ces travaux contestés seront plus largement acceptés suite aux travaux
pionniers de Rosalind Franklin et a la découverte de la structure tridimensionnelle
de 'ADN par James Watson et Francis Crick. Grace a ces découvertes et aux progres
en génétique, I'impact des THG dans l'histoire évolutive des especes a été plus
largement considéré par la communauté scientifique.

Depuis ces découvertes, la liste de cas de THG recensés impliquant des
organismes Procaryotes n'a cessé de s’allonger et des THG impliquant des Archées
ont aussi été rapportés (Wagner et al., 2017). Les mécanismes impliqués dans les
transferts de matériel génétique chez les procaryotes sont aujourd’hui bien décrits
(conjugaison, transformation, transduction...). Et on sait que, chez ces organismes,

les événements sont tres fréquents et ont des impacts évolutifs tres vastes.
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2. Fréquence des THG chez les organismes unicellulaires

Chez les organismes procaryotes et donc dépourvus de noyau, le matériel
génétique flotte dans le cytoplasme et semble plus facilement accessible que chez les
organismes eucaryotes. Si I’hypothese de THG a rapidement été acceptée chez les
procaryotes, ce processus évolutif a été plus longuement discuté en ce qui concerne
la lignée eucaryote et certains scientifiques restent encore aujourd’hui sceptiques a ce
sujet (Martin, 2017). Cependant, de plus en plus d’indices s'accumulent en faveur de
la théorie d'un flux de genes pouvant impliquer toutes les especes. A l'avenir,
I'émergence des technologies de séquencgage longues lectures pourra confirmer
l'intégration au sein des génomes des THG présumés.

Il semble méme que ce processus de THG ait joué un role majeur dans
I'émergence des lignées eucaryotes actuelles. Comme mentionné dans la partie «
Contexte général », selon la théorie de I'endosymbiose les cellules eucaryotes sont
nées de l'incorporation de bactéries (protéobactérie: mitochondrie chez les animaux,
cyanobactérie: chloroplaste chez les plantes) dans une cellule ancestrale appartenant
au clade des Archées (Eme et al., 2017). Afin de permettre une relation durable entre
les partenaires, plusieurs études ont montré que des THG avaient eu lieu du génome
de la mitochondrie vers le génome nucléaire de la cellule hoéte ancestrale
(Ponce-Toledo et al, 2019; Wei et al., 2022). Le méme processus est observé
concernant l'endosymbiose secondaire avec un flux de gene des plastes vers le
génome nucléaire (Filip et Skuza, 2021). Les THG ont donc joué un r6le crucial dans
la transition entre endosymbionte et organelle. Ce méme phénomene de THG est
aussi observé entre les génomes des parasites intracellulaires et leurs cellules
eucaryotes hotes, comme cest le cas par exemple chez les parasites du genre
Microsporidia et leurs cellules hotes animales (Corradi, 2015).

L’accumulation de données génomiques fournit un meilleur apercu de la
distribution des genes aux seins des génomes des especes vivantes et permet ainsi de

mieux reconstruire leur histoire évolutive suggérant que de nombreux événements
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de THG ont ponctué I'’évolution du vivant. Par exemple, on sait que des THG ont eu
lieu entre mitochondrie et génome nucléaire juste apres l'intégration cellulaire mais
une étude récente démontre que certains événements de transferts sont plus récents.
En effet, Wei et collaborateurs ont analysé les génomes de plus de 60 000 individus a
la recherche d’événements d’insertion de genes mitochondriaux. Ce travail a révélé
des insertions de fragments de génomes mitochondriaux dans le génome nucléaire
de 'homme, dont la majorité des événements de transferts ont eu lieu apres le
phénomene de spéciation entre I'homme et les primates. Ces observations indiquent
que ce flux de genes entre mitochondrie et génome nucléaire est un processus
continu. Aussi, cela montre que des fragments d’ADN étrangers peuvent pénétrer les
noyaux des cellules eucaryotes plus fréquemment qu'on ne l'imaginait jusqu'a
aujourd’hui (Wei et al.,, 2022). De méme, il semble que des processus de TH de
matériel génétique peuvent avoir lieu de maniere récurrente entre cellules d'un
méme organisme. Par exemple, les cellules présentatrices d'antigenes sont capables
de couper leurs télomeres et de les 'donner' aux cellules T via des vésicules pour
ralentir le processus de sénescence et prolonger l'immunité. De cette maniere, les
télomeres peuvent étre rallongés jusqu'a 30 fois plus qu'avec la seule action de la
télomérase (Lanna et al., 2022). Ainsi, les échanges de matériel génétique entre
cellules eucaryotes suivies d’intégration dans le génome de la cellule receveuse sont
beaucoup plus fréquents qu’on ne I'imaginait il y a quelques décennies et méme
quelques années.

Les THG sont tres fréquents chez les organismes unicellulaires en général et
ce processus contribue largement aux processus évolutifs (Sibbald et al., 2020).
Comme les organismes procaryotes, une majorité d’organismes unicellulaires
eucaryotes ont une reproduction asexuée.

La variabilité génétique dans ces populations repose principalement sur le
mécanisme de mutation génétique et, sans brassage génétique, la dissémination de

I'information est limitée. Les mécanismes de THG permettent de pallier cette
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limitation et de propager une variation génétique avantageuse. Ainsi, les THG sont
décrits comme 1'un des principaux mécanismes de dissémination de l'information
génétique chez ces organismes (Douanne et al., 2022).

Le THG permet aussi la propagation d’innovation génétique apparue chez un
individu dans le reste d’'une population. Mais il peut aussi permettre d’acquérir
directement une fonction existant chez une autre espece. Chez une espece de
Saccharomyces oenologiques, les analyses phylogénétiques ont révélé, par exemple,
trois régions génomiques acquises horizontalement d'especes de levures plus
éloignées. Ces régions comprennent 34 genes qui sont impliqués dans des fonctions
essentielles a la fermentation du vin (Novo et al., 2009).

De maniere encore plus surprenante, le processus de THG peut aussi
permettre a ces organismes de récupérer du matériel génétique provenant de clades
beaucoup plus éloignés comme des organismes appartenant a d’autres regnes.
L’acquisition de nouveaux genes par THG peut fournir a certaines lignées eucaryotes
des genes impliqués dans des fonctions biologiques déja présentes chez d’autres
especes. Par exemple, en 2005, une étude a décrit la présence de genes bactériens
dans le génome d'une espece d’amibe tellurique (Dictyostelium discoideum) se
nourrissant de bactéries et de levures. Les genes acquis par THG permettent a son
hote de résister aux toxines bactériennes (Eichinger et al., 2005).

Le transfert d’ADN dans le génome d’un organisme phagocytaire depuis le
génome de sa proie semble étre une interaction propice a ce type d’événement
(Doolittle, 1998). Cependant, la présence de genes bactériens dans les organismes
non phagocytaires suggere qu’il existe d'autres mécanismes de transfert d’ADN.
Quoi qu'l en soit, ces événements de THG peuvent ainsi permettre au receveur
eucaryote de se protéger d'autres organismes, de survivre dans de nouveaux
environnements ou d'utiliser de nouvelles sources de nourriture.

Une revue de Husnik et McCutcheon montre l’étendue et la récurrence de ce

phénomene qui touche la plupart des lignées eucaryotes a de multiples reprises
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(Husnik et McCutcheon, 2018). Certaines especes de champignons, par exemple, ont
acquis par THG des genes impliqués dans de nombreuses fonctions biologiques
comme la dégradation des glucides, le métabolisme de l'azote, la survie dans des

conditions extrémes ou le maintien de relations d’endosymbiose (Figure 11).
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Figure 11. L'arbre phylogénétique des principales lignées eucaryotes indiquant les fonctions biologiques issues
de THG a l'aide de cercles de couleurs (i l'exception des génes provenant des mitochondries et des plastes). Les
supergroupes taxonomiques sont indiqués en gras.

Figure issue de (Husnik et McCutcheon, 2018).

Ainsi, les THG semblent avoir eu un impact significatif sur les capacités
métaboliques ou l'adaptation des organismes a de nouvelles niches écologiques
(Fitzpatrick, 2012). Comme le montre la revue de Husnik et McCutcheon, de
nombreux genes impliqués dans des fonctions biologiques clés ont été acquis par

THG chez les organismes unicellulaires mais aussi chez les organismes

multicellulaires (i.e. Metazoa, Viridiplantae) (Figure 11).
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3. Les THG chez les organismes multicellulaires

L’hypothese de transfert de matériel génétique naturel entre especes
impliquant des organismes eucaryotes multicellulaires a été formulée pour la
premiere fois par Norman Anderson, en 1970. Selon cette hypothese, les virus
peuvent transporter des genes a travers tous les regnes animaux et végétaux, genes
pouvant étre incorporés a I'ADN de l'hote suivant (Anderson, 1970). Ce n’est
cependant que dans les années 80 que les premiers exemples de THG chez les
animaux et les plantes ont été rapportés (Syvanen, 1985). Face a la multiplication des
cas de THG décrits chez les eucaryotes, Syvanen formule la théorie de transfert de
genes entre especes la premiere fois dans la littérature comme phénomene qui «
drive » I'évolution génétique (Syvanen, 1985). Dans les années 2000, le nombre de cas
décrits va exploser en raison de l'acces aux données génomiques.

L’exploration des génomes et les analyses de génomique comparative ont
révélé des THG dans diverses lignées animales et végétales avec une large palette de
combinaisons donneurs/receveurs. Les événements de THG semblent avoir ponctué
I'histoire de la plupart des especes mais cela avec des fréquences variables selon les
clades. Le flux de genes impliquant des espéces microbiennes est plus important.

Cependant, ce processus peut aussi intervenir entre deux especes multicellulaires.

a) Les THG impliquant des micro-organismes, des événements

plus fréquents

La majorité des THG concernant des génomes d’animaux ou de plantes
décrits dans la littérature proviennent de micro-organismes identifiés comme
Bactéries (Danchin et al., 2016), Champignons (Kikuchi et al., 2004; Moran et Jarvik,
2010) ou Virus (Gilbert et Belliardo, 2022; Pastuzyn et al., 2018; Pienaar et al., 2022).
Les flux de genes semblent plus fréquents entre les organismes qui entretiennent des
relations symbiotiques ou parasites. Un des premiers éléments de compréhension
concernant ces observations est que plus le degré de proximité écologique entre les

especes est élevé et les interactions sont étroites, plus la probabilité qu'un THG
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survienne est élevée. La majorité des THG décrits dans les génomes d’animaux ou de
plantes proviennent de micro-organismes, cependant des transferts peuvent aussi se

dérouler entre organismes multicellulaires.

b) THG entre organismes multicellulaires

(i) Transferts entre plantes

Des cas de THG ont déja été rapportés entre (i) plantes comme, par exemple,
les photorécepteurs permettant aux fougeres de croitre en direction de la lumiere et
codés par un gene qui n'est retrouvé que chez des embryophytes tel que le Cornifle
immergé. L'occurrence de ce gene uniquement dans des clades éloignées suggere
que ce gene a transité horizontalement entre des ancétres de ces lignées végétales (Li

et al., 2014).

(i) Transferts entre animaux

De méme, des THG ont également été rapportés chez des lignées animales tel
que le cas de la protéine antigel qui semble avoir été transférée entre différentes
especes de poissons comme mentionnés précédemment [partie 2.6.a.a] (Graham et
al, 2012). Les transferts de matériel génétique chez ces organismes semblent
particulierement fréquents, vraisemblablement en raison du transit du matériel
génétique (gametes males) dans le milieu (pouvant aussi résulter en des phénomenes
d’hybridation). Cependant, ce phénomene a aussi été identifié chez des especes
terrestres comme lillustre par exemple le flux de genes codant pour le
rétrotransposon Bovine-B. En effet, ce gene est habituellement présent chez les
mammiferes mais il a aussi été retrouvé sporadiquement chez certains amphibiens et
reptiles. Une récente étude sur la distribution de ce THG chez ces derniers montre
qu’il semble avoir voyagé de la grenouille vers une espece de serpent prédatrice.
L’hypothese est que ce gene aurait transité entre ces especes via des parasites
(Kambayashi et al., 2022). Ces événements semblent relativement fréquents chez les
arthropodes ou les poissons alors qu’ils sont plus rares chez les mammiferes (Zhang

et al., 2020).
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(iii)  Transferts entre plantes et animaux

Les genes peuvent voyager entre especes animales et végétales mais des
travaux rapportent aussi des cas des transferts de genes depuis les génomes de
plantes vers les génomes de certaines especes animales. Lapadula et collaborateurs
ont montré la présence de genes codant pour des protéines inactivatrices de
ribosomes, généralement retrouvés dans les génomes de bactéries ou de plantes,
dans le génome de l'insecte ravageur de culture Bemisia tabaci (la mouche blanche).
Les analyses phylogénétiques soutiennent 1"hypothese que ces genes ont été acquis
par THG d’origine végétale. Les auteurs ont montré que ces genes, présents dans
plusieurs version du génome, présentent des signes de domestications (i.e.
transcription et présence d’introns) excluant I'hypothese d’une contamination
(Lapadula et al., 2020). Il est intéressant de noter que des THG codant pour des
protéines avec la méme fonction biochimique ont aussi été identifiés dans le génome
de moustiques de la famille des Culicidae, cependant dans cet autre clade d’insectes

ces genes semblent plutot d'origine bactérienne (Lapadula et al., 2013).

Considérant que seuls les genes gardés au cours de l'évolution sont
observables, le matériel génétique semble transiter entre tous les clades et ces
quelques exemples illustrent 'étendue de ce phénomene dans le vivant, ainsi que
son impact sur 1'évolution des especes. Les mécanismes en jeu sont encore souvent
mal compris en ce qui concernent les transferts impliquant des organismes
multicellulaires. La multiplication des travaux portant sur ces questions permet de

mieux comprendre ces processus.

C. Les mécanismes de transfert

Les THG impliquent la présence de fragments d’ADN mobiles, leur transit

entre donneur et receveur et I'insertion de ces fragments dans le génome de I'héte.
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Pour impacter 1’évolution d'une espece, le matériel transféré devra aussi étre

transmis aux générations suivantes.

1. La formation de fragments d’ADN mobiles

La formation d’un fragment d’ADN mobile et I'insertion dans le génome hote
dépendent de la dynamique des génomes. Chez les micro-organismes, le flux de
genes est facilitt par la formation de nombreux fragments d ADN
extra-chromosomiques tels que les plasmides ou les épisomes. Certains de ces
fragments, appelés plasmides, peuvent se répliquer de maniere autonome. D’autres
possedent des genes codant, entre autres, pour la synthese d'enzymes de restriction
qui permettent l'intégration au sein des chromosomes hotes par recombinaison, on
parle alors d’épisome.

Ce type de molécule d’ADN extra-chromosomique a été identifié chez les
bactéries (Watanabe, 1963), les Archées (Zillig et al., 1996) et eucaryotes
unicellulaires (Douanne et al., 2022; Downing et al., 2011; Murray, 1987). Chez les
eucaryotes multicellulaires, on distingue aussi différents types d’ADN
extra-chromosomiques: 1’ADN des organelles et les intermédiaires et/ou
sous-produits des transpositions et réarrangements de I' ADN (Rush et Misra, 1985).
Par ailleurs, les éléments transposables (ET) sont des séquences d’ADN capables de
se déplacer et de se multiplier dans les génomes. Des ET ont été trouvés dans
pratiquement toutes les especes eucaryotes étudiées et peuvent représenter une part
importante du matériel génétique (i.e. génome humain: ~ 50% ; mais : 85%)
(Boissinot, 2019). L’activit¢ des ET génere des fragments d’ADN extra
chromosomiques, ces éléments mobiles sont susceptibles d'intégrer des genes de leur
hote et d’étre véhiculés entre organismes. D’autres mécanismes tels que la
recombinaison en présence de séquences répétées peuvent aboutir a la formation

d’éléments mobiles dans les cellules eucaryotes (Lanna et al., 2022).
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2. Meécanisme de transport entre cellules

Une autre étape importante dans le THG, source de nombreuses
interrogations, est le transit de I’ADN entre les cellules. Plusieurs mécanismes ont été
mis en évidence chez les organismes procaryotes mais en ce qui concerne les
organismes eucaryotes notre compréhension reste limitée méme si plusieurs

éléments démontrent que ce type de transfert est possible.

a) Transduction et transport via un vecteur

Lorsque Norman Anderson a formulé pour la premiere fois 1'idée d'un
échange de matériel impliquant des organismes multicellulaires, son hypothese était
que ce matériel pouvait étre véhiculé par les particules virales (Figure 10). Ce
processus appelé transduction a été mis en évidence pour la premiere fois par Zinder
et collaborateurs avec le systeme bactéries du genre Salmonella et bactériophage
lambda (Zinder et Lederberg, 1952).

Lors de leur cycle cellulaire, les virus peuvent intégrer accidentellement du
matériel génétique appartenant a la cellule hote. Cela a été montré par Loiseau et
collaborateurs (Loiseau et al., 2021) en effectuant un suivi du contenu génétique viral
pour 11 systemes hote-virus différents révélant, de cette maniere, l'insertion de
matériel génétique de 1'hote dans les génomes viraux (i.e. il sagissait ici d’ET).
Egalement, Cantoni et collaborateurs ont démontré la formation spontanée de
molécules hybrides virus-hote sous forme de mini cercles lors de I'infection de plants
de betterave commune par un virus de la famille Geminiviridae. Dans cette étude, les
auteurs ont également observé l'encapsidation de ces molécules d’ADN hybride et la
dissémination vers les autres cellules de la plante (Catoni et al., 2018). De la méme
maniere, les virus peuvent étre vecteurs de matériel génétique entre différents
organismes appartenant a leur gamme d’hote.

On peut alors faire l'hypothese que, potentiellement, n’importe quel
pathogene ou parasite est susceptible de véhiculer du matériel génétique a travers

les especes appartenant a sa gamme d’hote comme le travail de (Kambayashi et al.,
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2022) le suggere. Dans cette étude, les auteurs retrouvent dans les génomes de
parasites de reptiles et d’amphibiens des séquences homologues du gene codant

pour le rétrotransposon Bovine-B ayant voyagé entre grenouilles et serpents.

b) Conjugaison

Un autre systeme permettant de transférer du matériel entre cellules, tres bien
décrit dans la littérature, est la conjugaison. Chez les procaryotes, il existe aussi des
mécanismes de transport d’ADN basés sur l'activité d’un complexe protéique appelé
systeme de sécrétion type IV (T4ss). Ce systeme permet le transit de macromolécules
entre le cytoplasme bactérien et le milieu extérieur. Il existe plusieurs familles de
T4ss qui ont des mécanismes variables mais que 1'on peut regrouper selon leurs
différentes fonctions.

L'une des fonctions du T4ss est la conjugaison qui est le processus de THG le
plus répandu chez les bactéries. Dans ce mécanisme qui nécessite un contact entre la
cellule donneuse et receveuse (Figure 12), le transfert se fait via un systeme de
sécrétion type IV reliant deux cellules bactériennes (Lederberg et Tatum, 1946).

Ce mécanisme de conjugaison semble spécifique aux procaryotes et n’a jamais
été décrit dans d’autres clades. Cependant, un mécanisme identique utilisant le
systeme de sécrétion type IV pour le transfert de matériel génétique a été démontré
entre la cellule bactérienne et une cellule Eucaryote. Chez la famille de bactéries
pathogenes de plante des Rhizobiaceae, le systeme de sécrétion type IV permet a ces
bactéries de transférer du matériel génétique bactérien a des cellules végétales (Bitto
et al., 2017; Krenek et al., 2015). Actuellement, un tel processus de transfert de
matériel génétique entre une cellule procaryote et une cellule animale n’a jamais été

observé.

¢) Transformation

Ce systeme de sécrétion type IV joue aussi un rdle central dans le transfert de

matériel génétique entre bactéries par conjugaison mais il peut aussi étre impliqué
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dans le mécanisme de transformation ou la bactérie incorpore du matériel génétique
présent dans le milieu (Ellison et al., 2018; Furuya et Lowy, 2006; Thomas et Nielsen,
2005).

On parle généralement de transformation pour désigner le mécanisme actif
d'absorption d'ADN libre dans I'environnement (Figure 12). Il s’agit du mécanisme
qui a été observé chez les bactéries par Griffith 1928 (Ellison et al., 2018; Furuya et
Lowy, 2006; Griffith, 1928; Thomas et Nielsen, 2005). Pour que ce processus ait lieu, il
faut que les cellules soient compétentes, et cet état est généralement observé suite a
un stress environnemental.

Aucun mécanisme de ce type n‘a été décrit chez les organismes eucaryotes
méme si des méthodes de biologie moléculaire ont été développées pour faciliter la
pénétration de matériel génétique dans une cellule eucaryote en utilisant, par

exemple, du phosphate de calcium. On parle alors plutot de transfection.

d) Vésiduction

Un quatrieme mécanisme de TH, pouvant impliquer a la fois organismes
procaryotes et eucaryotes, est récemment venu compléter ces 3 mécanismes
historiquement. Ce mécanisme a été nommé vésiduction car il implique des
vésicules extracellulaires (VE) pouvant transporter du matériel génétique et
fusionner avec les membranes d’une cellule étrangere (Figure 12) (Soler et Forterre,
2020). Des VE contenant diverses macromolécules sont générées par tous les
organismes vivants et permettent I'échange et la communication intercellulaire entre

individus de méme espéce ou non.

Douanne et collaborateurs ont montré que les souches résistantes du parasite
Leishmania produisent des vésicules extracellulaires enrichies en régions génomiques
contenant des genes de résistance relachées dans le milieu. Lors de ce travail, les

auteurs ont aussi généré des amplicons circulaires portant des genes de résistance,
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qu’ils ont diffusés dans un milieu contenant des parasites sensibles via des vésicules
extracellulaires. Les genes de résistance se sont propagés chez les parasites sensibles,
ce qui a conduit a I'émergence de sous-populations résistantes aux antibiotiques
(Douanne et al., 2022). Ces résultats confirment que la théorie de la vésiduction,
proposée par Soler et Forterre en 2019, est probablement un mécanisme de THG non

seulement chez les procaryotes mais aussi chez les eucaryotes.

Extracellular environment
(seawater, matrix biofilm...)

Vesiduction

Transformation

Transduction

Transductant

Conjugation

O Donor cell
O Recipient cell

Conjugation

Transconjugant

Figure 12. Les mécanismes de transfert de matériel génétique décrits sont : La vésiduction qui implique le
transport d’un fragment d’ADN wvia des vésicules extracellulaires, la transformation d’une cellule compétente
qui incorpore un fragment d’ADN présent dans son environnement, la transduction qui se déroule par
transport via un vecteur viral, et la conjugaison qui nécessite un contact entre les cellules donneuses et
receveuses et l'intervention d’un pore cellulaire procaryote permettant la communication entre les cytoplasmes.
Figure issue de (Soler et Forterre, 2020).

On peut aussi noter que Atayade et collaborateurs avaient montré que chez

les parasites du genre Leishmania ces vésicules extracellulaires peuvent transporter
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des endovirus (Atayade, 2019). Sur la base de ces observations, Marcilla et
collaborateurs suggerent que les endovirus peuvent faciliter le transfert et I'insertion
de matériel génétique entre cellules proposant un mécanisme appelé
Trans-EVduction. Ces études portent sur des organismes unicellulaires mais ce
processus peut aussi transférer de ' ADN dans des cellules animales ou végétales

(Marcilla, 2022).

e) Autres mécanismes

D’autres hypotheses ont été avancées concernant les différents mécanismes
qui peuvent véhiculer de 'ADN entre différents organismes dont potentiellement
des animaux. On peut notamment citer l'endosymbiose, la digestion et
I'incorporation d’ADN environnemental. Ces hypotheses sont encore discutées bien
que de nombreux éléments soient en faveur de l'existence de ces processus. En effet,
il y a énormément d’études qui montrent 'échange de matériel génétique entre des
endosymbiotes et leurs hotes comme lors de I'endosymbiose a 1'origine de la lignée
Eucaryote (Ponce-Toledo et al., 2019).

De méme pour l'alimentation, 1'un des exemples est le cas des limaces de mer
de l'espece Elysia chlorotica. Plusieurs études ont suggéré que ces limaces peuvent
acquérir des genes impliqués dans la photosynthése provenant du génome de l'algue
Vaucheria litorea dont elles se nourrissent. Cette espece pratiquant la kleptoplastie est
capable de retenir les chloroplastes pendant plusieurs mois dans les cellules de son
tube digestif apres s'étre nourrie de l'algue Vaucheria litorea (Green et al., 2000;
Trench, 1975). Le maintien de cette organelle nécessite la présence de protéines
codées par le génome de l'algue. L'une des théories pour expliquer ce phénomene est
que ces genes sont transférés au génome de la limace. Plusieurs études ont apporté
des éléments soutenant cette hypothese tels que des données biochimiques (Pierce et
al., 1996; Rumpho et al., 2008), PCR (Rumpho et al., 2008) et plus récemment par
I'analyse transcriptomique (Pierce et al., 2012). Cependant, ces hypotheses ont,

ensuite, été réfutées par Bhattacharya et collaborateurs, par 'analyse de génomes de

83


https://www.zotero.org/google-docs/?GNbOO4
https://www.zotero.org/google-docs/?WeYJIX
https://www.zotero.org/google-docs/?WeYJIX
https://www.zotero.org/google-docs/?kAQbkd
https://www.zotero.org/google-docs/?kAQbkd
https://www.zotero.org/google-docs/?R6vef9
https://www.zotero.org/google-docs/?bGU336

E. chlorotica ne permettant pas de mettre en évidence l'intégration des genes en
question (Bhattacharya et al., 2013). Les auteurs de ce travail suggerent que les genes
impliqués dans ce phénomene sont maintenus sous forme de fragments
extra-chromosomiques. En 2014, Schwartz et collaborateurs ont publié dans le
journal le bulletin de biologie les résultats d’'une analyse de FISH réalisée avec des
sondes correspondant a des genes de l'algue V. litorea. Sur les images, on observe une
hybridation des sondes avec des régions chromosomiques mais aussi des régions
extrachromosomiques (Schwartz et al., 2014). L'ensemble de ces résultats confirment
que des genes de V. litorea subsistent dans les cellules intestinales de E. Chlorotica
sous forme de fragments extrachromosomiques, au moins partiellement. Cependant,
les éléments supportant ’hypothese d"une intégration de ces fragments au génome
de la limace E. Chlorotica sont moins évidents.

Les avancées dans le domaine de la génomique environnementale ont montré
que du matériel génétique peut transiter dans le milieu comme Graham et
collaborateurs le suggerent dans leur travail sur les THG codant pour la protéine
antigel chez les poissons (Graham et Davies, 2021). Certes, ce processus n'a pas été
démontré expérimentalement mais en ce qui concerne les especes animales dont les
gametes ou les ceufs sont relargués dans le milieu, l'intégration de matériel

génétique a un stade précoce favoriserait par la suite la transmission héréditaire.

3. Transport nucléaire et intégration au génome

Lorsqu’il est question de THG impliquant des cellules eucaryotes, une autre
étape qui pose question est 'acheminement de matériel génétique jusqu’au noyau de
I'hote (Martin, 2017). La double membrane qui constitue 'enveloppe nucléaire était
classiquement percue comme une barriere stricte mais des études montrent que cette
frontiere peut étre contournée, notamment durant les phases de division cellulaire
(Remaut et al., 2014).

D’autre part, plusieurs mécanismes peuvent permettre a I’ADN étranger de

franchir I'enveloppe nucléaire. Des études montrent qu'une fois dans le cytoplasme,
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I’ADN étranger peut s’associer a des protéines possédant un signal de localisation
nucléaire (i.e. facteurs de transcriptions ou des histones) et ainsi, étre entrainé et
franchir les pores nucléaires (Bai et al., 2017). Aussi, les virus sont connus pour étre
capable d’injecter du matériel génétique dans le noyau cellulaire de leur hote (Lucic
et al., 2021), voire intégrer leur génome dans le cas des rétrovirus (Arnaud et al,,
2008; Whitcomb, 1992).

Une fois dans le noyau, ’ADN étranger peut donc étre incorporé au génome
de I'héte par l'intervention de virus comme mentionné précédemment ou bien grace
a certaines caractéristiques intrinseques. L’intégration peut survenir par
recombinaison homologue en lien ou pas avec les processus de réparation de ’ADN.
Des travaux ont déja montré que lors de la réparation de ’ADN, des insertions non
intentionnelles peuvent survenir (Onozawa et al., 2014). De méme, l'activité des
transposons (Wicker, 2007) peut aboutir a l'insertion d'ADN étranger, ainsi, les
séquences récemment transférées sont souvent bordées de transposons (Parish,
2015). Pour finir, I'insertion peut se faire par recombinaison non-homologue (Milot
et al., 1992).

L’ensemble de ces mécanismes illustre comment des genes peuvent voyager
dans les clades de l'arbre du vivant et impacter I'évolution des especes. Dans la
plupart des cas, il est probable que les THG ne subsistent pas dans les génomes
hotes, en raison de la divergence des mécanismes de transcription et de traduction
avec lespece d’origine. En effet, la plupart des genes transférés ne sont
vraisemblablement pas exprimés par 1'hote et finissent par devenir des pseudogenes.
Dans le cas d'une compatibilit¢é permettant l'expression par l'espece hote, la
probabilité de fixation de ce gene dans la population apparait faible s'il n'apporte pas

d’avantage sélectif, tel que I'adaptation a une nouvelle niche écologique.
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4. THG dans les génomes de nématodes parasites de plantes
A. Les THG impliqués dans la dégradation de la paroi pecto-cellulosique

1. La paroi pecto-cellulosique et les enzymes de dégradation associées

Les premiers cas de THG décrits dans les génomes de NPP correspondaient a
des genes codant pour des enzymes de dégradation de la paroi pecto-cellulosique
entourant et protégeant les cellules végétales. La cellulose est un polysaccharide
formé de chaines de glucose et est produits par les plantes (Sponsler, 1923), les
algues (Soni et al., 2021), les Oomycetes (Wu et al., 2019) et certaines bactéries (Ross
et al, 1991). Cela en fait le composé organique le plus abondant sur terre. La
dégradation de cette macromolécule dépend de différentes enzymes dont des «
cellulases » codées par des genes retrouvés le plus souvent dans les génomes
bactériens (Georgelis et al., 2015) ou fongiques (Glass et al., 2013) mais rarement chez
les animaux (Shin et al.,, 2022). Ces enzymes, capables d’hydrolyser des liaisons
glycosidiques, sont classées en familles de glycosides hydrolases (GH).
Actuellement, l'activité cellulase est retrouvée dans quatorze familles de GH,
classées selon leur similarité de séquence en acides aminés.

Bien que la cellulose soit une source alimentaire majeure pour de nombreuses
especes animales, la plupart des omnivores et des herbivores ne produisent pas
eux-mémes de cellulases et ne sont capables de digérer que partiellement la
cellulose, et cela uniquement grace a des micro-organismes cellulosiques vivant dans
leur microbiome intestinal. Par exemple, chez les ruminants, les voies digestives
comportent des mélanges de bactéries qui dégradent la cellulose dans des conditions
anaérobies (Attwood et al., 1996). Pour pénétrer et se déplacer dans les tissus
végétaux ainsi que pour se nourrir, les NPP doivent dégrader la paroi cellulaire des
plantes. Des 1963, Victor H. Dropkin a mis en évidence pour la premiere fois la
présence d'enzymes ayant une activité cellulase dans les sécrétions de plusieurs

especes de nématodes a kystes (NK) et de nématodes a galles (NG) (Dropkin, 1963).
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2. Identification de geénes codant pour des cellulases acquis par TH dans le

génome d’'un organisme animal
a) Chez les nématodes a kystes

Presque quarante ans plus tard, Smant et collaborateurs ont démontré que la
synthese des enzymes décrites par V. Dropkin chez les NK, se déroulait dans le
cytoplasme des glandes oesophagiennes durant le stade larvaire ]2 (larves
infestantes). Le produit des genes exprimés dans ces glandes est ensuite sécrété par
les nématodes dans les plantes via leur stylet. Les auteurs ont aussi montré que les
cellulases synthétisées par les NK appartenaient a la famille GH5 retrouvées
généralement chez les bactéries.

Pour cela, les auteurs ont isolé des protéines ayant une activité cellulase a
partir de sécrétion des glandes oesophagiennes de deux especes de NK : Globodera
rostochiensis et Heterodera glycines. Les auteurs ont ensuite séquencé ces protéines et
les séquences obtenues ont été utilisées pour concevoir des amorces dégénérées
permettant d’amplifier des ADN complémentaires (ADNc) aux ARNm des
cellulases. Chez chaque espece de NK, deux types d’ADNc ont été identifiés
correspondant a deux types de protéines de la famille GH5 : un premier comportant
un domaine catalytique ainsi qu'un site de liaison a la cellulose, et un second qui
possede uniquement un domaine catalytique.

La présence d’introns et de queues poly-A indiquent une signature eucaryote
pour les genes correspondant a ces ADNc. De plus, les analyses d"hybridation in situ
montrent une expression localisée dans le cytoplasme des cellules oesophagiennes
au stade J2 et chez les males adultes. Or, jusqu’a présent, aucune étude n’a révélé la
présence d’organismes endosymbiotiques eucaryotes au niveau des glandes
oesophagiennes subventrales des NPP.

Si ces éléments indiquent que les GH5 appartiennent au génome des NK, les
seules séquences homologues identifiées appartiennent a des organismes bactériens

dont la bactérie Erwinia chrysanthemi (i.e. Dickeya chrysanthemi). Sur la base de ces
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observations, les auteurs ont formulé l'hypothése que ces genes proviennent

d’organismes procaryotes et qu’ils ont été acquis par THG (Smant et al., 1998).

b) ...puis, chez les nématodes a galles

Dans un méme temps, une étude portant principalement sur le nématode a
galles M. incognita, Rosso et collaborateurs ont montré que les NG synthétisent aussi
des enzymes de type GH5 dans le cytoplasme des glandes oesophagiennes au cours
du stade de développement J2 et adulte chez le male mais aussi la femelle (Rosso et
al., 1999). Dans ce travail, les auteurs ont utilisé les régions conservées des séquences
correspondant a des cellulases disponibles dans les librairies de séquences pour
concevoir des amorces spécifiques aux genes codant pour ces enzymes. Les amorces
ainsi obtenues ont fourni différents fragments d’ADNc suggérant la présence de
multiples copies de génes qui codent pour des cellulases dans le génome de M.
incognita. Les ADNCc isolés chez cette espece codent des protéines qui comportent un
domaine catalytique et un site de liaison a la cellulose comme 1'un des deux ADNc
isolés chez les NK.

En revanche, chez les NG, I'expression semble différente au niveau temporel
(i.e. stade de développement adulte chez la femelle) mais aussi spatial. En effet,
Rosso et collaborateurs ont détecté une activité cellulase au niveau des masses
d'ceufs. Ce qui suggere également une expression au niveau des glandes
postérieures. L’hypothese est que ces enzymes seraient impliquées dans le processus
de ponte chez M. incognita (Rosso et al., 1999). Les recherches de similarité menées
dans le cadre de cette étude, indiquent une homologie avec les protéines
bactériennes dont Erwinia chrysanthemi mais ces résultats ne sont pas discutés par les
auteurs. Dans la continuité de ces travaux, Béra-Maillet et collaborateurs ont réalisé
une caractérisation biochimique plus complete des GH5 de M. incognita montrant
que les protéines synthétisées par les NPP présentent les mémes activités
biochimiques que les cellulases présentes chez les micro-organismes (Béra-Maillet et

al., 2000).
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¢) Indices d'une acquisition par THG

Chez les NG et les NK, les recherches d’homologie a partir des domaines
catalytiques des cellulases indiquent que ces protéines appartiennent a la famille des
GH5, une famille habituellement présente chez les bactéries. La classification des
cellulases identifiées dans les génomes de NPP dans la méme famille que les
cellulases bactériennes suggere que les genes codant pour ces protéines ont évolué a
partir d’'une méme séquence ancestrale, car il est peu probable que ces similarités de
séquence soient le fruit d'une évolution convergente (Henrissat et Bairoch, 1993).

La premiere hypothese qui pourrait expliquer ces observations est la présence
d'un géne codant pour une cellulase dans le génome d'un ancétre commun aux
nématodes et aux bactéries, autrement dit chez le dernier ancétre commun de
I'ensemble du vivant. Cependant, l'absence de ces genes dans la majorité des
génomes des autres nématodes et animaux, des plantes, ou des champignons aurait
nécessité des pertes de genes multiples et massives et constitue une hypothese peu
probable. L’hypotheése alternative est que ces genes ont été acquis par THG depuis

les génomes bactériens dans le génome d’'un ancétre commun aux NPP.

3. Autres THG impliqués dans la dégradation de la paroi
pecto-cellulosique

a) Identification et caractérisation individuelle

D’autres fonctions enzymatiques impliquées dans la dégradation de la paroi
pecto-cellulosique semblent aussi étre codées par des genes acquis par THG dans les
génomes de NPP. Ces enzymes ont été identifiées principalement chez des especes
de NPP endoparasites sédentaires.

La caractérisation fonctionnelle et l'analyse biochimique de ces protéines
indiquent qu’elles possedent des activités xylanases (famille GH30) (Dautova et al.,
2001; Mitreva-Dautova et al., 2006), polygalacturonases (famille GH28) (Jaubert et al.,
2002), pectate lyases (famille PL3) (Doyle et Lambert, 2002; Popeijus et al., 2000) ou

sont des protéines de type expansines n‘ayant pas d’activité catalytique mais aidant a
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la dégradation ou au remodelage de la paroi cellulaire (Kudla et al., 2007; Qin et al.,
2004). D’autres enzymes codées par des genes acquis par THG semblent présenter
une potentielle activité arabinogalactane (famille GH53) et arabinanase (famille
GH43) bien que ces dernieres n'aient pas encore été caractérisées biochimiquement.
Ces enzymes permettent aux NPP de dégrader les chaines carbonées des glucides
composant les tissus végétaux. Les expansines, en revanche, agissent sur les liaisons
non covalentes de la paroi cellulaire végétale rendant les composants plus
accessibles aux enzymes de dégradation des sucres.

Ces études indépendantes indiquent que, comme chez les champignons et les
bactéries pathogenes de plantes, la dégradation de la paroi cellulaire des plantes par

les NPP repose sur l'action synergique d"un cocktail d’enzymes et d'autres protéines.

b) L’analyse des génomes complets de NPP révele I'étendue des
THG chez les NPP

Le premier génome d’un animal parasite de plantes publié était celui du
nématode a galles M. incognita par Abad et collaborateurs en 2008. Bien que ce
premier génome fit relativement fragmenté et partiellement incomplet, il permit de
retrouver l'ensemble des THG précédemment décrits individuellement mais
également de réaliser que nombre de ces genes avaient subi des duplications apres
leur acquisition (Abad et al., 2008).

En concordance avec les études précédentes, les auteurs ont retrouvé des
cellulases (familles GH5), des xylanases (familles GH30), des polygalacturonases
(familles GH28), des pectate lyases (famille PL3) et des expansines. L’annotation
manuelle des protéines prédites dans ce génome de M. incognita a permis de
retrouver les différentes copies de ces genes pour un total d’une soixantaine de genes
(Abad et al., 2008).

Le travail de Abad et collaborateurs a aussi permis de découvrir, pour la
premiere fois dans le génome d’un animal, des genes codant pour de possibles

arabinanases (famille GH43) et deux possibles invertases (famille GH32). Les

90


https://www.zotero.org/google-docs/?yHcqmx
https://www.zotero.org/google-docs/?yHcqmx
https://www.zotero.org/google-docs/?cUh1Uf
https://www.zotero.org/google-docs/?4YrZsQ

arabinanases sont susceptibles d’étre impliquées dans la dégradation de la paroi
pecto-cellulosique. En revanche, les invertases ne semblent pas impliqué dans les
processus de dégradation de la paroi des plantes mais plutdt au processus de
nutrition du nématode. En effet, I'activité invertase consiste en la dégradation du
saccharose (sucre circulant dans les plantes) en glucose et fructose, qui sont des
sucres utilisables directement par les animaux.

A T'exception de quelques genes individuellement caractérisés chez certains
insectes (Dong Wei et al., 2006), l'acquisition par THG d’un tel arsenal enzymatique
n‘avait encore jamais été décrite dans le génome d’un animal. Suite a I'identification
de ces nombreuses fonctions, des études concernant leur histoire évolutive ont été

menées pour mieux comprendre leur origine.

4. Reconstruction de I'histoire évolutive de ces genes

a) Confirmation de l'acquisition horizontale de genes bactériens

ou fongiques

Sur la base de ces observations, Danchin et collaborateurs ont réalisé une
analyse phylogénétique systématique des genes codant des enzymes actives sur les
sucres possiblement acquis par THG et codant pour des fonctions biologiques li€es
au parasitisme des plantes. Dans cette étude, les protéines de nématodes sont
systématiquement regroupées avec des protéines d'organismes bactériens ou
fongiques. Ces résultats confirment que plusieurs événements de THG
indépendants, provenant de différentes sources bactériennes ou fongiques,
constituent 1'hypothese la plus probable pour expliquer la présence de ces genes
dans les génomes des nématodes phytoparasites (Danchin, 2010).

Le travail de Danchin et collaborateurs a aussi montré qu'apres acquisition via
THG, certains des genes présentent des duplications massives ce qui suggere que les
individus possédant plusieurs copies de ces génes présentaient un avantage sélectif.
Les analyses de préférence d’utilisation des codons et de composition en nucléotides

G et C de ces genes acquis par THG, ne montre pas de différence par rapport au
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reste des genes du génome des nématodes a galles, ce qui suggere une acquisition
ancienne (Danchin, 2010). De maniere concordante, I'analyse de ces séquences a
permis de mettre en évidence plusieurs éléments indiquant la domestication de ces
genes par les génomes des NPP tels que la présence d’introns. Danchin et
collaborateurs soulignent que 1'ensemble de leurs analyses montrent que ces genes
acquis par transferts horizontaux semblent avoir joué un role important dans
'acquisition de fonctions biologiques essentielles a ce mode de vie parasitaire.
Etonnamment, les mémes processus évolutifs sont retrouvés chez d'autres
especes animales parasites de plantes, telle que l'insecte Phaedon cochleariae. Ce
coléoptere possede des polygalacturonases (PG) lui permettant de digérer la pectine
composant les tissus végétaux. Kirsch et collaborateurs ont montré que ces enzymes
acquises par THG proviennent de champignons, et qu’elles jouent un role essentiel
dans les fonctions parasitaires. Les auteurs ont généré, grace a la technologie
Crispr/Cas9, des mutants triple et quadruple-KO pour les genes PG. L’analyse du
phénotype de ces mutants montre une diminution des fonctions biologiques de
dégradation de la pectine pour les mutants triple-KO et une perte quasi-totale de
cette fonction biologique pour le mutant quadruple-KO. Ces résultats signifient que
I'ensemble des fonctions biologiques de dégradation de la pectine chez l'espece
Phaedon cochleariae reposent exclusivement sur l'activité biologique de genes acquis
par THG dans le génome de cet organisme et écartent '’hypothése d’un soutien
apporté par des micro-organismes symbiotiques. Ainsi, Kirsch et collaborateurs ont
mis en évidence la contribution des genes acquis par TH a la digestion de la pectine

et donc dans les fonctions parasitaires chez cette espece (Kirsch et al., 2022).

b) Multiples événements de THG chez les NPP

La plupart des THG sont retrouvés chez plusieurs especes parasites de
plantes ce qui suggere une acquisition ancestrale. Cependant, une méme fonction

peut avoir été acquise indépendamment par THG chez différentes especes. L'un des
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exemples illustrant ce phénomene est le cas des cellulases qui semblent avoir été
acquises indépendamment a de multiples reprises dans les clades 2, 10 et 12. Le cas
du clade 12 a été décrit en détails précédemment pour M. incognita, et nous nous

bornerons ici a un bref comparatif avec les clades 10 puis 2.

(1) Chez les NPP de la famille Aphelenchoididae (clade 10)

Chez les nématodes a kystes et chez les nématodes a galles (clade 12, Figure
7), la dégradation de la cellulose est due a des cellulases de la famille GHS5.
Cependant, chez le nématode parasite du pin, Bursaphelenchus xylophilus (clade 10b,
Figure 7), des glycosides hydrolases présentant une activité cellulase ont été
identifiées également mais celles-ci appartiennent a la famille GH45, évolutivement
et structurellement distinctes des GH5. Les GH45 sont majoritairement retrouvées
dans les génomes de champignons ce qui suggere une acquisition par THG d’origine
fongique (Figure 13).
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Figure 13. Arbre phylogénétique des cellulases de la famille GH45 présentes dans le génome de Bursaphelenchus
xylophilus incluant les protéines homologues fongiques, bactériennes et animales.
Figure modifiée issue de (Kikuchi et al., 2004)

Le nématode B. xylophilus est une espece phytoparasite facultative qui se
nourrit aussi de champignons (Kikuchi et al., 2004). L’acquisition de cette fonction
pourrait étre liée aux processus nutritifs de cette espece. Une autre étude plus large a
mis en évidence spécifiquement la présence de genes codant des GH45 dans les
génomes de différents nématodes de la famille des Aphelenchoididae (clade 10b,
Figure 7) (Palomares-Rius et al., 2014). Jusqu’alors les cellulases de la famille GH5 et
GH45 étaient considérées comme mutuellement exclusives chez les NPP car aucune
espece ne semblait posséder des cellulases des deux familles. Or, récemment, Lai et
collaborateurs indiquent la présence a la fois de genes codant des GH5 et des GH45
dans les génomes de certaines especes de nématodes appartenant au genre

Aphelenchoides (Lai et al., 2022).

(2) Chez les NPP de la famille Longidoridae (clade 2)

En 2017, Danchin et collaborateurs ont produit des transcriptomes de
référence pour deux especes de NPP, Xiphinema index et Longidorus elongatus,
appartenant au clade 2 selon la classification de Van Megen et collaborateurs (Figure
7). L’analyse de ces transcriptomes a révélé plusieurs dizaines de genes acquis par
THG validés par phylogénie (Figure 14). La caractérisation fonctionnelle et
biochimique de ces THG a montré que, chez les NPP du clade 12, les enzymes
présentant une activité cellulase provenant d’enzymes appartiennent a la famille
GH12 retrouvées généralement chez les archées, Bactéries et Champignons, mais pas

chez les Métazoaires (Danchin et al., 2017).
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Figure 14. Arbre phylogénétique des cellulases GH12 de Xiphinema index et Longidorus elongatus incluant les
protéines homologues bactériennes. Figure modifiée issue de (Danchin et al., 2017)

L’ensemble de ces découvertes indiquent que plusieurs événements de THG
ont ponctué l'histoire évolutive des nématodes et que ces événements sont
étroitement liés aux multiples émergences du parasitisme (Haegeman et al., 2011).

L’acquisition horizontale de genes bactériens ou fongiques semble étre une
alternative évolutive plus directe que I'héritage vertical associé a des mutations pour
'acquisition de fonctions liées a la dégradation de la paroi cellulaire des plantes chez
les animaux. Comme vu précédemment, les hypotheses d’un héritage vertical suivi
de perte massive ou l'évolution convergente (par néofonctionnalisation ou
émergence de novo) de séquences similaires a celles trouvées chez les bactéries ou les
champignons semblent moins probable quun THG.

De nombreux genes impliqués dans la dégradation de la paroi des plantes ont
été identifiés comme provenant de THG. Mais d’autres fonctions biologiques
susceptibles d’étre impliquées dans le parasitisme semblent aussi avoir été acquises

par cette voie.
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B. THG impliqués dans les processus de nutrition

Comme on l'a vu précédemment, certains genes acquis par THG ont des
fonctions relatives aux processus nutritifs. Des THG codant pour des invertases de la
famille GH32 identifiés pour la premiere fois chez M. incognita (Abad et al., 2008)
sont retrouvés également chez P. penetrans (Haegeman et al., 2011) et G. pallida
(Danchin et al., 2016). Les invertases sont connues pour catalyser la conversion du
saccharose en glucose et en fructose. Or, le saccharose n'est pas un composant des
tissus végétaux mais le sucre-carburant circulant dans les plantes. Cette fonction
biologique n’est donc pas liée a la dégradation de la paroi des plantes mais plutdt au
processus de nutrition du nématode. Dans une étude portant sur le génome de G.
pallida, Danchin et collaborateurs ont montré que les GH32 sont exprimées au stade
adulte durant le processus d’alimentation au niveau du systeme digestif de 'animal,
ce qui suppose une implication de ces enzymes dans les processus alimentaires des
NPP (Danchin et al., 2016). De plus, ces mémes analyses ont permis de confirmer que
ces protéines de la famille GH32 possédaient bien l'activité invertase.

Les autres THG décrits comme impliqués dans des processus nutritifs sont
majoritairement impliqués dans la synthése de plusieurs vitamines B (B1, B5, B6, B7).
Graig et collaborateurs ont réalisé un criblage large échelle du génome de référence
du nématode Heterodera glycines. Cette analyse a révélé la présence de genes
impliqués dans la voie métabolique de la biosynthese de novo de la forme active de la
vitamine B6. Cette vitamine interagissant avec ’'oxygene est un cofacteur de plus de
140 enzymes différentes (Craig et al., 2008). Les génes en question sont homologues a
des séquences bactériennes, cependant leur analyse a révélé qu’ils contiennent des
introns et que leurs transcrits sont polyadénylés. Ces observations indiquent que ces
genes ont été domestiqués par un génome eucaryote.

Certains THG impliqués dans les processus nutritifs sont spécifiques a
certains clades. Par exemple, les THG relatifs a la biosynthese de la vitamine B6

semblent spécifiques au clade des NK alors que d’autres geénes acquis
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horizontalement sont retrouvés plus largement chez les Tylenchida, tels que les THG

impliqués dans la biosynthese de la vitamine B7.

C. Autres THG et impliqués dans le parasitisme

La premiere analyse du génome de M. incognita avait aussi révélé la présence
de chorismates mutases sans que 1'origine de ces genes soit précisée (Abad et al.,
2008). Des chorismate mutases avaient précédemment été décrites chez le nématode
a galles M. javanica (Lambert et al., 1999) et le nématode a kystes G. pallida (Jones et
al., 2003) et leur plus forte similarité avec des enzymes bactériennes suggérait une
acquisition via THG (Haegeman et al., 2011). La chorismate mutase est une enzyme
clé dans la biosynthese des acides aminés aromatiques et des produits apparentés,
pouvant agir sur le processus de lignification ou les réponses de défense de la plante
dépendant de la tyrosine. Des expériences menées chez le nématode a kyste H.
schachtii ont montré que l'enzyme du nématode était capable de complémenter
l'activité chez une bactérie E. coli déficiente pour le géne codant la chorismate mutase
(Vanholme et al., 2009). Des THG codant pour cette fonction biologique sont
également retrouvés chez Pratylenchus penetrans appartenant aussi au clade des
Tylenchina. Opperman et collaborateurs rapportent aussi la présence de possibles
cyanates lyases provenant de THG chez M. hapla (Opperman et al., 2008) et leur
présence a également été indiquée chez M. incognita (Haegeman et al., 2011). Cette
enzyme, catalyse le métabolisme du cyanate aboutissant a la formation d'ammoniac,
et est généralement retrouvée chez les plantes, les bactéries et les champignons.
L’activité biochimique reste cependant a confirmer chez les NPP. La possible cyanate
lyase semble rare chez les NPP, bien que des études rapportent la présence de cette
enzyme chez les nématodes parasites d’animaux du clade I (Zarlenga et al., 2022)

mais aussi chez certains arthropodes parasites de plantes (Wybouw et al., 2014).
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Comme nous venons de le voir, les nématodes parasites de plantes ont acquis
plusieurs genes par THG qui ont probablement joué des roles importants dans
I'’évolution vers ce mode de vie parasitaire. En outre, de nombreux genes codant
pour des protéines prédites ont été identifiés comme issus de THG dans les génomes
de NPP mais leurs fonctions biologiques n’ont pas encore pu étre définies (Abad et
al., 2008; Danchin et al.,, 2017; Grynberg et al., 2020; Paganini et al., 2012). Sans
information sur la fonction de ces genes et 1'éventuel processus biologique dans
lequel ils pourraient étre impliqués, il est difficile de déterminer s’ils jouent un role
dans le parasitisme des plantes. Cependant, la fixation de ces génes bactériens ou
fongiques dans différents clades de nématodes phytoparasites suggere qu’ils ont été
sélectionnés au cours de l'évolution possiblement en raison d'un avantage sélectif

associé a leur présence (Elling et al., 2009; Wasmuth et al., 2008).
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Tableau 1 Synthese de la présence (Y) / absence (N) des THG décrits dans la littérature dans des génomes de NPP

pour les génomes de Globodera rostochiensis (G. ros) et Meloidogyne incognita (M. inc). Les fonctions biologiques qui

n’ont pas été caractérisées biochimiquement sont indiquées par la mention 'Candidate’.

Bio. Process  |Fonction Mol. Famille de genes G. ros | M. inc Réf.
CWD Cellulose GHS5 2 Cellulases Y Y (Béra-Maillet et al., 2000; Danchin et
K - al., 2010; Ledger et al., 2006; Rosso
degradation etal, 1999%; Smant et al., 1998)
Pectin decorations |GH28 Polygalacturonase Y [ (Penchinetal, gg;;” Jaubert etal,
degradation -
GH43 candidate Arabinanase N Y (Danchin et al,, 2010)
Pectin degradation |PL3 Pecate Lyase Y Y (Danchin et al, 2010; Doyle et
Lambert, 2002; Kudla et al., 2007;
Popeijus et al., 2000)
Pectinose / GHS53 candidate Y N (Vanholme et al., 2009)
arabinogalactan Arabinogalactan
degradation endo-1,4-beta-galactosidase
Softening of Expansin-like proteins Y Y (Abad et al,, 2008; Danchin et al,
2010; Kudla et al., 2007; Qin et al.,
non-covalent bonds 2004)
Xylan degradation |GH30 xylanase N Y [ (Bakkeretal, 2001; Danchinetal,
2010; Mitreva-Dautova et al., 2006)
Detoxification |Unknown Candidate Cyanate Lyases Y Y | (Oppermanet Ia"'zgfg)&' Wybouw et
al.,
Feeding site Candidate NodL - like Y Y (McCarter et alz"o 32‘))3? Scholl etal,
induction acetyltransferase
Nutrient Degradation of GH32 invertase Y Y (Abad etal,, 2008; Cotton et al,
A 2014; Danchin et al., 2016)
processing sucrose
Nitrogen Candidate GSI Glutamine Y Y (Paganini et a1‘2'020031)2? Scholl etal,
assimilation Synthase
Unknown Candidate PolS Polyglutamate Y N (Veronico etal, 2001)
Synthase
Vitamin B1 VBI1 tenA Y N
biosynthesis VBI thi4 Y N
VB1 thiD Y N
VB thiE Y N
VB1 thiM Y N (Craig et al., 2008)
thi
Vitamin B5 VB5 panC Y Y
biosynthesis
Vitamin B6 VB6 SOR-SNZ Y N
biosynthesis VB6 SNO N N
Plant defense Conversion of Candidate Isochorismatase Y Y (Bauters et al,, 2014)
manipulation Chorismate into SA Chorismate Mutase Y N (Jones et al., 2003; Lambert et al,
1999; Vanholme et al., 2009)
Plant defense  [Chitin degradation |GH18 chitinase Y N (Gaoetal, 2002)
manipulation
Unknown Unknown Candidate L-threonine aldolase Y (Paganini et "‘1;020031)2? Scholl etal.,
Candidate PhOSphOI‘ybOSyl N Y (Paganini et al., 2012; Scholl et al.,

transferase

2003)
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D. L’origine de ces THG dans les génomes de NPP

Parmi tous les possibles mécanismes de transfert introduits dans les chapitres
précédents, ceux ayant eu lieu chez les NPP restent inconnus a ce jour, bien que 1'on
suppose qu’'un contact étroit avec des micro-organismes donneurs a été nécessaire,
cela pouvant inclure des interactions symbiotiques, pathogenes ou trophiques.

Les types d’interactions nématode - micro-organisme pouvant aboutir a un
transfert de gene sont les relations endosymbiotiques ou parasitaires. Quelques
travaux mentionnent l'existence de bactéries endosymbiotiques chez les NPP telles
que Wolbachia ou Cardinium qui sont parmi les endosymbiotes ou endoparasites les
plus répandus chez les nématodes (Brown et al., 2018; Weyandt et al., 2022).
Cependant aucun cas de transfert de gene de ces endosymbiotes vers les génomes
des NPP n’a été rapporté jusqu'ici. Notons qu’'a part chez le NPP du Clade 2
Xiphinema americanum, 'existence méme d’ensosymbiontes chez les autres NPP reste
a démontrer (Palomares-Rius et al., 2014).

En revanche, l'analyse des protéines homologues aux THG identifiés chez les
NPP suggere que ces genes proviendraient de micro-organismes telluriques
parasites ou symbiotes de plantes. Certains micro-organismes vivant dans le sol ou
la rhizosphere interagissent avec les plantes (Kundu et al., 2022) et possédent un
répertoire de genes tres varié dont certains sont susceptibles d’étre utiles a un mode
de vie parasitaire (Fierer, 2017; Parks et al., 2017; Torsvik et Ovreds, 2002). Les
organismes pathogenes aussi bien que symbiotiques ont développé des fonctions
biologiques impliquées dans le contournement des défenses de la plante ou le
métabolisme des produits végétaux. Ces organismes présentent un large panel de
genes codant pour des protéines impliquées dans des fonctions biologiques qui ont
pu contribuer a I'adaptation des nématodes a un mode de vie parasitaire.

Les résultats des différentes études réalisées jusqu'a aujourd'hui soutiennent
cette hypothese. Par exemple, les genes codant pour des glycoside hydrolases de la

famille 32 présentant une activité invertase chez les NPP sont homologues a ceux
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présents chez les bactéries du genre Rhizobacteria, qui sont des bactéries
symbiotiques de légumineuses et fixatrices d’azote (Danchin et al., 2016, Haegeman
et al., 2011). Cependant, I'ensemble des analyses portant sur les THG chez les NPP
réalisés jusqu'a aujourdhui utilisait des librairies de séquences de références
généralistes constituées principalement de données provenant de micro-organismes
cultivés en laboratoire. Cela a donc probablement limité la possibilité d’identifier des
homologues des THG chez les micro-organismes du sol car beaucoup d’entre eux ne
sont soit pas cultivables en laboratoire soit completement inconnus a ce jour. L'essor
de la métagénomique a depuis démontré que ce type de librairies de séquences
généralistes n'‘est pas du tout représentatif de la diversité génétique des

communautés microbiennes environnementales (Parks et al., 2017).
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5. Objectifs

Comme nous l'avons vu, les especes parasites de plantes constituent un
groupe polyphylétique au sein des nématodes. Ce mode de vie parasitaire a donc
vraisemblablement évolué indépendamment a de multiples reprises. Par ailleurs, les
analyses génomiques ont révélé la présence de genes fongiques et bactériens acquis
par transferts horizontaux chez I'ensemble des especes parasites de plantes étudiées.
La caractérisation fonctionnelle et biochimique des protéines codées par ces genes
indiquent que certains d’entre eux sont impliqués dans des fonctions essentielles a ce
mode de vie parasitaire. Ainsi, les THG ont probablement joué un role important

dans les multiples émergences du parasitisme des plantes chez les nématodes.

I est supposé que ces genes proviennent de micro-organismes telluriques qui
étaient présents dans l'environnement naturel de ces nématodes. Jusqu'a présent, les
analyses de THG ont été réalisées avec des librairies de séquences généralistes. Or,
les études métagénomiques ont montré que ces ressources ne sont pas
représentatives de la diversité génétique des environnements naturels. Les
ressources produites avec ces approches métagénomiques offrent 1'opportunité de
constituer une librairie de séquences de références plus représentative du pool de

genes présent dans 'environnement dans lequel évoluent ces parasites.

D’autre part, la majorité des études portant sur les genes acquis par TH chez
les nématodes parasites de plantes sont centrées sur une espeéce ou un genre de
nématodes parasites de plantes; ou bien portent sur un ensemble de nématodes mais
se restreignent a certaines familles de genes. Ainsi, plusieurs questions restent en

suspens concernant 1’origine et 1’histoire évolutive de ces genes.
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Au cours de cette these, 1’objectif était d’évaluer 'étendue des genes acquis par
THG chez les NPP et de préciser 'origine et I'histoire évolutive de ces genes. Pour
cela, jai réalisé une étude a large échelle de THG sur les génomes de différentes
especes du clade Tylenchina en utilisant une librairie de référence intégrant des
données métagénomiques de sol.

Le premier objectif était de constituer une librairie protéique représentative de
la diversité des micro-organismes telluriques en intégrant les protéines provenant de
plus de 6 800 métagénomes de sol et leurs métadonnées associées. Les
micro-organismes eucaryotes étant souvent mal représentés dans les données
métagénomiques, l'un des défis était d’améliorer la prédiction des protéines
provenant de ce type de micro-organismes. Pour cela, jai développé une méthode
bioinformatique permettant de détecter les contigs eucaryotes puis de prédire les
genes a partir de données métagénomiques de sol. J'ai ensuite utilisé une méthode
de dernier ancétre commun basée sur des résultats de recherche d’homologie afin
d'assigner une annotation taxonomique a ces genes. Enfin jai combiné ces données
avec celles d’autres ressources métagénomiques et la banque de données nr du NCBI
afin de générer une librairie de séquence la plus riche possible et améliorant la
représentation de la diversité de genes présents dans les sols.

Mon second objectif était d’utiliser cette ressource pour évaluer de maniere la
plus exhaustive possible, la contribution des événements de transferts horizontaux a
la composition du génome des NPP. Afin d’obtenir une vision intégrative du
phénomene de THG chez les NPP, jai décidé d'inclure plus d'une quinzaine
d’especes de NPP couvrant une diversité de modes de parasitisme, dont sédentaires,
migrateurs, endoparasites ou semi-endoparasites. L'inclusion d'une telle diversité de
NPP devrait également permettre de déterminer quels événements de THG semblent
ancestraux a différentes especes par rapport aux événements spécifiques a un genre
ou une espece. J'ai ainsi comparé 'ensemble des protéines prédites chez ces NPP a la

librairie de séquences enrichie en données métagénomiques des sols puis utilisé des
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méthodes phylogénétiques afin de détecter de maniere la plus robuste possible les
événement de THG.

Une fois un inventaire exhaustif et robuste des THG chez les PPN déterminé,
mon troisieme objectif a été d’étudier leurs possibles fonctions afin d’évaluer I'impact
des THG sur la biologie des NPP. Cela m’a permis d'une part de confronter les
résultats de cette étude a la littérature mais aussi d’évaluer le potentiel de découverte
de nouvelles fonctions qui pourraient avoir été acquises par cette voie, je me suis
ainsi intéressée aux domaines fonctionnels présents dans les protéines codées par ces
genes.

Le dernier objectif concernant cette partie du projet était de déterminer si les
données de métagénomiques de sols nous permettaient d’en apprendre plus quant a
'identité des donneurs et si la fouille de ces données avait permis de révéler des cas
qui auraient été impossibles a détecter en I'absence de données métagénomiques des
sols.

Enfin, un objectif plus appliqué durant la phase d’exploitation des données
métagénomiques a été d’extraire des informations concernant la distribution des
champignons mycorhyziens a arbuscules afin d’alimenter les bases de données de la

société mycophyto.
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Chapitre I
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Chapitre 1: Amelioration de la
representation des
micro-organismes eucaryotes dans

les métagenomes de sols

1. Contexte

Depuis le développement des approches métagénomiques, le nombre
d’analyses de ce type ne cesse de se multiplier, et les données générées dans le cadre
de ces études sont généralement mises a disposition sur des serveurs publics. L'une
des plus grandes ressources métagénomiques publiques est la base de données
IMG/M du Joint Genome Institute (JGI). Cette ressource comporte des échantillons
provenant de tous types de microbiomes et issus de prélevements a travers le monde
entier, bien qu'une grande proportion de ces données proviennent des USA (Figure
15). Pour obtenir une représentation plus exhaustive de la biodiversité du sol, nous
avons intégré l'ensemble des jeux de données métagénomiques provenant du
séquengage d'échantillons de terre ou de rhizosphere qui étaient disponibles

publiquement au début de cette étude sur les serveurs du JGIL.
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Fiqure 15 Carte des zones d'échantillonnage des données métagénomiques terrestres disponibles sur le site
IMG/M du |GI en janvier 2021.

Les serveurs publics du JGI ou d’autres laboratoires proposent le stockage des
données brutes mais ils mettent aussi a disposition les résultats d’analyses issues des
pipelines dédiés au traitement de ces données brutes. Ces pipelines integrent
généralement les étapes d’assemblage des lectures, de prédiction des genes, ainsi que
les annotations fonctionnelles et taxonomiques. Ces grandes étapes sont communes
aux pipelines, cependant les outils utilisés d'un serveur a l'autre mais aussi selon les
versions d'un méme pipeline peuvent étre assez différents (Figure 16 A). De méme,
les protocoles d’extraction de ’ADN peuvent varier d’un laboratoire a l'autre. Et
enfin, méme si la majorité des données proviennent de séquencgage a lectures
courtes, la technologie de séquencage choisie peut impacter la qualité des données
(Figure 16 B). Afin de constituer une librairie de protéines du sol de référence, j’ai dii
au préalable réaliser plusieurs analyses pour controler la qualité et la fiabilité des
protéines prédites, mais aussi leurs affectations taxonomiques fournies par le
pipeline du JGI.

L'un des points critiques concernant la qualité globale des données
pré-analysées disponible sur le JGI était la représentation des micro-organismes

eucaryotes. En effet, la majorité des études métagénomiques se concentre sur les
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procaryotes et en particulier les bactéries qui constituent la plus importante part des
communautés microbiennes si on considere le nombre d’individus. Cependant, en
termes de biomasse, les micro-organismes eucaryotes constituent une part presque
aussi importante que les organismes procaryotes (Fierer, 2017). La composition et la
diversité des micro-organismes eucaryotes dans le sol devraient étre plus élevées et
différentes de celles des autres écosystemes, mais sont encore mal connues
(Grossmann 2016, Mahé 2017). De plus, ces micro-organismes présentent une large
diversité et jouent des rdles clés dans les écosystemes.

Des études récentes estiment que leur diversité sur terre est « quasi
impondérable » en dénombrant des centaines de milliers de groupes taxonomiques
dans la zone euphotique de l'océan. Affichant différents modes de vie, ces
micro-organismes eucaryotes participent pleinement aux chaines trophiques et
contribuent aux cycles du carbone (Jardillier et al., 2010) et de l'azote (Woehle et al.,
2018). Ils interagissent autant avec les autres membres des communautés
microbiennes (Scheu et al., 2005) qu’avec les organismes multicellulaires végétaux
(Bonfante et Genre, 2008) et animaux (Mohammad Rahimi et al., 2022). Malgré cela,
ces micro-organismes sont négligés par les procédures d’analyse métagénomique

automatisées, aboutissant a leur sous-représentation (West et al., 2017).
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Figure 16 Métadonnées, associées aux métagénomes terrestres et rhizosphere provenant du JGI, indiquant les

(A) Méthodes dassemblages et les (B) Méthodes de séquencage appliquées aux échantillons.
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La sous-représentation des organismes eucaryotes dans les données
métagénomiques est due a une combinaison de plusieurs facteurs tels que de faibles
densités de populations dans les échantillons de sol, induisant une moindre
représentation dans les librairies de séquences de référence a laquelle il faut ajouter
l'utilisation d’outils inadaptés pour le traitement de ce type de données. Par
exemple, la prédiction des genes réalisée par les procédures automatiques telles que
proposées par le JGI utilise uniquement 1’outil bio-informatique Prodigal (Hyatt et
al., 2010), qui est un outil qui a été spécifiquement dédié a la prédiction de genes
procaryotes. Or, les structures génomiques sont tres différentes entre ces organismes
procaryotes et eucaryotes plus complexes. Méme si la longueur moyenne des
protéines est assez proche (e.i. bacteria : 270 aa, archaea : 242 aa et eucaryotique :
353) (ref. nevers), les genes eucaryotes sont en général beaucoup plus longs en raison
de la présence d’introns et des processus d’épissage (Figure 17). Ainsi, l'identification
de genes codant pour les protéines d’organismes eucaryotes est plus difficile, et les

outils tels que Prodigal ne sont pas adaptés.
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Figure 17 Schémas de la structure des genes (A) procaryotes et (B) eucaryotes.
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Cependant, ces micro-organismes sont particulierement importants dans le
cadre de nos recherches car, comme nous l'avons vu précédemment, certains genes
acquis par TH chez les NPP proviennent de micro-organismes eucaryotes, comme
par exemple les genes codant pour des cellulases de la famille GH45 chez B.
xylophilus. Nous pouvons préciser qu'il s’agit aussi des micro-organismes du sol par
lesquels Mycophyto est particulierement intéressée car actuellement les
bio-stimulants proposés par cette société sont composés de Champignons
Mycorhiziens a Arbuscules (CMA). Il était donc crucial pour nous d'obtenir une
représentation optimale des micro-organismes eucaryotes telluriques dans notre
base de données.

Pour remédier a cet écueil, jai du (i) identifier les séquences eucaryotes, (ii)
prédire les genes et protéines sur ces séquences en utilisant des outils adaptés aux
eucaryotes et (iii) sur la base des prédictions de protéines améliorées, assigner une
annotation taxonomique plus complete et plus fiable. De cette maniere, nous avons
reprédit plus de 8 millions de protéines eucaryotes de maniere plus compleéte au sein
de plus de 6,800 métagénomes de sols et cela avec une annotation taxonomique
améliorée. De plus, jai prédit 300,000 protéines présentes sur des fragments de
génomes eucaryotes qui n’ont pas d’homologie ailleurs dans les bases de données de
séquences et semblent donc completement nouvelles. L’'ensemble de ce travail est

présenté plus en détail dans l'article suivant.

2. Article
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OPEN ' Improvement of eukaryotic protein
patapescripTor | predictions from soil metagenomes

Carole Belliardo 2™, Georgios D. Koutsovoulos?, Corinne Rancurel?, Mathilde Clément?,
Justine Lipuma?, Marc Bailly-Bechet? & Etienne G. J. Danchin®3>

During the last decades, metagenomics has highlighted the diversity of microorganisms from
environmental or host-associated samples. Most metagenomics public repositories use annotation
pipelines tailored for prokaryotes regardless of the taxonomic origin of contigs. Consequently,
eukaryotic contigs with intrinsically different gene features, are not optimally annotated. Using a
bioinformatics pipeline, we have filtered 7.9 billion contigs from 6,872 soil metagenomes in the JGI’s
IMG/M database to identify eukaryotic contigs. We have re-annotated genes using eukaryote-tailored
methods, yielding 8 million eukaryotic proteins and over 300,000 orphan proteins lacking homology
in public databases. Comparing the gene predictions we made with initial JGl ones on the same
contigs, we confirmed our pipeline improves eukaryotic proteins completeness and contiguity in soil
metagenomes. The improved quality of eukaryotic proteins combined with a more comprehensive
assignment method yielded more reliable taxonomic annotation. This dataset of eukaryotic soil
proteins with improved completeness, quality and taxonomic annotation reliability is of interest for
any scientist aiming at studying the composition, biological functions and gene flux in soil communities
involving eukaryotes.

Background & Summary

Soil-dwelling microorganisms play essential biological functions related to human and Earth health in both
managed and natural ecosystems!. In recent years, the rise of metagenomics has expanded our understand-
ing of the genetic diversity of microorganisms in many different complex environments, including soil and
plant-associated microbiomes?. Metabarcoding and shotgun metagenomic sequencing have highlighted
the high diversity of microbial communities and allowed the discovery of previously unknown microor-
ganisms>*. Recent efforts have focused on the de novo assembly of bulk metagenomic sequencing reads into
metagenome-assembled genomes (MAGs) or contigs, uncovering the genetic content and informing on the
molecular functions of these microorganisms®~.

The soil is arguably one of the most complex microbiome due to the extremely high diversity of organ-
isms, their complex inter-kingdom interactions and the wide spectrum of environmental conditions observed
between samples. In comparison, the human gut microbiome is more homogeneous among individuals due to
more stable physiological conditions. Therefore, the soil contains many microbial guilds which cover all different
superkingdoms of life with disparate metabolic abilities®. Most metagenomic studies are focused on bacteria,
which dominate microbiome in number of individuals, although eukaryotes often account for a comparable
biomass in soils®. The composition and diversity of eukaryotic microorganisms in soils are expected to be higher
than, and different, from other ecosystems but are still mostly unknown®!!, Moreover, eukaryotic soil micro-
organisms fulfill essential functions in ecosystems, mainly by participating in the biochemical balance!? and
nutrient cycling'®. They also affect the biodiversity and health of macro-organisms constituting fauna and the
flora. Some eukaryotes are pathogens of plants or animals, and can cause tremendous health or economic dam-
ages'. In contrast, some others are beneficial such as mycorrhizal fungi which live symbiotically with 90% of
the vascular plants on Earth'>. The mutualistic interactions of plants with eukaryotic microorganisms from the
rhizosphere provide them nutritive and protective benefits, giving those fungi a strong agronomic and environ-
mental interest'¢-1%.

Despite their prime importance in diverse processes, soil eukaryotes are neglected and not well repre-
sented in public metagenomic data. Previous studies have highlighted the poor representation of eukaryotes
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in standard metagenomics analyses in different environmental samples and proposed strategies to mitigate
this under-representation®*?!. The largest publicly available resource for soil metagenomes is the Integrated
Microbial Genomes & Microbes (IMG/M) database of the Joint Genome Institute (JGI)?2. In this resource,
standard pipelines are used to assemble and annotate contigs and genomes from environmental metagenomic
shotgun reads. One major limitation concerns the eukaryotic component of these soil metagenomes. Indeed,
the gene prediction tool used by default for all contigs assembled from metagenomes is Prodigal®, a software
tailored for prokaryotes. However, gene structures and features are different in eukaryotes, and using prokary-
otic tools to predict eukaryotic genes can lead to incomplete, erroneous and discontinuous gene sequences, and
hence proteins: a trivial example is that no intron can be predicted by Prodigal. These procedures make sense
given the volume of metagenomic data processed by IMG/M, but, as a consequence, eukaryotic proteins are
neglected in these soil microbiome data, with a risk of being truncated and assigned an unreliable taxonomic
annotation. These suboptimal sequences and taxonomic annotations then negatively impact any research on the
eukaryotic component of the soil.

To circumvent this problem, we have constituted a dataset of 6,872 soil microbiomes comprising 7.9 bil-
lion contigs and identified eukaryotic contigs using a k-mer based approach. On the identified eukaryotic con-
tigs, we re-predicted ca. 93 million genes and proteins using annotation methods tailored for eukaryotes. We
re-assigned taxonomic information to these proteins based on a last common ancestor (LCA) approach from
homology search against the NCBI’s nr library. This allowed identifying 8 million eukaryotic proteins and more
than 300,000 orphan proteins located on eukaryotic contigs and lacking homology in public protein libraries,
representing a potential for new discoveries. We show that the newly predicted proteins are longer and constitute
a more comprehensive representation of the pool of eukaryotic proteins in the soil.

This new dataset improves eukaryotic protein sequence quality and completeness, as well as the reliability
of the taxonomic information, and represents a unique resource to decipher and study the pool of eukaryotic
proteins present in the soil.

Methods

Data collection. We used publicly available assembled metagenomic data from shotgun sequencing reads of
the IMG/M database of the JGI?2. We collected metagenomes of 5,988 “Terrestrial’ samples in the environmental
metagenomes category and 884 plant-associated metagenomes in the host-associated category, Fig. 1 (available
data 2020, October; Supplementary Data®*). Most of the datasets were unrestricted from use, according to the JGI
policy; the authors of a few datasets (see Acknowledgements) that were still under use-restriction kindly author-
ized us to re-use their data, including two published in the literature*>?¢. The data acquisition was performed via
the IMG/MER Cart genome portal. For each metagenome, the JGI provides a set of files from pre-computed anal-
yses that are useful to sort, filter and describe data. Because we anticipated substantial differences in the relative
proportions of eukaryotic species present in the terrestrial and the host-associated categories, these two datasets
were processed separately to minimize potential biases. For a more convenient processing of the massive amount
of data, the metagenomes from terrestrial samples were splitted in two batches; ‘Terrestrial 1’ contained 3,601
environmental metagenomes added between December 2009 and January 2019 and ‘Terrestrial 2’ contained
2,387 metagenomes added between February 2019 and August 2020.

Data curation and quality control.  Starting from assembled contigs, we combined all genomic fasta files
by datasets and obtained 6 and 1.9 billion contigs from terrestrial and plant-associated categories, respectively.
The length distribution of assembled contigs is highly heterogeneous between metagenomes due to variation in
sequencing technologies, experimental protocols, pipeline version used and biological features. Probably because
most data initially consisted of short sequencing reads, half of the contigs were shorter than 296 bp (Table 1).
These short contigs increase the volume to be processed and are unlikely to contain complete genes, hence pro-
viding no more information on gene diversity?’. Thus, we filtered data on assembly length, and kept contigs at
least 1 kb long or containing at least three genes predicted by Prodigal in JGI files. Only 763 million contigs (10%)
passed this filter and were retained for further analysis (Fig. 1). These remaining contigs were distributed in 6,610
metagenomes (Fig. 1): hence data from 262 starting metagenomes were entirely removed due to a too high level
of fragmentation. This quality filtering drastically reduced the dataset volume and ensured we only worked with
contigs on which complete eukaryotic genes have a chance to be predicted.

Detection of contigs from eukaryotic organisms. The JGI provides taxonomic information for genes
predicted using Prodigal, which is not suitable for eukaryotic genes. Moreover this taxonomic information has
been transfered solely from that of the best BLAST hit, which can be misleading. Thus, this information cannot
be used to identify potential eukaryotic contigs and no further taxonomic information is provided for contigs.
Therefore, we scanned all the contigs and identified those from eukaryotic origins using Kraken2%, a taxonomic
classification tool based on exact kmer matches, designed to process in a fast and sensitive way large data sets
such as those from metagenomics analyses. Among the taxonomic classifiers dedicated to metagenomic data, we
selected Kraken2 because it provides taxonomically labeled contigs and it is designed to work on reads but can
also process contigs. As a consequence, this software maintains a good sensitivity on short sequences, represent-
ing an ideal choice in our case. Indeed, as indicated in Table 1, our data mainly contains short contigs with an
average size of 1.9Kb, which would be sub-optimal for usage with a contig-centered software such as Eukrep?,that
performs better on contigs at least 3Kb long, as mentioned by the authors. As a reference database, we combined
all RefSeq libraries of complete genomes [Archaea, Bacteria, Plasmid, Viral, Human, Fungi, Plant, Protozoa]?,
complemented by the NCBI’s nt library and ran Kraken2 with default parameters. This allowed assigning tax-
onomic information to 82% of contigs, among which 113 million were classified with a eukaryotic taxonomic
identifier “TaxID’ (Fig. 1).
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Fig. 1 Our eukaryotic protein prediction pipeline from soil metagenomic contigs to a final dataset of
taxonomically annotated proteins with contigs, proteins and metagenomes number at each step.

Eukaryotic gene prediction. For all contigs identified as eukaryotic by Kraken2, we used Augustus
(v3.3), a software dedicated to de novo eukaryotic gene prediction®. The gene structure is complex in eukary-
otes and changes across species?’. Thus, Augustus provides ab initio models for 73 different species (Fig. 2) and
one must be selected to perform gene prediction. Due to the conservation of genomic features across closely
related organisms, we assigned, to each eukaryotic contig, a model based on its Kraken2 taxonomic annotation.
Note that this model selection step does not aim at a definitive taxonomic annotation; here we used a sensitive
approach to predict as accurately as possible putative eukaryotic genes that will then be filtered by a more selective
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Data Metric Min Mean Median Max
Number of contigs per metagenomes | 1 1,160,141 294,105 39,582,895

Raw Contig length (pb) 3 497 296 5,373,015
Number of genes per contig 0 1 1 5,459
Number of contigs per metagenomes | 1 115,615 22,307 3,625,639

Filtered Contig length (pb) 1,000 1,985 1,350 5,373,015
Number of genes per contig 1 3 2 5,459

Table 1. Metrics to assess the contiguity of the 6,872 “Terrestrial’ and ‘Plant-associated’ metagenome-assembled
genomes datasets from the IMG/M server of the JGI including the number of proteins predicted by Prodigal
from IMG/M.

homology-based taxonomic annotation approach at the protein level. Selection of the phylogenetically closest
model for gene prediction on each contig was done using a custom python script®! which functions as follows:

o  First, we browsed the 73 model species tree from the leaves to the root assigning a non-ambiguous parental
taxonomic term to each model species as long as no bifurcation with a branch containing another model
species was found (Fig. 2). For example, in plants, Arabidopsis thaliana is the sole representative of the Bras-
sicales; so the Brassicales parental term was associated with the A. thaliana model. Consequently, we used
the A. thaliana Augustus model for all eukaryotic contigs assigned with a taxonomic ID belonging to the
Brassicales branch. Similarly, Homo sapiens is the only representative of mammals, so any contig identified by
Kraken2 as a mammalian organism will be assigned the H. sapiens model.

At this point, an Augustus gene prediction model could be assigned to 7.1% (ca. 8 million) of contigs. The
rest of the contigs (ca. 105 million) could not be assigned an unambiguous closest model species because they
belonged to a bifurcating branch in the tree leading to several equally close model species.

o Therefore, in a second step, for all these remaining eukaryotic contigs, we selected among the children
branches the most frequently assigned model in the whole dataset the contig belongs to (i.e. Plant-associated,
Terrestrial 1 or Terrestrial 2) at the previous step (first pass). To continue the previous example, the next
more ancestral branch in the phylogeny of Brassicales is the clade ‘Malvids’ that displays a polytomy of eight
children branches of which only two contain an Augustus model species (Malvales and Brassicales). Hence,
no model could be unambiguously assigned to contigs with a Malvids taxonomic ID other than Malvales or
Brassicales. Therefore, all contigs from other Malvids orders are processed with the most frequently assigned
species model for each of the three datasets (Fig. 3). For example, they are processed with the cocoa gene
model (Malvales, Theobroma cacao) in the dataset Terrestrial 1, or the Arabidopsis thaliana gene model in the
Plant-associated and Terrestrial 2 datasets (Fig. 3). The distribution of contigs across the models is available
in Supplementary Data, Fig. 132,

Overall, our pipeline allowed assigning an Augustus model to ca. 101 million possibly eukaryotic contigs
(Fig. 1). The most assigned ones were Metazoa and Viridiplantae models, with respectively 49% and 44% of con-
tigs in plant-associated metagenomes and 76% and 16% in terrestrial data. In both datasets, we assigned fungal
models to 6.5% of contigs (Supplementary Data, Table 1**); and the majority of other contigs were assigned to
SAR, Discoba or Rhodophyta models. Although these last taxonomic groups were assigned at a relatively low
proportion, this still corresponds to tens or hundreds of thousands of contigs. Unsurprisingly, the less assigned
are gene models of aquatic animals such as some benthic animals, sharks, or also lamprey models. At this point,
we could not assess whether the numerous assignments to metazoan and plant models came from mis-annotated
contigs or contamination, therefore further analyses were performed after gene and protein prediction.

Then, once a model species has been assigned to contigs we ran the eukaryotic gene predictor Augustus®,
with default parameters, which allowed predicting 93 million protein-coding genes (Fig. 1). The number of
proteins predicted per contig ranges from 1 to 410 with 2 protein predicted per contig on average for all datasets
together. Consistent with the model assignment across kingdoms, the highest numbers of proteins were pre-
dicted for contigs assigned to Metazoan and Viridiplantae Augustus models. Moreover, we predicted 8.7 million
proteins with Augustus fungal models and 1.8 million with different protist models (Fig. 4a).

Confirmation of eukaryotic origins and improvement of the taxonomic information. To
filter-out false-positive eukaryotic classification and assign a more reliable taxonomic annotation to the proteins
predicted by our pipeline than simple inheritance from the Kraken2-based contig annotation, we used the last
common ancestor algorithm of Diamond?*. The homology search was run at the protein level with an E-value
threshold of 1076 and using the January 2020 release of the NCBI nr database® as protein reference. In the LCA
mode, Diamond will assign an NCBI taxonomic identifier (i.e. TaxID) based on the last common ancestor of all
the hits with a score not diverging by more than 10% from the best hit score. Using an LCA approach consti-
tutes a substantial gain in taxonomic annotation reliability compared to approaches based on the best BLAST
hit alone, this single best hit being potentially mis-annotated itself, or sharing only low identity with the query
sequence. This LCA approach is usually employed for taxonomic assignment of sequences distantly related to
those of known organisms present in public sequence libraries, such as ancient or actual metagenomic data?$>-3,
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Fig. 2 Phylogenetic tree of Augustus ab initio models showing the deeper taxonomic nodes used in the first step
of the contig model selection.

Consequently, the improved quality and completeness of protein sequences combined with a more accurate tax-
onomic assignment method is expected to yield a more reliable taxonomic annotation. From the 93 million
proteins predicted by Augustus, 8,001,326 (present on 5,724,823 contigs from 4,083 metagenomes, Fig. 1) were
assigned a eukaryotic taxonomic annotation by the Diamond LCA approach (Table 2) and are made available as
a curated dataset of eukaryotic soil proteins® with taxonomic informations®.

Of these 8 million proteins, 45% were assigned a Opisthokonta taxonomy (Fungi+ Metazoa), of which 96%
were fungal and only 4% Metazoa (Fig. 5). These proportions are consistent with eukaryotic taxonomic distri-
bution previously described in the literature, reporting fungi as the most abundant eukaryotic microorganisms
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Fig. 3 Phylogenetic tree focused on Magnoliopsida clades displaying the Augustus model distribution
supporting the assignment of ab initio gene model by dataset (blue = Plant-associated, orange = Terrestrial 1,
green = Terrestrial 2).
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Fig. 4 Number of Augustus-predicted proteins and their taxonomic distribution per Augustus model
kingdom by dataset (a) on all contigs (b) on eukaryotic contigs validated by Diamond (blue = Plant-associated,
orange = Terrestrial 1, green = Terrestrial 2).

Clade Plant-ass. Terrestriall Terrestrial2 Total %
Prokaryote 12,271,986 11,564,201 20,560,428 44,396,615 47.6
Eukaryote 4,986,024 1,951,235 1,064,070 8,001,326 8.6
Viruses 23,743 25,409 70,942 120,094 0.1
Undetermined 4,511,252 29,664,147 6,655,739 40,831,138 43.7
Total 21,793,005 43,204,992 28,351,179 93,349,176 100

Table 2. Taxonomic classification of Augustus predicted proteins in superkingdoms by the Last Common
Ancestor algorithm of DIAMOND among each dataset.

in studied soil>*!. Actually, in soil metagenomes, fungal organisms are often second to bacteria in number and
account for a comparable proportion of the biomass. Here, we retrieved 1,657 different fungal TaxIDs covering
granularity levels ranging from species to the whole kingdom. Taxonomic annotations at deeper taxonomic
nodes indicate the protein is equally related to proteins from multiple different and phylogenetically distinct
fungal species. Among Metazoa, the dominant categories were Arthropoda, then Nematoda and Rotifera,
respectively representing 48%, 9% and 8% of Metazoa (Supplementary Data*?), again consistent with these spe-
cies being the most abundant animals in soil environment. Besides Opisthokonta, Viridiplantae was actually
the most represented kingdom, with 49% of all eukaryotic taxonomic assignment (Fig. 5). This suggests plant
material is frequently present in soil samples and this is particularly expected for the plant-associated samples.
Besides Opisthokonta and plants, other eukaryotes mainly belonged to the category SAR (1% of all) and most
of the rest (5%) were unclassified eukaryotes (category other eukaryota, Fig. 5). These last taxa show small per-
centage of the whole dataset of soil eukaryotic proteins but still represent several thousand of proteins due to the
size of the dataset.

The rest of the 93 million soil proteins were either assigned a non-eukaryotic TaxID with 47.6% and 0.1%
being assigned a prokaryotic and viral taxonomy, respectively (Table 2), or had undetermined taxonomic anno-
tation (43.7%).

Identification of potential orphan eukaryotic proteins. More than 40 million proteins, representing
43.7% of the total Augustus predictions, could not be assigned a prokaryotic, eukaryotic or viral TaxID. Among
them 27,269,572 (67%) were assigned untraceable taxonomic identifiers such as ‘unclassified’ (e.g. ‘12908’ TaxID)
or ‘other’ (e.g. 32644’ TaxID), and the rest of the proteins (13,561,566 or 33%) simply returned no hit at all against
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Fig. 5 Krona representation of taxonomic assignment provided by the last common ancestor algorithm of
DIAMOND for the 8 million eukaryotic proteins predicted by our homemade pipeline using Augustus (HTML
file: available on Supplementary Data*?), and the pie chart of taxonomic ranks of retrieved lineages.

the NCBT’s nr library in our Diamond homology search. Because these proteins might represent false positives
from Augustus, they were not blindly added to the dataset of 8 million eukaryotic soil proteins. However, these
proteins might as well represent orphan eukaryotic proteins lacking homology in public databases, constituting
an important resource for new discoveries. To discriminate potential eukaryotic from non-eukaryotic orphan
proteins, we assessed whether they were distributed on otherwise mostly-eukaryotic contigs. Thus, from the
initial dataset of 113 million Kraken2-assessed eukaryotic contigs, we only retained orphan proteins present on
contigs that contained at least 50% of Diamond-confirmed eukaryotic protein-coding genes. This yielded a total
of 3,657,380 contigs distibuted on 4,059 metagenomes (Supplementary Data, Table 3%). A total of 354,243 orphan
proteins were distributed on these contigs and represent potential novel eukaryotic proteins. We made this addi-
tional dataset of potential novel orphan eukaryotic proteins also available®’.

Reducing redundancy of soil eukaryotic proteins. Some redundancy was expected because we used
metagenomic data from thousands of individual studies, and some sequencing data came from the same sampling
location. Therefore, we clustered Fasta files using the Linclust software of the MMseq2 metagenomic toolkit*.
For both eukaryotic and orphan datasets, we clustered proteins with at least 99% sequence identity and covering
at least 90% of the target. With these parameters, the 8 million eukaryotic proteins were clustered in 4,624,994
representative sequences®, and the 354,243 orphan proteins were clustered in 288,612 proteins*. For both clus-
terings, we provide the correspondence files to link original protein predictions to their respective representative
clusters*’4%,

Data Records
All processed and Supplementary Data are publicly available on Data INRAE portal*’ containing files described
in Table 3.

Technical Validation

Comparison of protein prediction and taxonomic annotation quality to original JGI annota-
tion. To determine whether using Augustus in our pipeline allowed improving eukaryotic protein predictions,
we compared them to the predicted proteins obtained by the JGI using Prodigal for the same set of contigs.
For this comparison, we used the same 3,657,380 contigs (covering 4,059 different metagenomes) containing
at least 50% of predicted proteins with a eukaryotic taxonomy assigned by Diamond-LCA (defined above). Our
pipeline allowed predicting 5.6 million proteins in these contigs. In comparison, on the same dataset, Prodigal
initially predicted a total of 16 million proteins, covering 3,294,764 of these contigs and 3,979 metagenomes
(Supplementary Data, Table 3*?). First, although the number of protein predicted is higher with Prodigal, this
software was unable to predict proteins in more than 360,000 contigs (3,657,380-3,294,764). Moreover, the raw
number of proteins can be misleading because while Prodigal predicted 1,9 billion amino acids, our methodology
allowed predicting 2.5 billion amino acids in total, suggesting although more proteins were predicted by Prodigal,
they were much shorter and probably fragmented. Augustus allowed predicting introns in 1,627,033 genes from
1,074,415 contigs; these intronic sequences span on average 17% of the gene length. In comparison, Prodigal is
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File name Type Size Path Description

8M of validated eukaryotic proteins predicted with
eukaryotic_proteins.aa® fasta 3GB . Augustus in contigs from Terrestrial and Plant-
associated metagenomic data from JGI

Taxonomic information for 8 M of validated
eukaryotic_proteins_taxonomy.txt*’ text file 1,9GB . eukaryotic proteins from the last common
ancestor algorithm of Diamond

Orphan proteins from contigs with over half of

orphan_Euka.aa® fasta 79MB : .
eukaryotic proteins
cukaryotic_proteins_clustered.aa®s fasta 1.8GB 4,6 M' representative clusters of 8 M of eukaryotic
proteins
eukaryotic_proteins_clustered.tsv*’ TSV 614MB | . Composition of eukaryotic protein clusters
orphan_proteins_clustered.aa’® fasta 66MB . 288,612 representative clusters of orphan proteins
orphan_proteins_clustered.tsv*® TSV 27MB . Composition of orphan protein clusters

eukaryotic proteins taxonomy krona. Krona representation of 8 M of validated
html“y -P . V- " | html 1,7MB ./Supplementary Data | eukaryotic protein taxonomy from last common
ancestor algorithm of Diamond

List of metagenome identifier of processed data

Supplementary_data_1.txt* text file 158KB ./Supplementary Data from JGI

Fig. 1: Informations on eukaryotic proteins
Supplementary_data_Figures.pdf** PDF 323KB ./Supplementary Data prediction processing
Fig. 2: BUSCO scores by dataset

Table 1: Kraken?2 lineage distribution in main
eukaryotic Clade

Table 2: Number of proteins predicted with
Supplementary_data_tables.pdf** PDF 51KB -/Supplementary Data | Augustus

Table 3: Information on gene prediction outputs
Table 4: Statistics of BUSCO scores

Table 3. Data record, information about files available on public repository DATA INRAE®.

BUSCO scores Fasta informations
Complete | Complete Nb. of Totalnb. of | Nb.of AA/
Model Complete | Single Duplicated Fragmented Missing | Proteins AA protein
1 | Mix 100 12.9 87.1 0 0 63,986 25,941,958 405
2 | Fusarium 98.4 12.5 85.9 12 0.4 87,508 36,614,755 418
3 | Zebrafish 96.1 239 72.2 31 0.8 152,796 43,294,314 283
4 | Metaeuk nr 100 1.6 98.4 0 0 119,085 34,031,250 286
5 | MetaEuk swp 97.6 8.2 89.4 0.8 1.6 34,906 12,112,481 347
6 | Prodigal 77.3 36.9 40.4 20 2.7 271,456 37,520,032 138

Table 4. BUSCO scores and FASTA files information for several gene prediction methods (1) Augustus with a
mixture of model as in our paper, (2) Augustus with Fusarium model, (3) Augustus with Zebrafish model, (4)
MetaEuk with NR database, (5) MetaEuk with Swissprot database and (6) Prodigal. All scores are computed on
the same metagenome used as reference.

not able to predict introns and ends its prediction when the first stop codon is encountered. Therefore, at least
28% (1.6/5.6 millions) of the proteins predicted by Augustus were necessarily incorrectly predicted by Prodigal,
initially. Moreover with the high frequency of stop codons in the intronic regions due to less selective pressure
on these genomic regions, most intron-containing genes are expected to be truncated by Prodigal. Overall, we
oberve that our strategy was able to predict longer proteins and on more contigs that the initial Prodigal annota-
tion. Hence, to further compare predictions from both methods, we used two metrics: (i) protein length distribu-
tion, and (ii) the recovery of nearly universal single copy eukaryotic genes.

Length distribution of protein. ~ First, we calculated and compared the distribution of protein lengths from
Augustus vs. Prodigal predictions. Proteins predicted by Augustus were significantly longer than proteins pre-
dicted by Prodigal on the same contigs (Fig. 6; unpaired t-test, n=5.3 105/n =9 10° proteins, T =1.994 103,
p<107*). These observations coupled with the higher number of proteins predicted by Prodigal, confirm that
Augustus was able to predict introns and join together multiple exons to form more complete genes where
Prodigal predicted multiple truncated genes. Of note, the average size of genes (in ext. proteins) in eukaryotes is
larger than in prokaryotes, due to the evolution of genome complexity>. Furthermore, the length distribution
is closer to a normal one with Augustus predictions than with Prodigal ones (Fig. 6b), indicating a better qual-
ity of our new predictions. Indeed, Nevers et al.>! reports that a non-normal distribution of proteins length, as
observed for these Prodigal predictions in eukaryotic contigs, is indicative of more truncated proteins caused
by fragmented genomes and incorrect protein prediction. Overall, the authors showed that protein lengths
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Fig. 6 Distribution of protein lengths of Augustus prediction in blue versus Prodigal prediction in orange.
Proteins from Augustus are significantly longer than those from Prodigal (see text).
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Fig. 7 Complete and Fragmented BUSCO scores of the 1,093 metagenomes with single-copy universally
conserved genes report a significantly better recovery of genes from eukaryotic microorganisms with Augustus
than Prodigal (see text).

distribution is remarkably well conserved across species and this feature could be used as quality metric in
addition to other measures.

Recovery of nearly universal single-copy eukaryotic genes.  To assess the improvement of our de novo eukaryotic
protein predictions from soil microorganisms, we also compared the proportions of near-universal single-copy
orthologs retrieved for each metagenome with those provided by Prodigal in the same contigs using BUSCO
(v.4.0.2) in protein mode with ‘eukaryota_odb10’ lineage®. Starting from the 4,059 metagenomes containing
contigs with at least 50% eukaryotic proteins, universally-conserved eukaryotic BUSCO proteins were identi-
fied in contigs coming from 1,093 metagenomes. This observation is not particularly surprising since (i) there
are only 255 universally-conserved eukaryotic BUSCO genes, (ii) eukaryotes represent a minority of species
in the soil? and (iii) most eukaryotic genomes are only partially assembled from short-read based on shotgun
metagenomic data.

The proportion of BUSCO genes found in complete length in metagenomes was significantly higher for the
Augustus predictions than for the initial Prodigal predictions (Fig. 7; paired Wilcoxon-test, n =1,093 metage-
nomes, Complete T=1.132 10°, p < 10~% Fragmented T=2.039 10%, p <10~*). Similarly, the proportion of
fragmented and missing BUSCO genes were significantly lower in Augustus predictions as compared to Prodigal
predictions; this trend is identical for all datasets (Supplementary Data, Fig. 2%2). BUSCO completeness scores
from our Augustus gene predictions are as good or better than Prodigal for more than 98% of metagenomes.
Furthermore, we have predicted more universal single-copy genes than Prodigal for 574 metagenomes, or more
than half of the 1,093 metagenomes containing at least one BUSCO gene in one of both predictions. We observe
an average improvement of 11.9% in the BUSCO completeness score, and genes are less fragmented in 510
metagenomes with an average of 8.5% lower proportion of fragments (Supplementary Data, Table 4°%). The
scores provided by BUSCO for these 1,093 metagenomes show a significant improvement of protein recovery
and completeness for proteins from our Augustus-based strategy as compared to those from Prodigal, indicating
our pipeline has improved the quality of eukaryotic gene models in soil metagenomes.

Accuracy and diversity of taxonomic annotation. 'We assessed whether the Diamond-LCA taxonomic annota-
tion strategy we employed allowed gaining information over the original JGI taxonomic annotation. To perform
this evaluation, we compared the richness of taxonomic information proposed by our strategy to the original JGI
annotation on a group of eukaryotic soil microorganisms known to play important ecological roles, Arbuscular
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Fig. 8 Annotated taxa of Arbuscular Mycorrhizal Fungal proteins with the last common ancestor algorithm of
Diamond after protein prediction with Augustus. Number of proteins is shown for each taxa. The ratio of the
taxonomic rank of annotations across AMF lineages is shown in a pie chart.

Mycorrhizal Fungi (AMF). Indeed, AMF are ubiquitous members of soil microbiota, and more particularly of
the (plant-associated) rhizosphere'®. These eukaryotic microorganisms are plant symbionts with high impacts in
several fields, mainly in agronomy due to a bio-stimulant and a bio-protective effect'®>, but they are also used to
help in environmental issues such as cleaning-up polluted soils or facilitating reforestation. Among all the con-
tigs containing at least 50% of eukaryotic proteins, according to Diamond-LCA, only 8,065 AMF proteins were
predicted in the original JGI annotation, covering 6,048 contigs from 327 metagenomes. Moreover, all these
proteins were assigned the same and sole AMF species/TaxID: Rhizophagus irregularis. In contrast, using our
eukaryotic-centred gene prediction and taxonomic annotation pipeline, we expand the identification of AMF
to 50,999 proteins in 48,726 contigs from 1,102 metagenomes. Furthermore, this new annotation now covers
26 different taxa (from class to species) better representing the AMF diversity present in these soils (Fig. 8). The
case of these pervasive eukaryotic microorganisms in the soil highlights the benefits of this work to improve the
representation of eukaryotic organisms in public soil metagenomes*’.

Validation of taxonomic assignment and gene prediction strategy. Taxonomic assignment methods.
Comparing the Kraken2-assigned Augustus models for gene prediction on contigs to the taxonomic assignment
at the protein-level based on Diamond LCA, we observed substantial differences in the relative proportion of
taxonomic groups (Figs. 4, 5). For instance, while metazoan Augustus models were assigned to 49 and 76% of
contigs in plant-associated and terrestrial datasets, respectively, only 2% of the eukaryotic proteins were assigned
a metazaon taxonomy via Diamond-LCA. Conversely, while fungal Augustus models were assigned to only 6.5%
of contigs, fungi represented 43% of taxonomic assignments obtained by Diamond-LCA. These Diamond-LCA
taxonomic assignments are more consistent with the expected dominant taxa in the soil and illustrate the interest
of our two-steps strategy with the first sensitive step aiming at identifying as many putative eukaryotic contigs
as possible and the second specific step aiming at assigning an as reliable as possible taxonomic annotation to
the genes and proteins. Furthermore at a global level, of the 93 million proteins predicted on the contigs deemed
eukaryotic according to Kraken2, only 8 millions could be confirmed as eukaryotic with Diamond-LCA. An
explanation for this discrepancy between Kraken2 and Diamond-LCA taxonomic assignments may be the fol-
lowing. A substantial proportion of contigs were probably assigned a eukaryotic taxonomy by Kraken2 based on
a low number of k-mer matching with the eukaryotic target. The proteins predicted on these contigs were not
assigned a eukaryotic annotation by Diamond but either a prokaryotic or undetermined taxonomy. Applying a
confidence score threshold to Kraken2 taxonomic predictions might have resolved part of these false positives
but at the risk of augmenting the rate of false negatives, and thus missing many eukaryotic contigs. Because we
wanted this first filtering step to be as sensitive as possible, we decided not to apply a stringent confidence test on
Kraken2 and to rely on further Diamond-based LCA strategy for more accurate final taxonomic annotation at
the protein level.

We also compared the original single best BLAST hit JGI strategy for taxonomic annotation to the
Diamond-LCA taxonomic assignment we employed in this study. Using a single best BLAST hit strategy, all tax-
onomic annotations were necessarily at the species level, regardless of the other hits and regardless of the percent
identity with the best hit. This strategy can be misleading, in particular if the taxonomic annotation of the best
hit is erroneous or if the similarity is only distant and to a variety of different species with no jump in E-values.
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In contrast, using an LCA approach, we noticed that only less than 30% of the proteins are still annotated at the
species level. This indicates the rest of the proteins have been assigned a deeper taxonomic rank (Fig. 5) because
they matched multiple hits with similarly good scores. This re-assignment of taxonomic annotation to deeper,
more ancestral level decreases the risk of making errors by assigning a very shallow and precise taxonomic
annotation based on spurious or distantly related best BLAST hits. This situation is expected to be particularly
frequent when annotating proteins from environmental samples returning only distant similarity to proteins
present in reference protein libraries from cultured organisms®.

Assessment of gene prediction strategy. As mentioned in previous sections, taxonomic annotations at nucleic
(contig) and protein scales are not necessarily consistent. This fact may cast doubt on Augustus model selection
procedure. To evaluate our soil eukaryotic gene prediction strategy, we compared the quality of proteins obtained
by a mixture of Augustus models selected by our pipeline with prediction using either only one Augustus model,
chosen as (i) Fusarium (a fungal model retrospectively corresponding to the most represented taxon in the final
Diamond-based taxonomic assignment), or (ii) Zebrafish (a metazoan model corresponding to a taxon with
low chance to be actually present in soil contigs), or (iii) another gene prediction software, MetaEuk** with NR
database as a reference and finally (iv) MetaEuk with SwissProt database as a reference. These four strategies
were used to predict proteins on Kraken2-assigned eukaryotic contigs within the same dataset: metagenome
3300031471’ from the terrestrial dataset. This metagenome was randomly chosen among those containing
complete eukaryotic BUSCO genes and thus representing an easy reference to check whether our mutli-model
Augustus approach was relevant compared to single-model or reference database approaches. We compared
eukaryotic BUSCO scores as well as the number of predicted proteins and the number of amino-acids per pro-
tein. Concerning Augustus, we observed the best recovery of universally conserved genes using our procedure
(mixture of phylogenetically assigned models) (Table 4; line 1,2,3). Hence, although fungi and in particular
Fusarium were the most numerous taxa in soil metagenomes, a mixture of models chosen by our procedure
allowed a better recovery of BUSCO proteins. Thus, despite a necessarily substantial portion of imperfect model
assignments, due to discrepancy between a priori Kraken2 taxonomic assignment and a posteriori Diamond
taxonomic confirmation, a mixture of models seem to yield better results than a single phylogenetically close
model. This is probably due to complex nature of soil communities. In contrast, and as expected, assigning a fish
model for this soil sample returned the lowest BUSCO completeness and the highest proportion of fragmented
and missing proteins. Concerning MetaEuk, BUSCO results were as good as our mixture of models procedure,
when using the NCBIs nr library as a reference (Table 4; line 1,4,5). However, a comparison of protein lengths
distribution suggested that, besides BUSCO proteins, MetaEuk protein predictions were globally shorter with
more proteins, a lower average number of amino acids per protein and a lower median length (Table 4). We
tried whether changing the reference library in Metaeuk would improve protein lengths distribution by using
Swissprot instead of nr. Using Swissprot indeed improved protein length metrics although these metrics were
not as good as for our procedure, and came at the cost of decreased BUSCO completeness (Table 4, line 5).
Overall, it seems that Metaeuk is more sensitive than the multi Augustus model we selected as more proteins
were predicted. However, these proteins are shorter and might either represent short actual proteins or frag-
ments. Our strategy was to be permissive at the contig level but stringent at the protein level (e.g. not to search
for proteic ‘dark matter’). Although erroneous annotations inherent to massive high-throughput de novo gene
prediction approaches can remain on some eukaryotic contigs, using Augustus with a mixture of gene models
seems to represent the optimal balance between recovery of complete BUSCO genes and prediction of the long-
est and less fragmented proteins besides BUSCO ones.

Usage Notes

Current microbiology investigations are focused on addressing the factors shaping the structure of microbial
communities. To drive the development of tomorrow’s biotechnology it is essential to understand biological
pathways both at the organism level and at the inter-microbial relationships scale, for prokaryotic and eukary-
otic organisms together. This dataset provides a more complete and comprehensive view of the pool of genes and
proteins, genetic diversity and distribution of eukaryotic microbes in soil and plant-associated microbiomes. At
the molecular level, the use of this data is relevant to address biological questions in both fundamental research
on plant-microbe interactions and applied, agronomical research, such as the study of potential metabolic func-
tions of telluric eukaryotes, or of the interaction pathways between microbial members of the community. At
a broader scale, the more accurate taxonomic annotation provides an unparalleled opportunity to assess how
microbial eukaryotes are distributed across the soil and plant-associated microbial-environments. As illustrated
in the data validation section, this improvement of microbial eukaryote representation has allowed us to increase
by a factor of six times the detection of the ubiquitous AMF species, which are of high agronomic and economic
interest.

Any research involving study of soil eukaryotes from evolutionary research on gene flow and transfers within
the biome to more translational research aiming at deciphering important soil functions and biochemical path-
ways will benefit from this improved dataset of soil proteins with more accurate taxonomic annotation. In addi-
tion, our data can be cross-referenced with the metadata provided by the JGI (downloadable from the IMG/M
portal) which includes geo-tracking and a wealth of environmental, sampling and processing information on
each metagenome. They can be linked to proteins and annotations by searching for the ‘metagenomelID;, as each
protein name in our dataset has a nomenclature based on the following pattern: ‘contigName_metagenomelD.
genelD; to offer this possibility. On one hand, the ecological metadata provides an unprecedented potential to
study the effect of the environment on community structures and to have a better, more comprehensive view
on how external factors influence the eukaryotic soil microbial communities. On the other hand, metadata
on sampling and processing could be useful to assess which parameters affect the diversity and sequencing of
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eukaryotes in metagenomes and help to shape future protocols. Moreover, in this study, we provided a fully doc-
umented pipeline and protocol available as python scripts from the detection of putative eukaryotic contigs to
the ab initio model selection for Augustus gene prediction and further Diamond-based taxonomic annotation,
that can be re-used to improve the annotation of eukaryotes on any microbiome data, including in other biomes
than the soil.

Code availability

e Project name: EukaProt_in_PublicSoilMetag’!

o Project home page: https://github.com/CaroleBelliardo/EukaProt_in_PublicSoilMetag.git
o Operating system(s): Platform independent

o Programming language: Python3

o Other requirements: Python3.8 or higher

o License: License: GNU General Public License v3.0

Received: 24 November 2021; Accepted: 26 May 2022;
Published online: 16 June 2022
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3. Conclusion et perspectives

L'ensemble de ce travail a permis d’optimiser la représentation des
micro-organismes eucaryotes dans les métagénomes de sols en améliorant la qualité
des protéines prédites et leur classification taxonomique, comme illustré avec
I'exemple des protéines issues de champignons mycorhiziens a arbuscules dans
l'article (Belliardo et al., 2022). En effet, seulement 8 065 protéines avaient été
identifiées comme provenant de CMA dans 327 métagénomes dans les annotations
provenant du JGI, et I'ensemble de ses protéines avait été assigné a la méme espece
‘Rhizophagus irregularis’. Dans notre travail, 1'abondance et la diversité des protéines
de CMA ont été significativement enrichies avec maintenant 50 990 protéines
prédites dans 1 102 métagénomes différents et des assignations taxonomiques
correspondant a une vingtaine de lignées de CMA.

Le jeu de données résultat de ce travail a été mis a disposition de la
communauté scientifique dans « Recherche Data Gouv » et pourra étre utilisé dans le
cadre de recherches portant sur les microbiomes terrestres. Pour favoriser la
diffusion de ces données, un communiqué scientifique intitulé « Amélioration de la
prédiction des protéines eucaryotes pour mieux comprendre 1'écologie et I'évolution
des micro-organismes du sol en interactions avec les plantes » rédigé avec M.
Arnaud Ridel, a été publié par le département SPE. Ce travail a aussi été proposé

comme fait marquant 2022 de notre unité.
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Amélioration dela prédiction des protéines
eucaryotes pour mieux comprendre|'écologie
et ['évolution des microorganismes du sol en
Interactions avec les plantes

Des chercheurs INRAE de I'Institut Sophia Agrobiotech en collaboration avec la société MYCOPHYTO
ont extrait et réanalysé 6 800 jeuxde données métagénomiques de sols afin d'améliorer la
représentation de la biodiversité des micro-organismes eucaryotes présents dans les sols,dont les
champignons mycorhiziens utilisés en tant que biostimulants.

Publié le 30 juin 2022

Une collaboration INRAE- MYCOPHYTO

Des chercheurs INRAE de I'Institut Sophia Agrobiotech en collaboration avec la société MYCOPHYTO
viennent de publier dans la revue Scientific Data leurs travaux de recherche surl'amélioration de la
prédiction des protéines présentes dans les génomes des micro-organismes eucaryotes vivant dans les
sols.Ce travail d'analyse a été réalisé a partirde données de séquencage de milliers d’échantillons de
sols disponibles sur des serveurs de données publics.Cela a permis d'obtenir une meilleure
représentation des eucaryotes composant les communautés microbiennes terrestres mais aussi de
révéler la diversité des protéines codées par leurs génomes.

Ces travauxde recherche ont été réalisés dans le cadre de la thése de Carole Belliardo, bio-
informaticienne dans I'équipe Génomique et Evolution Moléculaire Adaptative (GAME) de l'Institut Sophia
Agrobiotech.Apres un Master «Science de la Vie et de la Santé »a I'Université de Nice,Carole Belliardo a
obtenu en 2010 un co-financement de thése parle département Santé des Plantes et Environnement
d’INRAE et la société MYCOPHYTO qui propose aux agriculteurs des biostimulants basés sur la synergie
entre les champignons mycorhiziens présents dans les sols et les racines des plantes.

Cesrecherches ontun double intérét pour les collaborateurs. Pour INRAE, ce travail est essentiel en
termes de recherche fondamentale carilaméliore nettement la qualité des séquences des protéines
eucaryotes présentes dans le sol et donne une meilleure représentation de leur biodiversité.Pour la
société MYCOPHYTO, I'intérét se situe au niveau de l'exploitation de ces données qui permet d’extraire des
informations concernant la distribution géographique des différentes espéces de champignons
mycorhiziens dans les sols.

Ameéliorer la représentation de la diversité
des micro-organismes des sols



Pour mener a bien ses recherches, Carole Belliardo a utilisé des données métagénomiques.Ll'approche
métagénomique provient du séquencage sans distinction de 'ensemble des micro-organismes vivants
dans un environnement spécifique.Pour cela, elle a utilisé les données stockées sur le serveur public
IMG/M du J oint Genome Institute aux Etats- Unis. Elle a ainsi fait I'acquisition de plus de 6 800 jeuxde
données métagénomiques correspondant a des échantillons terrestres et de rhizospheres (ce qui
représente plusieurs dizaines de téraoctets de données).

Cependant, la doctorante s’est rapidement apercue que les protéines de micro-organismes eucaryotes
prédites dans ces métagénomes étaient mal représentées et mal annotées dans ces données. Cette
limitation est due aux procédures d'analyses proposées par les serveurs publics qui utilisent des outils
dédiés au traitement de données procaryotes (bactéries et archées).Les micro-organismes eucaryotes
sont ainsi négligés bien qu'ils représentent une biomasse souvent équivalente a celle des procaryotes
dans les sols. Il était donc essentiel pour elle et 'ensemble de I'équipe de recherche d'améliorer la
représentation des microorganismes eucaryotes dans ces données métagénomiques.

Elle a ainsi développé au cours de sa thése un pipeline bio-informatique qui permet de détecter les
séquences d’ADN provenant de micro-organismes eucaryotes dans des données métagénomiques et
d’effectuer une prédiction de novo des protéines a l'aide d'un logiciel prenant en considération les
caractéristiques génomiques des eucaryotes. Le déploiement de cette méthode surles 79 milliards de
génomes ou fragments de génomes microbiens du J Gl a permis d'identifier 8 millions de protéines
provenant d'organismes eucaryotes vivants dans les sols, et plus de 300 000 protéines orphelines.Ces
protéines orphelines annotées dans des génomes ou fragments de génomes eucaryotes et dépourvues
d'homologie dans les bases de données publiques représentent un potentiel de découverte sans
précédent.Outre la caractérisation du potentiel fonctionnel déduit des analyses protéiques, il est
possible d'assigner ces protéines a une information taxonomique permettant ainsi de coupler diversité
taxonomique et fonctionnelle.Ces nouvelles données quiont ainsi pu étre générées, sont aujourd’hui
partagées et accessibles sur un serveur public afin d'étre réutilisées.

Choisirlebon "mix"dechampignons
mycorhiziens comme biostimulant

La société MYCOPHYTO, co-financeur de cette thése, propose aux agriculteurs des champignons
mycorhiziens comme biostimulants pour leurs cultures. Lobjectif de MYCOPHYTO, avec ce projetde
recherche, est de développer un algorithme qui permet d'identifier quel est le bon "mix"d’'espéces de
champignons mycorhiziens a utiliser en fonction des cultures et des parametres physico-chimiques de
l'environnement. Il s'agit d'optimiser le produit proposé a l'agriculteur.

Ainsi, le travail de Carole Belliardo est d’'un grand intérét pour MYCOPHYTO avec lI'extraction des
métadonnées associées aux séquences biologiques telles que la géolocalisation ou d'autres parametres
environnementaux.Cela permet de récupérer notamment des informations prépondérantes de
distribution géographigue des champignons mycorhiziens.Ces informations de distribution couplées
avec des données de parametres physico-chimiques de sols, météorologiques ainsi que d'autres
données environnementales permettraient de développer un outil de prédiction fiable afin de
déterminer le meilleur "mix"de champignons mycorhiziens a utiliser en fonction des parametres
environnementauxdes sols.
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Ces résultats sont aussi particulierement intéressants pour la Société
MYCOPHYTO dont les bio stimulants sont composés de CMA. Les CMA sont des
symbiotes obligatoires que I'on retrouve naturellement en association avec plus de
90% des plantes vasculaires (Li et al., 2013). La symbiose entre plante et champignon
mycorhizien améliore la croissance végétale en augmentant l'interface d’échange
racinaire et, de ce fait, I'assimilation des nutriments minéraux (phosphore et azote)
(Schouteden et al., 2015) ainsi que l'absorption de l'eau par la plante, en échange du
carbone photosynthétique renvoyé vers le CMA (smith et al., 2010). Aussi, la mise en
place de cette association réduit la sensibilité de la plante aux stress abiotiques mais
aussi biotiques comme mentionné en introduction (Hijri et al., 2006; Tedersoo et al.,
2014; Toju et al., 2018).

Cependant, 1'utilisation des symbioses avec les CMA n’est pas a ce jour une
pratique agricole de routine en raison des performances variables de cette
association dépendant de l'identité des partenaires. En effet, la synergie de cette
association est relative au mélange d’isolats de CMA (Crossay et al., 2019) et a
I'espece végétale impliquée dans cette relation (Eom et al., 2000) mais surtout, aux
parametres physico-chimiques de l'environnement (Campolino et al., 2022; Tedersoo
et al., 2014). Mycophyto est intéressé par la compréhension des facteurs intervenant
dans I'établissement de la relation hote symbiote.

Les données métagénomiques du JGI sont accompagnées d’un ensemble de
métadonnées contenant les coordonnées géographiques du lieu de prélevement des
échantillons. Sur la base de cette information, il est possible de croiser ces données
avec des sources d’informations météorologiques et pédologiques pour mettre en
lien la composition des communautés microbiennes et les caractéristiques
environnementales du lieu de prélevement. Ce type d’informations intéresse la
société Mycophyto qui souhaite développer des outils de prédiction qui
permettraient de proposer des solutions optimisées selon les caractéristiques de la

parcelle agricole. En effet, la compréhension de la relation entre l'influence des
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parametres physico-chimiques de Ienvironnement sur la composition des
communautés mycorhiziennes, et la synergie de ces communautés avec la plante
hote, permettrait d'optimiser la production et l'efficacité des produits commerciaux
proposés. Plus largement, ce type d’étude peut aussi enrichir les connaissances sur
I’évolution et ladaptation des especes microbiennes aux parametres
environnementaux.

Par ailleurs, pour extraire des informations concernant spécifiquement la
distribution des CMA a partir de données métagénomiques shotgun, jai développé
durant la these une méthode de metabarcoding in silico. Pour cela, jai récupéré
I'ensemble des marqueurs moléculaires correspondant aux especes du phylum
Glomeromycetes dont font partie les CMA sur la ressource en lighe MAARJAM
(Opik et al., 2010). La construction de profils HMM (Wheeler et Eddy, 2013) a partir
de ces marqueurs a permis de scanner tres rapidement les assemblages des données
métagénomiques.

Parmi les différentes méthodes exploratoires développées, celle qui a fourni
les meilleurs résultats concernant la représentation des CMA dans les données
meétagénomiques de sol est de loin la reprédiction des protéines eucaryotes. Cela
confirme que cette étape est cruciale pour obtenir une bonne représentation de la
diversité des communautés microbiennes.

Ainsi, les données générées durant ce travail constituent une ressource qui a
été transférée a Mycophyto pour alimenter les projets de recherche et
développements en cours visant a prévoir la composition optimale de mix de CMA
en fonction des sols.

L’amélioration des modeles de genes et des annotations taxonomiques ne se
résume pas aux seuls CMA mais a I'ensemble des eucaryotes du sol. Ainsi, cette
ressource représente un intérét pour 'ensemble des recherches académiques visant a
explorer et comprendre les communautés et fonctions des micro-organismes du sol,

leurs relations et les applications qui en découlent. Cette ressource représente
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également un potentiel de découverte de nouveaux genes et nouvelles fonctions. En
effet, lors de l'analyse des séquences d’ADN eucaryotes, nous avons pu identifier
plus de 300 000 protéines n‘ayant aucune homologie reconnaissable dans les banques
de données protéiques généralistes (nr au NCBI). Bien qu'une partie de ces genes
puisse étre le résultat de sur-prédictions bioinformatiques, le couplage avec des
données de métatranscriptomique et/ou de métabolomique permettrait de confirmer
leur existence et de lancer des investigations quant a leurs fonctions.

D’autre part, en ce qui concerne plus directement les objectifs de la these, ces
résultats ont aussi permis d’alimenter notre librairie de référence enrichie en
protéines de micro-organismes telluriques de maniere plus fiable et complete pour
I’étude des THG chez les NPP. En effet, nous disposons maintenant d"une plus riche
représentation du pool de genes et protéines présent dans les sols, et donc de plus de
chance d’enrichir nos connaissances sur les homologues les plus proches des cas de
THG chez les PPN. De plus, I'amélioration de l'annotation des genes et protéines
eucaryotes nous permettra de mieux appréhender la contribution de ces
micro-organismes du sol aux événements de THG car jusqu’a présent, mis a part les
cellulases de la famille GH45 d’origine fongique, il n'y avait pas d’autre exemple

solide et clair de THG d’origine eucaryote chez les nématodes phytoparasites.
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Chapitre 2: Etude des genes acquis
par transferts horizontaux dans les
génomes de nematodes parasites

de plantes

1. Contexte

Comme présenté en introduction, de nombreux genes de nématodes parasites
de plantes ont été décrits comme provenant de génomes bactériens ou fongiques. La
caractérisation biochimique et fonctionnelle du produit de ces genes suggere des
roles importants dans le succes du parasitisme comme la dégradation de la paroi
cellulaire des plantes ou la détoxication de xénobiotiques. Par ailleurs, des
expériences d’inactivation, réalisées sur certains de ces genes, montrent une
réduction des symptomes diis a l'infection des nématodes ce qui confirme leur
importance (Béra-Maillet et al., 2000; Jaubert et al., 2002; Ledger et al., 2006; Rosso et
al., 1999b). Les analyses phylogénétiques, elles, supportent 'hypothese que ces genes
auraient été acquis par transferts horizontaux. Les genes présumés comme acquis
par transferts horizontaux sont retrouvés spécifiquement chez les especes parasites

de plantes mais rarement, voire jamais, chez d’autres animaux. Ces observations
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suggerent une importance de ces genes dans l'adaptation évolutive au parasitisme

des plantes par les nématodes.

Plus d’une vingtaine de familles de genes différents, impliquées dans la
dégradation de la paroi cellulaire des plantes mais aussi dans certains processus
nutritifs, sont rapportées dans la littérature comme provenant de THG. Ces genes
étant spécifiques aux nématodes parasites de plantes mais bien souvent partagés par
plusieurs de ces espéces, nous pouvons faire I'hypothese que le gene a été acquis par
une espece de nématodes ancestrale a ces phytoparasites. Globalement, les
nématodes sont retrouvés dans de nombreux lieux de vie différents. Cependant, les
especes parasites de plantes infectant les racines (i.e. la majorité des especes
connues), ont probablement évolué a partir d'un nématode ancestral tellurique.
Comme mentionné aussi dans l'introduction, pour qu'un transfert de matériel
génétique ait lieu entre especes un contact direct ou indirect est nécessaire (via
vecteur biologique ou moléculaire). Nous pouvons ainsi faire I’hypothese que si des
genes ont été acquis par THG chez un ancétre commun des nématodes parasites de

plantes, ils proviennent de micro-organismes telluriques.

L'une des principales méthodes permettant d’identifier des genes
possiblement acquis par transferts horizontaux est basée sur la détection de
contradiction entre l'histoire évolutive des genes et l'arbre des especes. Afin de
détecter de telles contradictions, une recherche de similarité entre le ou les genes du
potentiel hote et une librairie de séquences de référence représentant la diversité du

vivant mais aussi les potentiels donneurs est la premiere étape nécessaire.

Or, les librairies de séquences généralistes utilisées jusqu’a aujourd’hui pour
étudier les genes acquis par THG chez les NPP sont tres loin de représenter la
diversité de genes présents chez les micro-organismes des sols. C’est pourquoi, nous
avons décidé de réaliser une nouvelles études basée sur l'utilisation d'une librairie

de référence intégrant des données environnementales représentatives des
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micro-organismes présents dans les microbiomes terrestres naturels. Pour cela, nous
avons exploité les ressources métagénomiques shotgun disponibles publiquement

afin d’enrichir notre librairie protéique utilisée pour étudier les THG.

Nous avons intégré les protéines provenant de cinq sources différentes.
Premierement, nous avons utilisé plus de 6 800 métagénomes terrestres et
rhizosphériques provenant de la plateforme IMG/M du Joint Genome Institute (I.-M.
A. Chen et al., 2017), 'ensemble des protéines eucaryotes re-prédites dans ces jeux de
données et décrites dans le chapitre 1 (Belliardo et al., 2022), les protéines virales
prédites dans ces mémes données et disponibles sur la plateforme IMGM/VR
(Paez-Espino et al., 2017), les protéines provenant de sols disponibles dans le jeu de
données Mgnify proposé par I'Institut européen de bioinformatique (Mitchell et al.,
2019) et enfin la librairie généraliste nr du NCBI. Par souci d’homogénéisation de la
qualité des données, 'annotation taxonomique de l'ensemble des 900 millions de
protéines provenant de IMG/M a également été re-déterminée en utilisant la
stratégie du dernier ancétre commun afin de garantir la fiabilité des données. La
combinaison de ces ressources constitue un jeu de données de 1,4 milliard de

protéines.

Apres avoir constitué cette librairie de séquences représentative de la
biodiversité des sols, 1'objectif était donc d’utiliser cette ressource pour étudier les
genes acquis par transferts horizontaux chez les nématodes parasites de plantes.
Pour avoir une vision plus complete de I'ampleur de ce phénomene, nous avons
réalisé l'analyse sur 16 especes de NPP représentant au total sept genres différents
appartenant au phylum Tylenchina. Ces sept genres incluent majoritairement des
especes endoparasites sédentaires (sept especes de Meloidogyne ou nématodes a
galles et cinq especes de la famille Heteroderea ou nématodes a kystes). Il est
intéressant de noter que le mode de vie endoparasite sédentaire a évolué au moins

deux fois indépendamment au cours de lévolution et que les mécanismes
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sous-jacents restent inconnus. Au-dela des endoparasites sédentaires, nous avons
également inclus un nématode semi-endoparasite (Rotylenchus ou nématodes
réniforme), endoparasite migrateur (Pratylenchus ou nématodes des lésions et famille
Radopholus ou nématodes fouisseurs), deux nématodes des bulbes et tiges du genre
Ditylenchus et enfin un nématode migrateur associé aux insectes et également
fongivore (Bursaphelenchus ou nématode du pin). L'ensemble des 580 milliers de
genes prédits dans les dix-huit génomes (pour deux especes, nous disposons de
deux versions du génome) de NPP ont été comparés a notre base de données de 1,4
milliards de séquences enrichies en micro-organismes du sol afin de rechercher une
indication d’une origine non animale. Cette analyse a large échelle a été permise par
l"utilisation de deux logiciels automatisant des procédures de détection de possibles
cas de THG et la confirmation phylogénétique des THG (Koutsovoulos et al., 2022;
Rancurel et al., 2017). Ces outils ont tous les deux été paramétrés pour détecter les
genes d’origine non animale dans les génomes de NPP du clade Tylenchina. Apres
curation manuelle, nous avons détecté, au total, plus de 7 512 THG qui semblent
provenir de 1 290 événements d’acquisition différents. Cela représente en moyenne
une proportion d'environ 1,3% des genes codants pour des protéines dans les
génomes de nématodes parasites de plantes du genre Tylenchoidea et 0.5% chez B.
xylophilus. Apres détection, plusieurs analyses complémentaires ont été réalisées
pour mieux comprendre l'histoire évolutive de ces genes et leur possible impact
fonctionnel sur la biologie de ces nématodes. L'ensemble de ce travail a été présenté

ci-apres sous forme d’article en perspective d'une publication.

2. Article
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Mining soil metagenomes increases our knowledge of the importance of
horizontal gene transfers in the evolution of plant-parasitic nematodes

Carole Belliardo'?, Adrien Deceneux', Corine Rancurel', Georgios Koutsovoulos', Marc
Bailly-Bechet', Etienne G.J. Danchin'

! Institut Sophia Agrobiotech, Université Cote d’Azur, INRAE, CNRS, Sophia Antipolis, France
2MYCOPHYTO, 540 Avenue de la Plaine, 06250, Mougins, France

Abstract

Plant-parasitic nematodes (PPN) are among the most important crop pests and threaten the
world's food supply. Besides the need to understand their biology to develop new control strategies,
they are fascinating organisms in terms of genomic evolution. Plant parasitism has evolved multiple
times independently in nematodes with some convergent evolutionary processes. For instance, all
studied PPNs have acquired bacterial and fungal genes by horizontal gene transfers (HGT). Some of
the acquired genes are involved in essential parasitic functions like plant cell wall degradation
(PCWD) or processing nutrients from the plant. However, several major questions remain unsolved,
like their total contribution to PPN gene repertoires, the functions acquired, their origin, the timing of
acquisition events, and their evolutionary fate and distribution in the genomes. Most PPNs are
soil-dwelling, and the underrepresentation of genes from soil microorganisms in generalist sequence
libraries has previously hampered homology searches and, thus, HGT identification. To circumvent
this problem, we built a protein library including over 6,800 soil metagenomes that we added to
generalist protein libraries to better represent the pool of genes present in the natural environments of
PPN. Then, we performed an HGT detection on protein sets from 18 plant-parasitic nematode
genomes of the Tylenchina clade, constituting the most economically important and highly diverse
group of PPN, against our library enriched with soil proteins.

After manually curating automated HGT detection, we finally identified 7,512 HGT
candidates related to 1,208 acquisition events, including 514 events common to several genomes. The
proportion of genes acquired by horizontal transfers with phylogenetic confirmation in PPN genomes
ranges from 1.38% of protein-coding genes in Tylenchoidea and 0.54 in Aphelenchoidae PPN families.
HGT mainly originates from bacteria, but we also observe fungi, protists and for the first time plants.
The usage of metagenomic data clarified the history of previously described HGTs but also identified
hundreds of new HGTs. Functional analyses of the newly identified HGTs indicate a wide diversity of
potential functions whose biological implications can be more precisely described in in-vitro
experiments. Integrating environmental data in our reference library has allowed us to extend the
detection of HGTs and to complete the catalogue of potential donor offspring.

Keywords Plant-parasitism | Nematodes | Horizontal gene transfer | Metagenomics | genome
evolution | parasitism.



1. Introduction

To address ecological challenges in the
context of population growth, we must develop
more environmentally-friendly yet efficient
crop protection methods while increasing food
production. Plant-parasitic nematodes (PPN)
are globally distributed and among the most
important crop pests threaten the world's food
supply. They infect most vascular plants,
including an extensive range of species with
agronomic interest, and are responsible for 11%
of crop losses yearly (Abad et al., 2008; Singh et
al., 2015). Therefore, it is crucial to understand
how these species have evolved the ability to
parasitise  plants to propose
evolutionary-informed and efficient methods to

more

control them and reduce the agricultural losses
they are responsible for.

Currently, more than 4,000 species of
nematodes have been described as plant
parasites (Decraemer, Wilfrida and Hunt,
David J, 2006; Maule and Marks, 2006). These
species are currently distributed across four
orders of the phylum Nematoda: Triplonchida
(clade 1), Dorylaimida (clade 2), Aphelenchida
(clade 10 b), and Tylenchida (clade 12) in the
phylogeny proposed by van Megen (van Megen
et al., 2009). In all phylogenetic analyses of
Nematodes, plant parasitism appears to have
emerged independently multiple times (Ahmed
et al.,, 2022; Holterman et al., 2017; van Megen
et al., 2009). Due to their colossal food damage
and their high economic impact, Chromadorea
class comprises the most extensively studied
nematode species, including Tylenchida (clade
12) and Aphelenchoida (clade 10 b), which
together represent most of the living and
feeding patterns of plant-parasitic nematodes
(Danchin et al., 2017). All phytophagous species
face similar challenges from the plant defences
and feeding processes; thus, the evolution
towards a plant-parasitic lifestyle requires
specific ~ morphological biochemical
characteristics (Holterman et al., 2017). To
circumvent plant defences, PPN taxa seem to
have
trajectories (Bird et al., 2015), involving both
vertical inheritances coupled with molecular

and

followed  convergent evolutionary

evolutionary processes and horizontal transfer
of genes (HGT).

Once deemed a quirk, horizontal gene
transfers in eukaryotes, including animals, are
now being more and more described in the
literature (Danchin, 2016). The evolution of
species requires genetic variations of individual
features, which may come from gene flow,
transmitted mainly by vertical inheritance.
However, variations in the DNA material are
not only due to the vertical inheritance of
mutations or even the birth of de novo genes but
also result from the incorporation of foreign
genome chunks through lateral transfer that the
offspring could vertically inherit. We know
these events play an important role in the
evolution of prokaryotes and unicellular
eukaryotes. Gene flows between microbial cells
provide new features for fighting biotic or
abiotic attacks, developing new skills for
adapting to the environment, or access to new
ecological niches (Alacevi¢, 1963; Arnold et al.,
2022). Recent studies have shown that
transferring genetic material between species
has also occurred in genomes of multicellular
organisms, including animals (Boto, 2014; Leger
2018). This process is
uncommon for metazoan species because to be
integrated and transmitted, the acquired genetic
material must reach the nuclear DNA of germ
cells which are compartmentalised from the rest
of the organism. Some detailed mechanisms
have been proposed, including the delivery of
DNA chunks into the cell (e.g., viruses or lipid
vesicles), entry into the nucleus (e.g., molecular
interaction with nuclear proteins), and the host
DNA insertion (e.g., transposable element
activity or DNA breakdown). Viruses are
excellent vessels for DNA which can be

et al, relatively

transported between individuals and/or invade
host genomes. Some viruses are experts in
introducing DNA into this
mechanism is very well described for

genomes;

retroviruses with an active mechanism to insert
their genetic material into the host genome
through an enzymatic arsenal (Whitcomb,
1992). However, the viruses belonging to this
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family are not the only ones that can integrate
into the host cell genome, as several studies
show endogenous viral elements in host
genomes (Gilbert and Belliardo, 2022; Pienaar et
al., 2022). Finally, because their replication
occurs within the host cell, they can capture
genetic material from the host. Currently, the
transport of genetic material between animals
through viruses has been demonstrated
experimentally in Drosophila (Loiseau et al.,
2021).

DNA transfer mechanisms between
microbes and animals have yet to be wholly
elucidated  or assessed.
However, close contact between donor and
recipient organisms, such as symbiotic or
trophic interactions, could be a facilitating
element. Similarly, infection with a virus or

experimentally

parasite could just as efficiently serve as a
vector for transfer between species, even if it is
not an intimate relationship.

Although these biological events are
not fully explained and are relatively scarce, a
growing body of research shows that they
appear to have significantly impacted the
evolutionary history of animals through the
emergence of new abilities (Husnik and
McCutcheon, 2018), such as plant parasitism
function (Danchin et al., 2010). Strikingly, some
HGT discovered in plant-parasitic nematode
processes
essential for parasitic functions. Indeed, one of
the first interkingdom HGT cases described
from bacteria toward metazoan involved PPN
species and genes encoding glycoside hydrolase
enzymes with cellulase activity in the cyst

genomes involves biochemical

nematode genome (Smant et al.,, 1998). These
enzymes give nematodes the ability to degrade
the main components of the plant cell wall.
Historically, endogenous glycoside hydrolase
activity in animals was reported for the first
time early in 1960 in nematodes (Dropkin,
1963).
encoding enzymes with a cellulase activity
were described in two cyst nematode species,
and the bacterial origin of these genes seemed
to be the most likely hypothesis, given the
sequence similarity between these genes and

Only after several decades genes

those found in soil bacteria (Smant et al., 1998,
Keen and Roberts, 1998). Enzymes with the
same biological function coming from the same
gene family were then discovered in root-knot
nematodes (Rosso et al., 1999). Then, diverse
cases of putative HGT were described in PPN,
including genes involved in the modulation of
the plant's defence systems, the establishment
of a nematode feeding site, and the synthesis or
processing of nutrients (Craig et al., 2009;
Danchin, 2016; Danchin et al., 2010; McCarter et
al., 2003; Opperman et al., 2008). Interestingly,
similar evolutionary trajectories are observed in
other such as glycosides
hydrolase enzymes acquisition from fungal
donors in phytophagous beetles (Kirsch et al.,
2014) or HGT the
detoxification function in the plant leaves

plant parasites,

even involved in
feeder whitefly that comes from host plant
genomes (Lapadula et al., 2020). Altogether,
these observations support the hypothesis of a
strong impact of HGTs in the evolutionary
history of some animals that became notorious
plant pests. Today, all PPN species analysed at
the omic level have been shown to contain
genes from fungal or bacterial donors (Craig et
al., 2009; Danchin et al., 2017, 2010, 2010;
Eves-van den Akker et al., 2016). Moreover,
transcriptomic, biochemical and proteomic data
support the functional 'domestication’ of genes
derived from HGTs, which seem to have played
an essential role in the multiple independent
emergences of plant parasitism in nematodes
(Danchin et al., 2010; Jaubert et al., 2002). These
horizontally acquired genes seem to come from
several independent transfer events because
even in the case of genes coding for the same
protein function, the genes seem to originate
from different donors according to the
nematode clade (Noon and Baum, 2016). For
example, in Tylenchida genomes (clade 12),
enzymes with cellulase activity belonging to the
glycoside (GH5) are
commonly found in bacterial genomes, but
cellulases found in the genomes of Aphelenchida
(cladel0 b) species belong to a completely
different family (GH45) and seem to have been
acquired from fungi by horizontal gene transfer

hydrolase family 5
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(Haegeman et al., 2011). Thus, it becomes clear
that multiple horizontal gene acquisition events
have occurred in PPN genomes. Since many of
them are related to parasitic functions, such
events have probably played a crucial role in
the adaptive evolution of nematodes towards a
plant-parasitic lifestyle. Moreover, the so far
systematic detection of HGT in PPN lineages
suggests that HGT event is a prerequisite for
plant-parasitism success. Nevertheless, several
questions remain unsolved: What is the total
contribution of HGT to gene repertoires in PPN
genomes? What kind of functions have been
acquired via HGT? Which are the donor
organisms? Furthermore, when did these
evolutionary events occur in the evolutionary
history of the Nematoda phylum?

Approaches to detect horizontal gene
transfers between distantly related organisms
classically start with identifying genes
returning higher sequence similarity with
distantly related clades than phylogenetically

closer clades (Koutsovoulos et al, 2022;
Rancurel et al, 2017). To discover this
peculiarity, sequences of the organism of

interest need to be compared to an as
comprehensive as possible reference sequence
library containing both sequences from putative
donors and more closely related species. One
major limitation in previous HGT studies is the
underrepresentation of
(i-e.
generalist sequence libraries (Parks et al., 2018,
2017; Watson, 2018) despite these species being
possible donors. In recent years, the rise of
metagenomics has allowed the discovery of

soil-dwelling

microorganisms potential donors) in

previously unknown microorganisms and
expanded our understanding of the genetic
diversity of microorganisms in many different
complex environments, including soil and
plant-associated microbiomes (Fierer, 2017;
Ramirez et al., 2014; Taberlet et al., 2012). Recent
2. Materials and Methods
2.1. Data collection
2.1.1 Plant-parasitic nematode proteins

We downloaded predicted proteomes
from 18 plant-parasitic nematode genomes
(Grynberg et al., 2020). The number of proteins

efforts have focused on the de novo assembly of
bulk metagenomic sequencing reads into
metagenome-assembled genomes (MAGs) or
contigs, uncovering the genetic content and
informing on the molecular functions of
uncultured microorganisms (Nayfach et al,
2021; Naylor et al.,, 2020). These advances in
microbiology have highlighted the gap between
the high genetic diversity of microorganisms in
natural  environments the  poor
representation in the sequence
libraries and paved the way for a more efficient
and precise detection of HGT in PPN. In
addition to limitations on the explored protein
dataset, previous attempts to characterise HGT
at a whole-genome level in PPN were either
restricted to only a few organisms from the
same genus (Paganini et al. 2012) or were based

and
standard

on homology search results alone without
phylogenetic validation and thus prone to
substantial rates of false positives (Lai et al.,
2022).

To circumvent these limitations, we
assembled an as comprehensive as possible
reference library with metagenomic data from
four public resources (Belliardo et al., 2022;
Chen et al, 2017, Mitchell et al., 2019;
Paez-Espino et al., 2017), then combined them
with the generalist protein library NCBI nr
(O’Leary et al., 2016). The first challenge was
these
massive datasets into a usable protein library.
Then, we searched for candidate HGT on
proteins predicted from 18 plant-parasitic
nematode genomes of the Tylenchina clade,
covering seven different genera and including

manually curating and integrating

both migratory and sedentary parasites. Thus
we compared a highly diverse group of PPN
against our library enriched with soil proteins.
We then confirmed the horizontal acquisition of
putative HGT using automated phylogenetic
analyses (Koutsovoulos et al., 2022).

per dataset ranged from 10,895 (Meloidogyne
graminicola) to 101,269 proteins (Meloidogyne
arenaria), yielding 598,842 proteins. We studied
17 species from the superfamily Tylenchoidea
from Aphelenchoidea (Table 1,
Supplementary data table 1).

and one
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Table 1 | List of plant-parasitic nematodes genus studied

nb. | Common name

Scientific genus

Lifestyle

17 Tylenchoidea superfamily

7 Root-knot nematode (RKN)

Meloidogyne

obligatory sedentary endoparasite

5 Cyst nematode (CN)

Heteroderidae*

obligatory sedentary endoparasite

2 Stem and bulbs nematode (SBN) Ditylenchus obligatory migratory endoparasite

1 Lesion nematode (LN) Pratylenchus obligatory migratory endoparasite

1 Reniform nematode (RN) Rotylenchus obligatory migratory semi-endoparasite
1 Burrowing nematode (BN) Radopholus obligatory migratory endoparasites

1 Aphelenchoidea

1 Pine wilt disease nematode (PWN)

Bursaphelenchus

facultative migratory

*(Heteroderidae family - including three from the Globodera genus and 2 of the Heterodera genus).

2.1.2 Reference protein library enriched with soil
metagenomic data

First, we downloaded publicly available
assembled soil metagenomic data from shotgun
sequencing reads of the two leading platforms
specialised in analysed microbiome sequencing
projects, IMG/M and Mgnify, respectively
hosted by the Joint Genome Institute and the
European Molecular Biology Laboratory (Chen
et al., 2017; Mitchell et al., 2019). The European
server provided a single file of pooled proteins
and their taxonomic annotation resulting from a
last common ancestor assignment approach.
Hence, we filtered proteins from soil samples or
associated them with plant roots
metadata. In contrast, the most extensive
resource, the JGI server, provides metagenome

using

datasets containing downloadable raw and
pre-processed files by
collected metagenomes of 5988 ‘Terrestrial’
samples in the environmental metagenomes
884 plant-associated
metagenomes in the host-associated category
(available data 2020, October; Supplementary
Data (Belliardo et al., 2022)). The data
acquisition was performed via the IMG/MER

sample. Thus, we

category and

Cart genome portal. The joint genome institute
provides the IMG/VR database, a
complementary and specific annotation of viral
genomes  identified from  metagenomes
(Paez-Espino et al., 2017), that we appended to
our reference library.

In the same way that conventional

also

pipelines can miss the annotation of viral
sequences in environmental data because they
are focused on prokaryotes, sequences from
eukaryotic organisms can also be wrongly
annotated despite their importance in terms of
biomass and ecological functions.

To  Dbetter the
biodiversity of soil microbiomes, including
added proteins de mnovo
predicted and re-annotated in the same 6,872
soil metagenomes from IMG/M of the JGI with
a eukaryotic tailored workflow (Belliardo & al,

represent natural

eukaryotes, we

2022). Finally, we completed our protein library
with the January 2020 release of the NCBI nr
database. The sum of all resources yielded more
than 11 billion proteins corresponding to almost
2 TB of data.
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2.2 Integration of protein sources into a single

library: from metagenomic data to a reliable

protein database

2.2.1 Data curation and quality control
Proteins from metagenomes

collected from different servers and originated

were

from automated prediction and annotation
pipelines resulting in highly heterogeneous
quality. Therefore, the challenge was to make
this massive data more reliable and meaningful.
The most extensive metagenomic datasets
originated from IMG/M, providing predicted
proteins and genomic data (IMGM: 1,4To /
Mgnify: 272Go, Table 2). The mining of IMG/M
MAGs revealed high heterogeneity of the
contig lengths between metagenomes due to
sequencing  technologies,
experimental protocols, pipeline version used

variations in

and biological features. Because most data
initially consisted of short sequencing reads
and a low assembly success rate, half of the
contigs were shorter than 296bp (Belliardo et
al., 2022). These short contigs increase the
volume of data to process and are unlikely to
contain complete genes, hence providing no
more information on gene diversity (Brent,
2007). We first applied stringent filters on
IMG/M  soil metagenomes based on the
assembly quality by keeping only proteins from
contigs at least 1Kb long or containing at least
three genes predicted by Prodigal in JGI files.
Moreover, a minimal length threshold of 50
amino acids for all metagenomic datasets
(Nevers & al., 2021) was also applied. Filters
reduced by almost a factor of 4 the volume of
the dataset and further increased the accuracy
of the data quality.

2.2.2 Reducing protein redundancy

Although filtering significantly reduced
the amount of data, we expected a remaining
redundancy in the pool of metagenomic
proteins data from
thousands of independent studies.
Furthermore, some sequencing data came from
time points sampling the exact location.
Redundancy at the protein sequence level had

to be eliminated to obtain a quality dataset

due to originating

similar to that of the standard non-redundant

libraries.

We pooled proteins by metagenomic
(IMG/M, MGnify, IMG/Vr)

clustered each set with the Linclust software of

source and
the MMseq2 metagenomic toolkit (Steinegger et
al., 2018). We used the “easyclust” workflow to
perform the clustering with at least 99%
sequence identity and covering at least 90% of
the target. Clustering was performed
individually on libraries, but redundancy
between different libraries was conserved.
Overall, the number of sequences was reduced
by 30% (Table 2).

2.2.3 Enhancing the reliability of taxonomic
information

In the most extensive metagenomic
public repositories IMG/M,
assignment is solely based on the best BLAST
hit against NCBI non-redundant (nr) regardless
of the percent identity (Chen et al., 2017)
resulting in unreliable information. To obtain a
more

the taxonomic

reliable taxonomic annotation, our
strategy was to apply the last common ancestor
algorithm of a Diamond search against the
NCBI's nr using the strategy described in
(Belliardo et al., 2022) to the 924 million soil
metagenomic proteins from the JGI. In the LCA
mode, Diamond will assign an NCBI taxonomic
identifier (i.e. TaxID) based on the last common
ancestor of all the hits with a score not
diverging by more than 10% from the best hit
score (Buchfink et al., 2015). Using an LCA
approach constitutes a substantial gain in
taxonomic annotation reliability compared to
approaches based on the best BLAST hit alone,
this single best hit being potentially
miss-annotated itself or sharing only a common
identity with the query sequence.

We combined the almost billions of
curated and  taxonomically = improved
metagenomic proteins with the NCBI nr
databases to cover a wide spectrum of living
organisms. Then, we built a Diamond formatted
protein database with default parameters.
Finally, we improved

non-redundant comprehensive

obtained an and

protein
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database more representative of the natural soil
biodiversity.

2.3 Detection of HGT in PPN, Genome
screening: identification of putative HGT
2.3.1 Identification of possible HGT based on
homology

To detect putative HGT, we wused
Alienness (Rancurel et al, 2017) and AvP
(Koutsovoulos et al., 2022), which automatically
computes HGT metrics based on sequence
(i.e. BLAST or
This software was tuned to

similarity search results
DIAMOND).
exclude hits with ‘Tylenchina” proteins (TaxID:
6300) and keep as a taxon of interest ‘Metazoa’
hits (TaxID: 33208). With this configuration,
those softwares will detect putative HGT of
non-metazoan origin in Tylenchina.

The first metric calculated by Alienness
is the Alien Index (Al) based on the difference
between e-values of the best donor hit and best
recipient hits, which was first described in
(Gladyshev et al., 2008). Since e-values are
sensitive to the database size, the AI scores
from different libraries cannot be compared.
However, because they are based only on the
best Metazoan / non-Metazoan BLAST hits,
they highly
contamination or taxonomic misannotation. If

are sensitive to database
the subject protein of the best hit is erroneously
assigned a non-metazoan taxID in the database,
this metric will wrongly detect a candidate
HGT. In contrast, erroneously labelling with
metazoan taxID to a non-metazoan protein of
the database will not enable HGT detection.
The calculated by AvP
(Koutsovoulos et al., 2022) was proposed to
issue by aggregating all
normalised bit-scores of donor and recipient
sequences before calculation. This Aggregate
hits score (AHS) will decrease misdetection
related to taxonomic annotation errors in

second metric

circumvent this

databases. To collect as many putative HGT
cases as possible at this step, we selected all
PPN proteins returning either a positive Al or
AHS (i.e. having higher similarity with
non-Metazoan than Metazoan proteins). Briefly,
similarity conducted

analyses were

independently for each PPN species with the
software DIAMOND, designed for
high-performance analysis of protein sequences
across libraries.

All predicted proteins are compared
against our comprehensive protein library
using DIAMOND in BLASTp mode (Buchfink
et al, 2015) with a max-target-seqgs number of
500. Then, we used Alienness and AvP to parse
DIAMOND using a
taxonomic cross-reference combining NCBI's
taxonomy and our metagenomic taxonomy

results homemade

assigned as previously described.

A penalty e-value or bit score (1 for Al
and 0 for AHS) was automatically assigned to
the best metazoan or non-metazoan score when
no BLAST
taxonomic groups. To allow detection of HGT
that took place in ancestors of PPN, self-BLAST
results to Tylenchina were ignored for the
calculation of Al and AHS. Moreover, all hits
with proteins assigned to an ‘unclassified’
(TaxID: 12908) or ‘Other’ (TaxID: 28384)
taxonomy were also excluded from the

results were found in these

calculation. Thus, no index values could be
calculated for proteins returning no significant
hit or only hits to ‘unclassified ‘and ‘Other’
TaxID. In contrast, for both Al and AHS a
positive value (> 0) reveals a better match with
non-metazoan species than with metazoan
species, which might indicate possible HGT
(Koutsovoulos et al., 2022; Rancurel et al., 2017).

2.3.2 Clustering of orthologous proteins and
phylogenetic validation

When a PPN protein is more similar to
non-metazoan proteins, this indicates a gene
possibly originating from horizontal transfer.
We performed phylogenetic analysis for all
HGT candidates to confirm their origins and
provide a complete evolutionary history.

For the following steps, we used the
AvP toolkit (Koutsovoulos et al. 2022), which
provides a suite of which
automatically performs all common steps of
phylogenetic HGT analysis and validation. In
AvP the
homologous sequences, producing multiple

software

summary, allows  retrieving
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alignments, constructing the phylogeny and
analysing the topology to assess whether it
supports the HGT hypothesis.

2.3.2.1 Clustering of homologous proteins

Genes acquired by a common ancestor
of PPNs are expected to be found in descendant
species in orthologous relations
between genes. Furthermore, their
integration, HGT can be duplicated into the
host genome resulting in paralogous genes.
Thus, to recover this information, the first step

resulting
after

after the detection of putative HGT is to cluster
/ group homologous PPN proteins with their
respective hits in the reference databases.

To cluster homologous proteins, we used a
homemade script  (see  below)
performing a meta-clustering by integrating the

python

results of 3 approaches of homology analyses:

e Single Linkage clustering of HGT
performed with AvP ‘prepare’ module
run in default mode(Koutsovoulos et al.,
2022). This module groups the query

species sequences based on the
percentage of shared blast hits (by
default, 70%).

e Phylogenetic  orthology  inference

performed with OrthoFinder (Emms
and Kelly, 2015). This
determines the correspondence between

software

genes in different organisms. We used

publicly available Orthofinder results

from (Grynberg et al, 2020),
https://doi.org/10.15454/TTAQOW.

e (lustering by shared protein family

this,

domain annotation was performed with

InterProScan (Jones et al., 2014), and we

selected only Pfam annotations.

First, we aggregated the groups sharing
an AvP and/or OrthoFinder group
Then, we aggregated
supergroups with the same most represented
PFAM domain. We retained only the largest
domain for each protein for this last step.

domains. For protein family

into

supergroups. also

2.3.2.2 Phylogenetic analysis

Phylogenetic analysis was automatically
performed with AvP software using our
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comprehensive protein library as input. This
analysis was performed by re-using the AvP
‘prepare’ module, providing a grouping file
from our meta-clustering of homologous
proteins. This procedure automatically collects
all protein sequences of groups of queries and
significant hits from the database. First, AvP
created one Fasta file by orthologous
supergroups. Then, we ran the AvP ‘detect’
module with the trimming option disabled and
minimal node_support’ value of 75, under which
branches were collapsed into polytomies to
only retain highly-supported branches. AvP
parallelise the phylogenetic reconstruction by
homologous supergroups by aligning each
multi-protein fasta file using MAFFT (Katoh
and Standley, 2013), and then reconstructing
phylogeny using FASTTREE (Price et al., 2010).
After  phylogenetic AvP
automatically classifies queries according to the
tree topology based on the selected taxon of
interest (TOI, here Metazoan: taxID 33208) and
excluded group (EG, here Tylenchina: taxID
6300). To deal with the potential erroneous
taxonomic assignment in the reference library,
we configured AvP to accept a maximum of
20% of metazoan proteins in sister branches.
Beyond this threshold, the putative HGT is
labelled ‘complex’ to remain stringent.

reconstruction,

2.3.2.3 Manual curation of miss HGT classifications

Some pitfalls could remain in automated
HGT analysis related to complex cases, such as
(i) host genome and (ii) reference library

contaminations or (iii) independent HGT events
that happened in the ancestor of relatively close
A HGT event here defined has a
monophyletic PPN clade surrounded by more
than three non metazoan proteins. Thus, we

taxa.

considered four additional features described
below to validate HGT based on phylogenetic
topologies:

- The percentage identity between HGT
candidates and their best non-metazoan
hits reported by Alienness (Rancurel,
2017)

- The orthology conservation between

based on

several PPN genomes

detecting protein from other Tylenchina


https://github.com/CaroleBelliardo/HGT_PPN_2022/blob/main/HGT_clusteringOrthologous.ipynb
https://www.zotero.org/google-docs/?pfkpbA
https://www.zotero.org/google-docs/?pfkpbA
https://www.zotero.org/google-docs/?ECj46y
https://www.zotero.org/google-docs/?ECj46y
https://www.zotero.org/google-docs/?0Sz613
https://doi.org/10.15454/IIAQOW
https://www.zotero.org/google-docs/?BWHdDc
https://www.zotero.org/google-docs/?GCUjPG
https://www.zotero.org/google-docs/?GCUjPG
https://www.zotero.org/google-docs/?NTpQkw

genomes in branches related to a unique
transfer event.

- The content of sister branches requires
at least three non-metazoan proteins in
sister branches filtered by a custom
python script (see below)

- The genomic environment, which is
calculated by the 'local_score' module of
AvP and configured to compute the
score on ten surrounding upstream and

We labelled as

contamination any species-specific HGT

downstream HGTs.
without any surrounding host gene.

The first feature revealing potential
contaminations  or
annotation in protein libraries is the high
percentage identity with homologous genes

erroneous taxonomic

from possible donors, as mentioned in (Ku and
Martin, 2016), where authors suggested a
threshold of 70 percent identity to discriminate
HGT from contamination. Also, putative HGT
classification for proteins predicted on DNA
chunks composed of a high density of genes
matching only with distant (donor) species
suggests contamination (Koutsovoulos et al.,
2016). We analyse the gene environment for all
PPN species except Rotylenchulus reniformis due
to missing GFF files. Genes with more than 70%
identity with putative donors or without
nematode genes in the range of 10 genes before
or after and no ortholog in any other PPN
genomes are considered as resulting from
contamination. In addition, putative HGT with
less than three non-metazoan species in sister

branches was considered indicative of
erroneous taxonomic classification in the
reference library.
3. Identification of putative donors

All  metagenomic  proteins  were
taxonomically annotated using the Last

Common Ancestor function implemented in
Diamond. Those from IMG/M and IMGMeuk
were annotated with default parameters and
the January 2020 release of the NCBI nr
database as a reference library. For data from

Mgnify and IMGVR, we used the original
annotations provided. Before pooling, proteins
were labelled according to their database source
‘ MG_IMGM, " MG_IMGMeuk’,
‘ MG_IMGVR”;, "_MG_MGY' ].

This analysis used trees reconstructed
by AvP in newik format. Information about
putative donors was extracted from sister
branches of the HGT event (custom script, see
below). For each HGT, we browse the tree from
the leaf to the root, searching for a node
spanning a monophyletic set of leaves that we
call an “HGT event" which
homologous HGT followed by robust branches
defined as containing at least three
non-metazoan proteins (Fig. 1). Among HGT
event branches, non-Tylenchina leaves isolated
among a

includes all

set of nematode proteins are
considered as a mis-annotation in the reference
library and ignored. In contrast, successive
branches containing more than three
non-metazoan proteins are deemed to be robust
branches. Then, for each protein of sister

branches, we assigned a taxonomic kingdom

annotation, including 'Bacteria’, 'Archaea’,
‘Viruses' and 'Eukaryota’, declined into
'‘Eukaryota@Metazoa' 'Eukaryota@Fungi’,

'‘Eukaryota@Sar', 'Eukaryota@Viridiplantae' and
'‘Eukaryota@other_non_metazoa'. If more than
80% of branch kingdoms are similar we
attribute a branch label and a LCA of those
lineages are performed to refine donor identity.
Otherwise, the "
attributed.

"NM_mixture name is

Chesrmisar aruclire Sornmiin

<]

"
-
T .
B | BerprnacsPvgr Simaiiir

<

rotéines
homologues
Dylenchunog

Branche soeur
aroagtiale

Schiemna de ta fopologne des arbres poylogendhigues


https://www.zotero.org/google-docs/?SU2uMV
https://www.zotero.org/google-docs/?SU2uMV
https://github.com/CaroleBelliardo/HGT_PPN_2022/blob/main/HGT_clusteringOrthologous.ipynb

4. Functional annotation and Gene ontology
terms enrichment

To identify conserved protein domains,
we annotated, for the 18 studied Tylenchina
genomes,  all with
InterProScan (Blum et al., 2021; Jones et al.,
2014), with  the  option  -iprlookup
-gotermsemployed to assign Gene Ontology
(GO) identified InterPro
domains. Then, we determined whether some
GO terms were significantly enriched in HGT

predicted  proteins

terms from the

candidates compared to the background of the
species analysed using the hypergeometric test
implemented in GoFuncR software v.1.10.0
(Grote, 2017) using default version 2020, March
23 of the GO-graph database.

We used the ‘refine’ option to retain
non-redundant general terms (higher in the
hierarchy, usually inferred by FUNC) when
most of the corresponding proteins in a node
were spread out across daughter GO terms.
When overlaps between proteins associated
with several enriched GO were identified, these
proteins were joined into representative groups.
Each group was given a more general term that
represents and/or explains the biological
processes and/or molecular functions in which
they participate. GO terms fold-enrichment (FE)
values were calculated as the ratio between the
observations and the expected frequency of
genes.

3. Results
3.1 Comprehensive and accurate soil
metagenomic protein library

We hypothesised that genes acquired by
horizontal transfers in plant-parasitic nematode
genomes mostly originated from soil-dwelling
microorganisms. In such a scenario, knowledge
of uncultured microorganisms
increase our understanding of the impact of

soil could
HGT on the gene repertoires and evolutionary
history of phytoparasitic nematodes. To figure
it out, we populated our reference library with
proteins  predicted in
rhizospheric metagenomes.

We downloaded proteins from 6,872

terrestrial and

public
10

metagenome-assembled ~ genomes

(MAGQG) studies publicly available on the IMG/M
platform and the pooled set of proteins from
the Mgnify platform. The first step was making
this massive data more reliable for protein

prediction and  subsequent  taxonomic
assignment to ensure robustness in HGT
analysis.

We filtered the data according to

assembly quality and sequence completeness at
the contig and protein levels. Thus, we only
retained high-quality protein predictions on
contigs from terrestrial and plant-associated
metagenomes. This quality filtering reduced
metagenomic datasets by tenfold (85% for the
IMG/M and 99% Mgnify), removing 9.6 billion
proteins (Table 2). To further optimise the time
needed to mine this library, we have also
reduced the redundancy by clustering similar
proteins, yielding 950 million non-redundant
proteins (Table 2). Overall, we have gained
accuracy and compactness without information
loss high-quality
non-redundant dataset of the 950 million

and obtained a and
proteins from soil-dwelling and rhizospheric
organisms complementing the 462 million
proteins from NCBI nr (Table 2).

The taxonomic classification of proteins
from uncultured microorganisms is challenging
and could constitute a pitfall in detecting HGTs.
Indeed, the taxonomic assignment in JGI
automatic workflows is based on the single best
BLAST hit against different versions of the
NCBI's nr depending on the release date of the
metagenomic data (Chen et al., 2017; Mitchell et
al., 2019). This automatic taxonomic annotation
is highly sensitive to taxonomic annotation
errors because it only relies on the best blast hit
without a similarity threshold. If the taxonomic
annotation of this hit is erroneous due to
contamination or error, it is
automatically propagated without further
quality check.

A more reliable method for taxonomic
assignment of sequences distantly related to
those of known organisms, such as ancient or
current metagenomic data, is usually based on
a last common ancestor approach, taking into
hits. This

manual

account multiple method was
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previously used for the taxonomic annotation
of soil eukaryotic proteins (Belliardo et al.,
2022) and for Mgnify dataset annotation
(Mitchell et al., 2019).

We redid the taxonomic assignment for
the entire metagenomic protein library with a
last common ancestor approach and up-to-date
reference NCBI nr library to homogenise the
quality and reliability between the different
data sources (i.e. IMG/M vs Mgnify). This
process resulted in a taxonomic annotation with
variable ranks (deeper or shallower) between
proteins depending on the consistency of the n
best hits taxonomic annotation with less than
10% score drop with the best hit. This
assignment method contrasts with the original
JGI annotation, which always gives information
at the deepest rank, i.e. species or strain, except
for unclassified or other sequences, regardless
of the score and only based on the single best
hit.

Integrating proteins from five different
sequence resources from IMG/M (Chen et al.,
2017), IMG/VR (Paez-Espino et al., 2017),
IMG/euk (Belliardo et al, 2022), Mgnify
(Mitchell et al., 2019) and NCBI nr (Benson et
al., 2012), our custom library contained a total
of 1.4 billion proteins and constitutes a resource
three times larger than libraries used in
previous HGT analyses (Table 2). In addition,
metagenomic data significantly increased the
taxonomic diversity of the protein library.

Indeed, 82% of protein taxa are assigned
ranks from genus to kingdom. This
taxonomic assignment to more ancestral ranks
reflects the absence of multiple hits from closely
related species in the NCBI's nr and highlights
significant enrichments of the soil biodiversity

to

representation. Thus, populating a reference
library with all available soil metagenomic data
provided an unparalleled resource for HGT
study in soil-dwelling organism genomes.

Table 2 | Reference protein library information according to data collection

Protein Nb. of protein size Filtering size | Clustering Size | Ref.

library (Go) (Go) (Go)

Mgnify 1,106,951,200 272 12,783,475 2.3 11,608,667 1.7 Mitchell et al., 2019
IMG/M 9,919,643,025 1400 | 1,520,218,604 | 338 924,675,615 229 Chen, 2017
IMG/VR 68,018,527 19 4,769,719 1.3 2,945,078 0.8 Paez-Espino et al., 2017
IMG/euk 8,000,000 3 6,500,000 2.6 4,771,679 1.9 Belliardo et al., 2022
NCBI nr 462,834,406 223 462,834,406 | 223 | 462,834,406 223 (Benson et al., 2012)
Total 11,565,447,158 1,917 | 2,007,106,204 | 567 | 1,406,835,445 | 446,4 N/A
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3.2 HGT content in Tylenchina genomes using
environmental data

Using our soil protein library, we
performed HGT detection and analysis on the
full proteome of a wide range of PPN species to
understand the impact of HGT in their
evolutionary history. Thus, we screened
proteins from 18 genomes of Tylenchina species
including seven root-knot nematodes (i.e.
Meloidogyne genus), five cyst nematodes (i.e.
Heteroderidae family), two stem and bulbs
nematode (i.e. Ditylenchus genus), one lesion
(i.e.  Pratylenchus genus),
reniform nematode (i.e. Rotylenchus genus), one
burrowing nematode (i.e. Radopholus genus)
and one pine wilt disease nematode (i.e.
Bursaphelenchus genus) (Table 1).

HGT
described in the genomes of these species
through independent studies, generally focused
on a single gene and not always including
phylogenetic validation. Here, we applied a
reliable phylogenetically-based HGT detection
and analysis method to all PPN species to

nematode one

events have already been

provide a more robust and comprehensive
history of HGT in phytophagous nematodes of
Tylenchina and Bursaphelenchus genus.

3.2.1 Initial detection of putative HGT using
similarity metrics

Horizontal gene transfer arises from the
transmission of genetic material between a
donor and a recipient organism that may be
evolutionarily distant, even across kingdoms.
We were interested in HGT of non-metazoan
origin in plant-parasitic nematodes in this
study.

To perform this analysis, we wused
Alienness software (Rancurel et al., 2017) on the
18 PPN This is a fast,
high-throughput initial approach to identify a
gene as a potential HGT, based on a similarity
metric between the most similar genes in

genomes.

closely and distantly related species. Screening
the 598,842 proteins from 18 Thylenchina
genomes against our custom library revealed
43,042 proteins resembling more non-metazoan
than metazoan proteins. Of these putative
HGTs, 16,560 cases constitute high-presumptive
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HGT cases by displaying positive values for
both Al and AHS metrics.

Putative HGTs are distributed between
the 18 genomes and represent, on average,
6.95% of predicted proteins per genome, with a
minimum value of 3.31% (727 putative HGT)
observed for P. penetrans and a maximum of
10.10% (6,036 putative HGT) in M. incognita
Newton (Fig 1, supplementary data table 2).

3.2.2 Phylogenetic confirmation and analysis of
putative HGT

Similarity-based metrics help detect
putative HGT. However, this approach does not
always inform on the evolutionary history of
genes. To confirm putative HGT cases, we need
the relationship between
homologous genes by phylogenetic analyses,
including a broad
sequences.

To validate the origin of putative HGT
in PPN genomes, we used AvP software
(Koutsovoulos et al., 2022) which automatically
computes phylogenies
topologies. AvP was configured to perform
phylogenetic reconstruction for genes with
more than three hits, yielding 42,525 putative
HGT cases that were further phylogenetically
analysed. The first step to managing a
phylogenetic analysis at this multi-species scale

to reconstruct

range of homologous

and analyses tree

is to define groups of proteins deemed
homologous to reconstruct comprehensive trees
and more readily assess the number of
horizontal acquisition events. To
homologous HGT cases, we developed a
three
similarity signals, associating single linkage
clustering based on a majority of shared BLAST
hits (i.e. 11,979 groups), orthology relationship
deduced from MCL clustering of reciprocal
best-hits (i.e. 4,788 groups) and shared protein
families domains (i.e. 1,882 groups). Using as a
gold standard a manual expert CaZyme
annotation of the M. incognita proteome
performed by the glycogenomics team, we
compared different method clustering in
succeeding to aggregate genes from the same
gene family.

retrieve

meta-clustering method based on


https://www.zotero.org/google-docs/?dRLovY
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The meta-clustering method gives more
consistent results to cluster putative HGT from
the same gene family into a single group,
relative to any of the three methods used alone.
For example, HGT encoding polysaccharide
lyases proteins with pectate lyase activity of the
PL3 family previously described in (Haegeman
et al., 2011) were clustered into 14 different
groups by the linkage clustering approach and
into height different groups by the orthology
analysis. However, our meta-clustering method
combined them into one more extensive group.

Using our
allowed the grouping of the 42,525 putative
HGT from the 18 species into 2,762 orthologous
groups, with sizes ranging from one to 6,547
HGT per group, with an average of 15 HGT
genes. Then, AvP automatically reconstructed

meta-clustering methods

phylogenies for each group and classified
putative HGT according to tree topologies.
Setting the software to be tolerant to
some miss-annotation in the reference library
(methods), the hypothesis of the horizontal
acquisition was confirmed with strong support
from topologies for 7,565 protein-coding genes
spread in 950 trees, which encompassed 1,180
acquisition events. Therefore, several trees
include multiple independent HGT events. A
given HGT event can include multiple PPN
proteins species (potential
acquisition in an ancestor) or the same PPN

from multiple

species (duplications after acquisition).

The software could not conclude for
9,411 putative HGT classified as “COMPLEX’
due to more than 20% of metazoan proteins in a
sister or ancestral sister branch. Considering
potential independent acquisitions in other
metazoan taxa, these genes related to 1,272
events in 532 trees were labelled ‘complex” in
this first tree topology analysis.

3.2.3 Ruling out false positive detection to refine the
HGT identification

The automatic processing with AvP
software coarsened the identification of HGT by
rapidly selecting robust However,
automated approaches cannot wholly resolve
complex cases such as contamination in (i) host

cases.

genome or (ii) reference library. These biases
related to the nature of data could not be
automatically managed by HGT software and
required more expertise. One-third of the
complex cases were randomly selected and
to determine whether
could refine phylogenetic
validation of HGT in PPN nematode genomes
using a custom library populated with
metagenomic data.

The first feature revealing possible

manually analysed

general rules

contaminations in either host or library proteins
is the high percent identity between candidate
HGT and homologous genes from possible
donors, as mentioned in (Ku and Martin, 2016).
Another gene feature potentially indicative of
the presence of contamination is the genomic
environment of the putative HGT. Indeed, an
HGT case related to a gene located on a DNA
chunk composed entirely of genes classified as
HGT candidates will be strongly presumed as
contamination.

In contrast, the detection of endogenous
genes from the host genome in the genomic
environment of HGT or the occurrence of a
homologous HGT in several genomes makes
the contamination hypothesis less likely. These
support the hypothesis of
horizontally acquired genes.

Applying stringent rules based on these
we observed 377 of 16,976
phylogenetically confirmed HGT related to
possible contamination in the host genome. The

last features

assumptions,

least contaminated genomes are those from the
Heterodera genus, with no putative HGT
assigned as contamination. In contrast, the
Meloidogyne hapla shows the highest value with
139 proteins identified as contaminations (Fig.
2, supp. data table 2).

In addition, to be as stringent as
possible, we deemed cases with less than three
non-metazoan proteins in the sister branch as
erroneously labelled in the reference library,
and we then excluded 7,794 erroneous putative
HGT, representing 11 to 32% of confirmed HGT
depending on proteome size (Fig. 2, supp. data
table 2).
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After manually curating automated
HGT detection, we finally identified a7,512
phylogenetically-confirmed HGT candidates
corresponding to 1,209 acquisition events
distributed in 592 trees. In addition, 1,113
putative HGT were classified as ‘COMPLEX’
related to 208 potential events spread on 131
trees. As we can notice, most of the "complex”
cases (i.e. reduction from 9,411 to 1,209) were
eliminated by the rule requiring more than
three proteins in sister branches to declare a
robust potential donor branch.

Therefore, on average, 0.2% of
protein-coding genes of the Tylenchina genome
stay qualified as ‘complex’ by automated
processing, but 1.3% of genes have strong
phylogenetic support for acquisition via
horizontal gene transfers. The lower content of
HGT candidates is identified in B. xylophilus,
with only 96 HGT representing 55 HGT events
(Fig. 2 A), spanning 0.5% of protein-coding
genes of this genome (Supp data Fig. 1 A). In
contrast, on average, we observe 1.38% of
protein-coding genes that are HGT candidates
in other PPNs. HGT candidates represent 1.23%
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and 1.47% of protein-coding genes in root-knot
nematode cyst nematode species,
respectively.

Among cyst nematodes, the number of
genes and events is homogenous (Fig. 2 A,
Supp data, Fig. 1 A). In contrast, the number of

and

HGT genes and events varies significantly
between other species and particularly inside
root-knot nematodes clade (Fig. 2 A). However,
(except for M. graminicola where it’s particularly
high), the proportion of HGTs
proportional to the number of coding proteins
in PPN species (Supp data Fig. 1 A).

It should be noted that root-knot
nematode  genomes  display
variations in genome size and gene number
because of the polyploid nature of some of
them. The genome presenting the highest

remains

substantial

proportion of genes acquired via HGT is the
one of the burrowing nematode species R.
similis (1.7%) (supplementary data Fig. 1). In
addition, we observe between 0.10% (H.
glycines) to 0.38% (D. dipsaci) of genes per
species labelled ‘complex’ (Fig. 2).
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Figure 2 | The phylogenetic tree of studied species displaying (a) the classification of putative HGT events

according to manually curated AvP results and (b) the kingdoms of potential donors of candidate HGT

events, and (c) complex HGT events. The origins of donors were based on the sister branch taxa content (see

main text)

3.3 Metagenomic data has highly expanded the
catalogue of possible donors
3.3.1 Contribution of metagenomic data to the
detection of HGT events

One of the main questions regarding
horizontally acquired genes is the origin of
these genes. Most cases of reported HGT in
animal genomes seem to originate from
bacterial genomes (Dunning Hotopp, 2011), but
HGT from other taxa were also described in
some animals from Viruses (Irwin et al., 2022),
plants (Lapadula et al., 2020), Algae (Schwartz
et al., 2014) and Fungi (Kikuchi et al., 2004). In
PPN genomes, phylogenetically-assessed HGT
candidates until today come from Bacterial or

Fungal genomes presumed to live in the soil
(Danchin et al., 2017, 2010; Haegeman et al.,
2011; Kikuchi et al., 2004; Paganini et al., 2012).
Populating our reference library with soil
metagenomic data is expected to increase our
knowledge on the origin of HGT candidates by
including genes from the relatives and likely
descendants of the original donor species.

The more comprehensive HGT detection
in plant-parasitic nematode genomes supports
the idea that at least some PPN genes originate
from soil-dwelling microorganism genomes

that were not represented in generalist
sequence  libraries. =~ To  assess  how
environmental data contribute to HGT
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detection and how they complete the catalogue
of potential donors, we analysed the content of
Tylenchina's HGT sister branches. All sources
combined, the metagenomic data enriched the
reconstructed phylogenetic trees with 171,779
proteins
76,822 of which are found in the nearest sister
branch of proteins classified as HGT or
"complex". For 749 HGT acquisition events,
corresponding to 5,966 HGT candidates (among
which 130 complex events and 692 complex
candidates),

from uncultured microorganisms,

the nearest sister branch of
Tylenchina proteins contains proteins from
metagenomes. For 291 HGT
Tylenchina genomes, the nearest sister branch
contains more proteins from metagenomes than
from NCBI nr. Several hundred HGT were
detected the wusage of
metagenomic data: the nearest sister branch
contains exclusively metagenomic data for 872
and 253 genes, respectively, classified as HGT

and Complex (resp. 226 and 58 events).

events in

only through

3.3.2 Overview of the origins of horizontally
acquired genes

To assess the origin of candidate HGTs,
we automatically analysed the content of the
closest sister branch to these genes in the
phylogenetic tree. We deduce a donor kingdom
if 80% of the taxa assigned to the proteins in the
sister branch are from the same kingdom;
otherwise, the origin is labelled “NM_mixture”
for Non-Metazoan mixture.

According to this donor identification
process, bacteria is the most represented donor
kingdom. From 55 (39% of HGT in B. xylophilus)
to 623 (70% of HGT in R. similis) genes per
genome seem to originate from this kingdom,
originating from dozens of acquisition events.
We observe 17 to 115 HGT events (respectively,
B. xylophilus and P. penetrans) related to this
kingdom corresponding to 55 and 214 genes.
Hence, half of HGT in PPN genomes are of
bacterial origin, except for B. xylophilus, where
fungi are the majority (Fig. 2 B). In this species
we observe 46 genes (47% of HGT) originating
from 14 events of transfers from fungal donors.
This is consistent with the dual lifestyle of B.
xylophilus, which is able to feed both on plants
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and fungi. For other PPN species, fungal origin
represents, on average, one-fifth of HGT events.
At the scale of events, the smallest proportion of
HGT events from fungi is observed in M. hapla
(8.8% HGT) and the highest still in B. xylophylus
genomes 33%. Besides bacteria and fungi,
which had previously been described as HGT
donors in PPN (Haegeman et al., 2011), we also
identified other possible donors. For instance,
several dozen genes of PPN appear to originate
from various ‘Protist’ genomes with an average
of 21 HGT per species (combining
‘other_ NM_Eukaryota’ and ‘Eukaryota@Sar’ of
Fig. 2 B). We observe the fewest HGT from this
category in M. floridensis, with only 8.9% HGT,
and the highest percentage of HGT in D. dipsaci
with 26,6% (Fig. 2 B). Among those
non-metazoan eukaryotes organisms, species
from the SAR clade are the most represented
for all PPN genomes studied. We observe, on
average, ten genes per species from Archaea
corresponding to between one and three events
of transfers (Fig. 2 B). It is even less for Viruses,
from which, on average, only one gene per
species seems to have originated from (Fig. 2 B).
Most of the events originating from Archaea
and Viruses taxa are species-specific, and the
representative proteins in sister branches are
often in small numbers. Manual screening of
phylogenetic trees revealed that no HGTs of
viral origin appear to be strongly supported. In
contrast, two events from Archaea origin
shared by at least two and three species
represent interesting new cases of HGT
candidates. According to our HGT automated
validation rules, for a few HGT candidates, the
most likely donors are Viridiplantae species
(Fig. 2 B). We observe between 8 (B. xylophilus)
and 117 (M. arenaria) genes corresponding to 7 -
28 transfer events that seem to originate from
plants. Satisfying our stringent validation rules,
these genes
contaminations. Nevertheless, we cannot define
a single potential donor kingdom for a
substantial proportion of genes between 5 to
10% according to nematode species due to a

are unlikely to represent

mixture of different non-metazoan proteins
present in the sister branches with a proportion
lower than 80%. As well as the HGT ratio in the


https://www.zotero.org/google-docs/?bJ4m1B

PPN genomes,
kingdoms are homogeneous among the PPNs
of the superfamily Tylenchoidea. However, B.
xylophilus, the sole representative of the
Aphelenchoidea  family shows a  higher
proportion of genes of fungal origin. Overall,

the proportions of donor

the same proportion of donor kingdoms is
observed for genes classified as complex.

3.3.3 Improvement of gene donor identification

To assess more accurately donors'
identities, we performed a taxonomic reduction
with a last common ancestor on putative donor
lineages. After extracting the complete lineage
of PPN sister branches, we trimmed taxonomic
rank until they encompassed 80%. For several
hundred HGT events, we succeeded in defining
a donor lineage at different taxonomic ranks
shallower than a kingdom. Donor taxa were
identified at the phylum rank for 63 HGT
events displaying 17 different taxa. Half of the
events seem to have originated from the
Proteobacteria phylum including HGT coding for
candidate Isochorismatase (Fig. 3 A). The
Actinobacteria are the second most frequent
donor phylum with 11 events from this phylum
including HGT related to the GH75 family (Fig.
3 B)In other HGT phylogenetic trees,
Proteobacteria donors could be more accurately
identified as members of Betaproteobacteria class,
such as HGT encoding polygalacturonases of
GH28 family (Fig. 3 C). More
Proteobacteria donors could also be identified at
the family or genus level, such as for genes
coding proteins involved in VB1, thiE and thiM
synthesis (Fig. 3 D) that seems to originate from
the Burkholderiaceae family. For 263 HGT events,
putative donors could be more accurately
identified at the species level (supplementary
data fig. 3). However, a considerable part of the
PPN sister branches contain proteins from
distantly related species, and the taxonomic

rarely,

rank encompassing 80% of sister branch
proteins is still the kingdom (supplementary
data fig. 3). Consequently, for 434 and 293
events donor identities could only be identified
Bacteria and Eukaryota.

proteins

respectively  as

Re-predicted  eukaryotic from

metagenomic data have also contributed to the
catalogue of potential donors for HGT of PNN
originating from eukaryotic donors. Multiple
taxonomic levels of donor identification are also
observed for these HGTs. For PPN genes
acquired by horizontal transfer and encoding
Thi4 proteins involved in vitamin B1 synthesis,
the most comprehensive information regarding
donor identity is the fungi kingdom as a whole
due to the diversity of fungal donors in the
sister branch (Fig. 4 A). In contrast, for a newly
identified HGT in genomes of most
endosedentary PNN genomes (RKN and CN),
our analysis indicates these genes probably
belong to the fungal class Agaricomycetes. The
next closest sister branch originated from our
re-predicted eukaryotic metagenomic dataset
(Belliardo et al., 2022).
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Pectobacterium,

in PPN genomes. Tree leaves are

Figure 3 | The phylogenetic trees of four HGTs from bacterial donors
blue, Viridiplantae: green, Fungi:

coloured according to the kingdom of taxa and data source (Bacteria:
purple, Metazoa: Orange). Proteins from PPN are in black. Leaves highlighted in blue originated from public
metagenomic data of IMGM and Mgnify (Chen et al., 2017; Mitchell et al., 2019), and those highlighted in
yellow originated from eukaryotic proteins re-predicted from metagenomic data (Belliardo et al., 2022).

Sister branch of PPN is indicated by ‘SB’.
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VB1_thi4

Figure 4 Phylogenetic trees of HGTs originating from fungal donors in PPN genomes. (A) The more accurate donor

identity for HGT encoding thi4 VB1 is still at kingdom rank ‘Fungi’. However, for (B) newly identified HGT, donors were

identified at a shallower taxonomic level as Agaricomycetes fungal class. Tree leaves are coloured according to the

kingdom of taxa and data source (PPN from proteome: black, PPN from the database: black, Fungi: purple, Metazoa:

Orange). Non-PPN leaves are highlighted when they originated from metagenomic data in blue if the source is IMGM

and Mgnify (Chen et al., 2017, Mitchell et al,, 2019)and yellow whether they originated from eukaryotic proteins

prediction from metagenomic data (Belliardo et al., 2022).

Furthermore, ancestral sister branches of HGTs
are exclusively populated by proteins from
metagenomes (Fig. 4 B). The presence of this
gene in several nematode species and its
localisation in contigs mainly composed of host
genes further supports the hypothesis of
integration of this fungal gene in the genomes
of PNN. Moreover, the conservation of the gene
in endoparasitic PPN species suggests that
proteins coding by this HGT may play a role in
the peculiar lifestyle of these nematodes. The
only known conserved domain we could
identify for these HGTs is a "CHRromatin
Organisation MOdifier", this Pfam domain
corresponding to 50 amino acids of the 350 AA
constituting the protein.

3.4 The functional activity of HGT candidates
The use of metagenomic data in a
large-scale analysis of PPN genomes revealed

20

many cases of HGT, which could play
substantial roles in the biology of these
nematodes. To assess whether HGT candidates
might have been involved in the evolutionary
biology
functional annotation followed by a Gene
Ontology (GO) terms enrichment analysis.

Overall, across the 18 PPN genomes, at
least one known protein domain, motif, or
signal could be detected in 505,709 PPN
proteins representing 77 to 93 % of predicted
proteins More
specifically, at least one InterPro domain was
identified for 378,821 of these proteins, which
allowed the assignment of at least one GO term
to 334,763 PPN proteins. In total, these labels
represent 2,558 different GO terms, of which
633 are enriched among horizontally acquired
genes.

of Tylenchina, we performed a

depending on

genomes.
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3.4.1 Global description of HGT GO
enrichment results

Thus, we searched significantly enriched
GO terms in HGT candidates from the 18
studied PPN genomes. Considering all species,
nearly half of HGT candidates had at least one
GO term assigned (4,540/8,625), including 4,161
of the 7,512 PPN validated-HGT and 379 of the
1,113 complex HGT. Regarding only HGT
candidates, we observed a total of 372 different
enriched GO terms corresponding to 238 terms
in the biological process (BP), 109 in the
molecular function (MF) and 25 in the cellular
component (CC) ontologies. The GoFuncR
software identified 372 enriched GO terms in
total, and 126 pruned terms in the refined
version, excluding genes from significant child
categories. We worked on the refined GO
analysis  results for ~more efficiency.
Significantly enriched and refined functions of
PPN HGTs covers 126 GO terms, including nine
CCs, 56 MFs and 61 BPs associated with 3,254
HGTs (2,980, traceable HGTs and 274 Complex).
We observe 78 enriched GO terms on average
per PPN genomes (min: M. graminicola: 17 -
max: M. incognita Newton: 174). Those results
are consistent with genome size and HGT
content of PPN genomes. Regarding cellular
component terms, the ‘extracellular region’
appears significantly enriched in all PPN
nematode clades except xylophilus,
representing Aphelenchoides taxa. In contrast, the
terms

in B.

“nucleus”, “membrane”, and
“cytoplasm”
horizontally acquired genes in PPN genomes.
These suppose that
proteins coded by HGTs act outside cells that
produce them and could be effectors, small
molecules secreted through the buccal stylet
into the plant cell to modulate cell activity.
process
function GO terms, “carbohydrate metabolic
process” and “hydrolase activity, hydrolysis of
O-glycosyl compounds” are enriched in the
HGT of all studied species. We also observed
“Pectate lyase activity” molecular functions GO
terms enriched in HGT of some PPN. These

terms refer to the carbohydrate-degrading

are  under-represented  in

cellular localisations

Among biological and molecular

enzymes covering many biochemical activities
such as cellulase, pectinase or arabinase activity
(table 3) mainly active on sugars found in the
plant cell wall. We also observed enriched GO
terms related to vitamin B5 biosynthesis, such
as “pantoate-beta-alanine ligase
molecular “pantothenate
biosynthetic process” or “water-soluble vitamin

activity”
function  and
biosynthetic process” in all Tylenchina species
except in stem and bulbs nematode genomes. In
the same species, we observed
metabolic process”, “glutamine biosynthetic
process” related to candidate cyanate lyases
and candidate GSI glutamine synthase and

“cyanate

“acetyltransferase activity” enriched GO terms
relating to NodL-like. In contrast, candidate
L-threonine aldolase proteins encoded by HGT
were identified here in all Tylenchina species.
Besides all the above-mentioned GO terms
corresponding to previously described HGT
events, we also identified other enriched GO
terms probably representing so far undescribed
HGT events. For instance, the GO terms
“glucosylceramidase activity” or “isocitrate
lyase activity” are also enriched in the HGT. For
improved clarity, those terms were analysed in
two separate batches; the first containing HGT
related to the already described gene families,
and the second HGT cases that showed
potential new biological functions.

3.4.2 Distribution of HGT encoding gene families
previously described from alien origins

Starting from previously described HGT
(Abad et al, 2008; Bakker et al., 2001;
Béra-Maillet et al.,, 2000; Danchin et al., 2017;
Davis et al.,, 2000; Doyle and Lambert, 2002;
Jaubert et al., 2002; Lambert et al., 1999; Ledger
2006; McCarter et al., 2003;
Mitreva-Dautova et al., 2006; Opperman et al.,
2008; Paganini et al., 2012; Popeijus et al., 2000;
Rosso et al., 1999; Scholl et al., 2003), some HGT
encoding gene families historically known to
originated bacteria or fungi are now labelled
'‘complex' in our analysis due to detection of

et al,

homologous genes in other animal taxa.
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Table 3 The distribution of gene families previously described as acquired by HGT in endo sedentary endoparasitic nematodes
assessed by HGT detection in cyst nematodes (CN: G. pallida, G. pallida Newton, G. rostochiensis, H. glycines and H. schachtii),
and root-knot nematodes (RKN: M. incognita, M. arenaria, M. javanica, M. hapla, M. graminicola), as well as in reniformis
nematode (RN: R. reniformis), Burrow nematode (BN: R. similis), Lesion nematode (LN: Pratylenchus penetrans), Stem and bulb
nematodes (SBN: D. destructor and D. dipsaci) and Pine wilt disease nematodes (PWD: B. xylophilus). Cutted donors” names mean
Burkholderia.= Burkholderiaceae, Alphaprot. = Alphaproteobacteria and Betaproteobact. =Betaproteobacteria. For each gene family we

provided HGT/events numbers.

Bio. Process | Molecular F. Gene family Donor PPN_node CN | RN | BN |RKN| LN | SBN |[PWN
Tylenchoiden
Cellulose GH5_2 Cellulases Bacteria T}/lenclu.)morpha 14/4| 22/4 |14/4 | 37/3 | 5/3 1/1 0
ik Tylenchina
GHA45 Cellulases Fungi | Aphelenchoididae 0 0 0 0 0 0 11/1
GH28
Betaproteobact. |Tylenchomorpha 0| 3/1 1/1 14/1 1/1 9/1 0
Pectin decorations | Polygalacturonase
degradation GH43 candidat
‘can raate Bacteria Tylenchoidea 1/1] 5/1 0 5/1 0 0 0
Arabinanase
Plant cell wall
. Tylenchoidea,
degradation | p, i degradation | PL3 Pectate Lyase Bacteria yuz.c rordea 5/1| 0 0 19/3 | 4/1 0 0
IMeloidogyne
Pectinose / GH53 candidate
arabino. Arabinogalactan Bacteria Tylenchoidea 3/1| 3/1 | 3/1 0 0 0 0
degradation galactosidase
Softening of o
Expansin-like . .
non-covalent R Bacteria Tylenchina 8/1| 9/1 4/1 | 32/1 1/1 6/1 6/1
proteins
bonds
Xylan degradation | GH30 xylanase Bacteria Vieloidogyne o] o 0 19/1 0 0 0
Cyanid Candidate C t Tylenchoidea,
Detoxification yamde andidate Gyanate Bacteria ym.cmz o 2/1| 2/1 0 2/1 0 0 0
compounds detox. | Lyases Meloidogyne
Feedi it Candidat
Aee m.g ste andidate NodL - like Bacteria Tylenchoidea /1) 9/1 | 3/1 2/1 471 0 0
induction acetyltransferase
D dati f
cgradation o GHB32 invertase Bacteria Tylenchomorpha 10/1| 12/1 | 4/1 6/1 6/1 2/1 0
sucrose
Nit Candidate GSI
"roge"' andi ?e Bacteria Tylenchoidea 2/1| 4/1 | 51 6/1 2/1 0 0
assimilation Glutamine Synthase :
VB1 tenA Bacteria Tylenchomorpha 2/1| 12/1 0 0 0 3/1 0
VB thi4 Fungi Tylenchoidea 1/1| 421 0 0 0 0 0
Vitamin B1
Nutrient -1amm K VB1 thiD Bacteria Tylenchoidea 1/1] 2/1 0 0 0 0 0
) biosynthesis
processing
VBI1 thiE Burkholderiac. |Tylenchoidea 1/1] 2/1 1/1 0 0 0 0
VB1 thiM Burkholderiac. |Tylenchoidea /1) 4/1 | 11 0 0 0 0
Vitamin B5
Al amin i VB5 panC Bacteria Tylenchoidea /1] 3/1 | 121 3/1 1/1 0 0
biosynthesis
Vitamin B6 VB6 SOR-SNZ Bacteria Tylenchomorpha 1/1] 0 1/1 0 1/1 1/1 0
iceyatnees VB6 SNO Bacteria of ol oo o] ofo
. Candidat
Conversion of andi lae Proteobacteria |Tylenchoidea 1/1] 2/1 1/1 3/1 1/1 0 0
Plant defense . . Isochorismatase
) K Chorismate into
manipulation
SA Chorismate Mutase | Bacteria Tylenchoidea 2/21 472 | 2/1 3/1 1/1 0 0
Candidat
andicare Bacteria Tylenchomorpha anfsa [ [sn ||| o
L-threonine aldolase
Candidate
Phosphorybosyl Alphaprot. Tylenchomorpha 31151 | 2/1 |31 11| 11 0
Unknown
Unknown transferase
Candidate PolS
Polyglutamate Bacteria Tylenchoidea 1/1| 3/1 3/1 0 1/1 1/1 0
Synthase
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Almost all HGT coding for glycoside
hydrolase family 5 enzymes with cellulase
activity in the reference genome M. incognita
were detected by our workflow but half of them
were
phytophagous
coding genes from the same GH family (Busch
et al.,, 2019; Pauchet et al., 2020; Shin et al,,
2022). These results highlight that it is wiser to
keep ‘complex’ genes in the subsequent
analysis to prevent the over-exclusion of true

classified as "complex" because

insects also have cellulase

horizontally acquired genes and reduce false
negative HGT classification. Thus, our HGT
detection successfully the gene
families previously reported in the literature for
PPN species. In addition, the integration of
PNNs belonging to other nematode genera
allowed us to clarify the distribution of HGT in
PPN genomes and, thus, the history of these
genes (Table 3).

Concerning Glycoside Hydrolases (GH),
we observed HGT coding for proteins with
cellulase activity belonging to the GH5 family

retrieved

and invertase activity belonging to the GH32
family in all PPN genomes the
Tylenchoidea family but not in B. xylophilus. This
suggests these GH genes were acquired in a
common ancestor of Tylenchoidea. Other cases
suggest after
acquisition, HGT
polygalacturonases of the GH28 family that was
found in all Tylenchoidea species except cyst
Besides, HGT-encoding
Expansin-like proteins are retrieved in all PPN
the
contrast,

from

secondary loss ancestral

such  as, encoding

nematodes.

species,  including Aphelenchoides
representative. In HGT
xylanase of family GH30 seem to be specific to
root-knot nematodes so far, while candidate
arabinogalactan of family GH53 seems specific
to cyst nematodes and most closely related

species (burrowing and reniform nematodes).

coding

We also retrieved candidate arabinase of a
different family (GH43), that had so far been
described exclusively in cyst and root-knot
nematodes. For the first time, we observed that
GH43 acquired by HGT are also present in the
reniform nematode genome. Similarly, we

observed pectate lyases from family PL3 widely
conserved in PPN, including in root-knot, cyst
and lesion nematode genomes but absent in
burrowing and reniform nematodes.
the fifty HGT
containing genes from B. xylophylus, only ten
include genes supporting enriched GO terms.
From these ten events, only one is shared with
others PPN (i.e. Expansin-like), and the nine
other events are specific to B. xylophilus. We
that, except HGT

Expansins-like ~ proteins,  gene
previously described in cyst and root-knot
nematodes clustered into
monophyletic clade, including
Tylenchoidea species. Among those nine HGT
events, only two biochemical processes are
found enriched in HGT regarding the rest of the
genome, "carbohydrate metabolic process" and
“protein phosphorylation”. The "carbohydrate
metabolic process" corresponds to only one
HGT event specific to Aphelenchoides species,
where putative donors are fungi from the

Among clusters

notice encoding

families
are a unique
only

Ascomycota phylum in our analysis, such as in
(Kikuchi, 2004), although taxa diverge as
species level.

Compared to the previously described
HGT in M. incognita, we identified 426 new
HGT corresponding to 139 acquisition events
and 73 potential HGT labelled ‘complex” from
20 possible acquisitions. These outcomes again
give insight into the benefit of using
metagenomic data in our reference library to
expand the detection of HGT and the potential
discovery of new HGT in Tylenchina. These
results raise several questions: Are they also
involved in the adaptative evolution of PPN?
When were they acquired, and how did they
evolve after acquisition in PPN genomes?

3.4.3 New functional domain detected in PPN HGT

First, we used a manual expert CaZyme
annotation of the M. incognita proteome
performed by the glycogenomics team to assess
whether it is possible to identify previously
undescribed CAZyme families and associated
biological functions among the newly detected
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HGTs. This examination allowed us to identify
27 M. incognita HGTs annotated as CaZymes
“Glycoside Hydrolase Family 75” (GH75) and
“GlycosylTransferase Family 4” (GT4). For each
annotation, M. incognita HGT associated with
the GH75 family were clustered in two different
trees. GHY75 is specific to root-knot nematodes,
but GT4 is more widely distributed in all
Tylenchoidea species except cyst nematodes.
Concerning the putative functions of these
CAZymes, so far the only function biologically
validated in the GH75 family is chitosanase, so
we can suggest a candidate chitosanase activity.
In family GT4, in contrast, 24 different functions
have been described (www.cazy.org) and
inferring a possible function is not possible.
Then, to assess if, besides CAZymes,
novel functions could be discovered in HGT
newly identified in PPN genomes, we analysed
GO enrichment in HGT candidates not related
to previously described gene families. Several
terms can be differentially associated with
genes of the same HGT events or several events.
detailed
distribution across events indicates that in the
majority of cases, the terms associated with the
different HGTs within a same event are
identical or similar. Also, when different terms
are associated with the same gene, the same
association is found for the majority of HGTs

However, a analysis of term

either completely or partially.

In the rest of this analysis, we focused
on HGT events that were more likely to have
substantially impacted the genome and biology
of PPN. We selected HGT cases that were either

Table 4 Candidate CaZy of in newly identified HGT

conserved in at least three species and thus
likely to have been retained during evolution
after an ancestral acquisition, or that formed
multigene families in at least one species,
suggesting a possible evolutionary advantage
of having multiple copies of the gene.Therefore,
we filtered GO terms enriched in HGT of
several PPN and found aggregates with the
same terms in different genes. Thus, we
identified 16 enriched molecular functions and
height enriched biological processes found in
varying numbers across PPN species (Table 5).
No term commonly enriched in all studied PPN
genus was identified among newly identified
HGT. However, we can notice that all the
enriched Molecular Function terms concerned
various enzymatic activities. Some terms such
as “3-methyl-2-oxobutanoate
activity”
detected in HGT widely distributed among
nematodes.

In contrast, “dephospho-CoA kinase
activity” is enriched in several PPN species but
all being restricted to RKN. Overall, most of the
enriched functions are
phylogenetic trees clustering several PPN
genera of the Tylencoidea family. For seven
biological processes ten molecular
functions, putative Bacteria,
including an accurate identification to the order

hydroxymethyltransferase are

associated with

and
donors are
level “Spirochaetales” for “thymidine kinase
activity”. Two molecular functions seem to have
originated from Fungi, and one biological
process from Viridiplantae, but for six terms,
donor identity could not be assessed (Table 5).

Bio. Process | Fonction Mol. | Famille de génes [ Donor PPN_node CN RN | BN RKN LN | BSN | PWN
GH75 candidate . .
R Actinobacteria |Tylenchomorpha N 0] O 0 N 2/2 0 0 0
chitosanase
Unknown Unknown GT4
Bacteria IMeloidogyne N o 1/1 2/1 N 2/2 3/1 2/1 0
glycosyltransferase
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Table 5 Enriched GO terms in newly detected HGT containing molecular functions (MF) and biological process (BP)

Famille de génes Donor CN | RN | BN |RKN| LN | BSN |PWN

glucosylceramidase activity Bacteria N N Y Y Y Y Y
Bacteria/

serine-type endopeptidase activity Eukaryota@Sar ¥ N N Y N N N

cysteine-type peptidase activity Fungi N Y n Y N Y N

glycine dehydrogenase (decarboxylating) activity Bacteria N N N Y N N N

3-methyl-2-oxobutanoate hydroxymethyltransferase

activity Bacteria

polynucleotide adenylyltransferase activity NM_mixture Y Y N Y N N N
thymidine kinase activity Spirochaetales Y Y Y Y Y N N
isocitrate lyase activity Bacteria Y N Y Y N Y N

MF

malate synthase activity Bacteria Y N Y Y N Y N
D-arabinono-1,4-lactone oxidase activity Bacteria Y Y Y N Y Y N
nucleoside diphosphate kinase activity Fungi Y Y Y N Y Y N
methyltransferase activity Bacteria/Fungi Y Y Y Y Y Y N
xylulokinase activity Bacteria Y Y Y N Y N N
acetyltransferase activity Bacteria Y Y Y N Y N N
alanine-tRNA ligase activity NM_mixture N Y N Y N N N
phosphatidylinositol phosphate kinase activity NM_mixture Y Y N N N N N
dephospho-CoA kinase activity Firmicutes N N N Y N N N
carbohydrate metabolic process; cellular aldehyde

metabolic process Bacteria v N ¥ Y N B N

Actinobacteria

purine ribonucleoside biosynthetic process [Fungi

Hrd1p ubiquitin ligase complex Bacteria Y Y Y Y Y Y N
BP |transition metal ion homeostasis Bacteria Y Y Y Y Y N N

sphingolipid metabolic process Bacteria N Y Y Y Y Y N

RNA 3'-end processing; RNA polyadenylation - Y Y N Y N N N

carbohydrate metabolic process; glyoxylate cycle Bacteria Y N Y Y N Y N

telomere maintenance Bacteria Y Y N Y N Y N

Then, to assess if, besides CAZymes,
novel functions could be discovered in HGT
newly identified in PPN genomes, we analysed
GO enrichment in HGT candidates not related
to previously described gene families. Several
terms can be differentially associated with
genes of the same HGT events or several events.
However, a detailed
distribution across events indicates that in the
majority of cases, the terms associated with the
different HGTs within a same event are

analysis of term

identical or similar. Also, when different terms
are associated with the same gene, the same
association is found for the majority of HGTs
either completely or partially.

In the rest of this analysis, we focused
on HGT events that were more likely to have
substantially impacted the genome and biology
of PPN. We selected HGT cases that were either
conserved in at least three species and thus
likely to have been retained during evolution
after an ancestral acquisition, or that formed
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multigene families in at least one species,
suggesting a possible evolutionary advantage
of having multiple copies of the gene.
Therefore, we filtered GO terms enriched in
HGT of several PPN and found aggregates with
the same terms in different genes. Thus, we
identified 16 enriched molecular functions and
height enriched biological processes found in
varying numbers across PPN species (Table 5).
No term commonly enriched in all studied PPN
genus was identified among newly identified
HGT. However, we can notice that all the
enriched Molecular Function terms concerned
various enzymatic activities. Some terms such
as “3-methyl-2-oxobutanoate
hydroxymethyltransferase activity” are
detected in HGT widely distributed among
“dephospho-CoA
kinase activity” is enriched in several PPN
species but all being restricted to RKN. Overall,
most of the enriched functions are associated
with phylogenetic trees clustering several PPN
genera of the Tylencoidea family. For seven
biological  processes
putative
including an accurate identification to the order
level “Spirochaetales” for “thymidine kinase
activity”. Two molecular functions seem clearly
originating from Fungi, and one biological
process from Viridiplantae. For six GO terms,

nematodes. In contrast,

and ten molecular

functions, donors are Bacteria,

donor identity could not be assessed (Table 5).

4. Discussion & Conclusion
4.1 Extension of the HGT detection in Tylenchina
genomes

To assess the

microorganism genes to PPN genomes, we

contribution of soil

performed an HGT screening using a reference
library  representative  of the
environment of these nematodes. We integrated
16 species covering different types of
plant-parasitic lifestyles for a comprehensive

natural

understanding of this phenomenon in genetic
novelty acquisition in PPN.

Using our soil-enriched protein library,
we have detected between 96 to 1,090 genes
validated HGT  per PPN  genome
(supplementary data table 2). Regarding the
number of genes, there is a high level of
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variation in HGT number between species, and
even between species of the same genus
(supplementary data).

For example, the genus
Meloidogyne itself, the different species have
different ploidy levels and different haplotype

within

resolution: some species are diploid and are
assembled at a haploid consensus state due to
low heterozygosity. While other species are
polyploid (up to 4n) with most of the genome
copies assembled separately, thanks to their
high nucleotide Consequently,
polyploid genomes tend to be much bigger and
encode many more genes (up to 10 times more
than diploid), the majority of which are
duplicated. Moreover, a gene can undergo
duplication events, after integration, which can
vary in rate from one species to another

divergence.

depending on the dynamics of the genome.
Thus, it could be more informative to compare
acquisition events and percentage of the genes
acquired by HGT.

Based on the hypothesis that three
proteins constitute a robust enough sister
branch, an HGT event was defined by a
monophyletic cluster of PPN species followed
by at least three non-metazoan proteins.
According to this definition of HGT event, we
observed more homogeneity between species in
terms of number of events than comparison in
gene number, such as for species of the
Globodera genus (Fig. 2). We can note that a
higher number of HGT events was reported in
R. reniformis. Although HGT percentage in
predicted proteins is substantially higher in the
relative sister group of cyst nematodes than
other genera, more exploration is required in R.
reniformis to understand this specificity and its
biological impact. The results of the HGT
analysis integrating soil metagenomic data are
consistent with previous reports of HGT in PPN
genomes (Danchin et al., 2010b; Kikuchi et al.,
2004). between  Meloidogyne
species some variations among the number of
events remain (Fig. 2).

The HGT ratio according to predicted
proteins is quite homogenous between species,
including Meloidogyne (supplementarity data
fig. 1). This could suggest that a majority of

Nevertheless,
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HGTs were acquired before the speciation of the
Tylenchina clade but not only because of many
HGT  species-specific Indeed, on
average, 50 HGT events per species seem to be
species-specific with big variations as only 10
species-specific events were observed in M.

events.

incognita while 189 were observed in D. dipsaci.
Part of the explanation may lie in sampling
differences between the Meloidogyne genus
(seven genomes for six different species) and
the Ditlylenchus genus (2 genomes for 2
different species). Furthermore, the Ditylenchus
genus holds an outgroup position relative to the
rest of Tylenchoidea and thus orthologs of HGT
in these species are less likely to be discovered.
Except for M. graminicola displaying a high rate
of species specific HGT events (77 events and
160 genes), this type of specific HGT is less
common and corresponds to only dozens of
genes/events. Another possibility is that, rather
than representing species-specific acquisitions,
these lineage-specific cases could represent
older acquisitions followed by multiple
convergent the
according to the results of Lai and al (Lai et al.,
2022).

losses in other lineages

Finally, many HGT studies deployed on
whole genomes estimate the proportion of
genes acquired by HGT in PPN genomes to be
between 2 and 3% (Lai et al., 2022; Phan et al.,
2020). Here, after phylogenetic validation, we
can reliably assume that about 1% of genes
originate  from  horizontal transfer in
plant-parasitic nematodes of the Tylenchoidea
and 0.5% in B. xylophylus. Our analysis aimed at
stringency and reliability, which may explain
our lower estimate. Indeed this difference is
probably due to the fact that previous estimates
have been based on similarity scores with many
potential false positives, including those due to
taxonomic Phylogenetic
analysis will invalidate these cases and return a

annotation errors.

more reliable yet conservative estimation of the
percentage of genes acquired via HGT.

4.2 Comprehensive understanding of the timing of
acquisition of HGT coding for gene families
previously described

While previous analyses by Vanholme et
al. claimed GH53 genes were specific to the
Heteroderea nematode family (Vanholme et al.,
2009), here we reported for the first time
homologous HGT in Rotylenchus reniformis and
Radopholus similis genomes. These two species
have outgroup positions relative to the cyst
nematode of the genus Heterodera and the
presence of GH53 genes in their genomes
suggest a more ancestral acquisition. And,
indeed, according to corresponding tree
topology (supp. data fig. 2), the most likely
hypothesis is that this gene family originated in
PPN from a single acquisition event of a
bacterial gene in a common ancestor of cyst
nematodes and Radopholus.

Similarly, we also reported for the first
time HGT encoding VBI1 thi4 proteins in
Rotylenchulus reniformis genomes (Table 3, Fig. 4
A), and the phylogeny of orthologous HGT
following the tree of PPN supports the
hypothesis of a unique acquisition event of this
fungal gene in a common ancestor of CN and
reniform nematodes. Homologous HGTs are
aggregated by species in phylogenetic trees for
both gene families, suggesting that duplication
events have occurred and most likely took place
after speciation events.

Similarly, the HGTs encoding proteins
with polygalacturonase activity from the GH28
family were so far described as RKN specific,
but here we find GH28 genes acquired by HGT
in all the Tylenchidae studied except cyst
nematodes. indicates that
these genes were probably acquired in the
common ancestor of the Tylenchidea and then
lost specifically in the cyst nematodes. It would
be interesting to investigate whether the
dispensability of GH28 in cyst nematodes is

This observation

due to a difference in the nature of the plants
parasitized, the mode of parasitism or whether
another gene plays a similar role in these
species. This observation is consistent with
multiple losses recently reported between

different PPN species (Lai et al, 2022).
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Furthermore gene copy number variations
involving duplications and losses have also
been observed between different populations
within a same species in the PPN species M.
incognita (Castagnone-Sereno et al., 2019).
Indeed, large-scale HGT detection in
both clades 10 and 12 suggests a burst of
acquisition events, duplication and losses in
Tyloichoidea lineages. Most B. xylophylus HGT
specific to this species suggesting
independent HGT acquisitions in Aphelenchoides
and Tyloichoidea although HGT
encoding Expansin-like protein clusters include
B. xylophylus. To further determine whether
most HGT events independent in
Aphelenchoides and Tyloichoidea it will be
necessary in the future to incorporate more
members of the Aphelenchoides and also species

are

lineages,

are

having intermediate positions between these
two groups such as Aphelenchus avenae. Indeed,
in our analysis, B. xylophilus was the sole
representent of the Aphelenchoides group and
inclusion of other species from this group might
reveal more shared HGT between the two
groups. An interesting example is the GH5
family, which we retrieved in all PPN studies
except the sole representative of Aphelenchoidea
family in this study, B. xylophilus, suggesting
that acquisition occurred in the last common
ancestor of Tylenchoidea. However, Lai et al.
recently identified GHb5s with
cellulase the genomes of
Aphelenchoides peseudobesseyi and Aphelenchoides
bicaudatus. These
monophyletic group in their phylogenetic
reconstructions, suggesting an acquisition in a
common Tylenchoidea
Aphenlenchoides followed by loss events in
Bursaphelenchus (Lai et al., 2022). In the case of
the PL3s, Lai and colleagues describe PL3s in
Bursaphelenchus acquired by HGT of bacterial
but
independent from the

candidate
activity  in

cellulases constitute a

ancestor  of and

origin from an acquisition event
rest of the PPN.
However, our analyses do not confirm these
results. Although we identified PL3s from
Bursaphelenchus in our phylogenies, they are not
classified as HGTs for this species. In our
analyses, all PPN genes potentially coding for

PL3, including those of Bursaphelenchus were

28

clustered in the same tree thanks to our
meta-clustering methods. In this tree, proteins
from B. xylophylus constitute an independent
monophyletic group surrounded by metazoan
proteins, resulting in a non-HGT classification.
Therefore, it is unclear whether Bursaphelenchus
have also acquired PL3 via an independent
event.

Regardless of the limitations concerning
the underrepresentation of Aphelenchoides in
our analysis, many of the HGT identified in the
B. =xylophilus genome are found in specific
phylogenetic trees containing no other PPN
proteins, suggesting they originate from
specific acquisition events.
hypothesis is that those genes were acquired in
a common ancestor of Aphelenchoides and
Tyloichoidea but secondarily lost in Tylenchoidea.

The alternative

In other cases, Tylenchoidea equivalents of
Bursaphelenchus proteins exist in the same tree
but, in most Tylenchoidea
Aphelenchoides are independently clustered with
different microorganism lineages. These
topologies suggest two  independent
acquisitions from different microorganisms.
Genes coding candidate Isochorismatase
were classified as HGT in all Tylenchoidea
species ranging from cyst nematodes to lesion
nematodes (table 3), suggesting an ancient
acquisition in a common ancestor. Supporting

cases, and

this possibility, homologous genes of those PPN
are clustered
following the phylogeny of this species (Figure
2 A). In the tree, this phylogenetic group of PPN
is surrounded by many bacterial proteins,
including numerous uncultured bacteria from

into a monophyletic group

metagenomic data. Besides these PPN, species
candidate Isochorismatase genes were also
identified in the stem and bulb nematodes from
the Ditylenchus genus, which constitute an
outgroup of the rest of these PNN. However,
none of the candidate Isochorismatases from
Ditylenchus were classified as HGT. Indeed,
most Ditylenchus proteins fall within another
branch, constituting a monophyletic group
which both non-plant parasitic
nematodes and arthropods. One hypothesis is
that the gene found in Ditylenchus was inherited

includes

from a common ancestor of nematodes and


https://www.zotero.org/google-docs/?sjMlSZ
https://www.zotero.org/google-docs/?S8HtBo

arthropods while the gene found in the other
PPN was acquired via HGT of bacterial origin
with this newly acquired gene replacing the
original one inherited from a common ancestor.

4.3 Newly identified HGT

Our study provided some evidence that
other essential biological functions could
originate from HGT. If an acquired gene-coding
DNA chunk provides no advantageous features
to the host, we could hypothesise that the
accumulation of deleterious mutations will not
be counter-selected and that the gene will
eventually become a pseudogene or be lost. On
the other hand, if this DNA fragment provides
advantage to its host,
deleterious mutations will be counter-selected

an evolutionary

and the individuals possessing the gene will be
eventually fixed at the population then species
level. Indeed, individuals having one or several
functional copies of this gene will be favoured
by selection.

Previous studies have shown that HGTs
involved in biological functions providing an
evolutionary advantage in these parasites have
undergone  modification the
adaptation of foreign DNA to the genetic
specificity of the
acquisition of introns in the genes of bacterial
origin, but also a conservation of functional

allowing

host cell such as the

domains and many duplications that may be
involved in phenotypic plasticity. Similar
evolutionary patterns were observed in newly
detected HGT, suggesting those genes could
play an important role in the biology of these
parasites. This might be the case for the most
enriched molecular function “xylulokinase
activity” in HGT newly detected
Tylenchoidea except in species of the Meloidogyne
and Ditylenchus genus. It was demonstrated in
yeast that xylulokinase catalyse D-xylulose
processing, a major component of hemicellulose

in all

which is involved in the bridging function
between the cellulose fibres, but also with other
plant cell wall matrix compounds (Richard et
al., 2000). Those genes may complete the list of
enzymatic arsenal available to nematodes to
degrade plant cell walls.

It would be interesting to isolate these
genes in PPN species to perform a biochemical
and functional characterization of the gene
products.

All proteins in a tree are assumed to be
homologous because they have been grouped
based on strong similarity or occurrence of the
same functional domain. For HGT originating
from a single acquisition event, it is expected
that PPNs would form a single monophyletic
group following the species phylogeny.
Consistent with this statement, in most cases,
we observed only one PPN cluster, but several
monophyletic PPN groups were found in the
same tree. This observation is unlikely to result
from an abusive grouping of our method
because this phenomenon is also found for
HGT coding for manually annotated PL3 or
GHS5 in the M. incognita genome. Indeed, these
proteins are dispersed in several monophyletic
PNN clusters, sometimes surrounded by highly
different sister branches.

Actually, we do not know what happens
after gene acquisition and even more when
genes undergo numerous duplications, which
can open a path to potential functional
diversification. HGT encoding
polygalacturonases have been identified in
many species of herbivorous beetles. Kirsch et
al. have shown that these enzymes originate
from a single fungal gene acquisition event. The
heterologous expression of about 50 of these
genes has revealed a functional diversification
that followed the acquisition. Here, the
biochemical and functional characterisation of
HGT copies in PPN might
information about the origin and evolution

give more

after acquisition but also about the impact of
those genes in nematode biology (Kirsch et al.,
2014).

4.4 HGT in PPN genomes mostly originated from
soil-dwelling microorganisms

In previous analyses, the results of
Danchin and collaborators suggested that HGTs
encoding invertase of the GH32 family in PPN
genomes originated from bacteria of the genus
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Ralstonia belonging to the class
Betaproteobacteria (Danchin, 2016). In our
analysis, the potential donors of these genes are
identified merely as belonging to the class
Betaproteobacteria. In our results, we find the
same lineage as in previous studies but with a
deeper / parental taxonomic rank here. This
phenomenon is observed more widely for many
HGTs. It stems from the last common ancestor
annotation procedures of the
metagenomic data and the procedure of
identifying the sister branch based on the set of

taxonomic

leaves of this branch. This procedure provides
less precise but more reliable information. It
would be possible to refine the identity of
proteins from metagenomic data using
taxonomic annotation approaches such as the
GTdb toolkit (Chaumeil et al., 2020). However,
these approaches require higher computation
times and much better genomic quality data
(genome with 70% completeness), which are far
from the features of the public data used here
(Belliardo et al., 2022). Finally, it is essential to
keep in mind that this taxonomic information is
based on genomes and current species identity
found in contemporary soils that are probably
different from the ancestral micro-organisms
that were the source of transfers.

The use of metagenomic data in a
large-scale analysis of PPN revealed many new
cases of HGT. Those genes conserved in all or
part of the genomes may play a role in the
peculiar lifestyle of these nematodes. In many
cases, metagenomic data completed the
phylogenetic and enriched the
composition of sister branches. Interestingly,

trees

the sister branches of several dozens of HGTs
events are exclusively populated by proteins
from metagenomes and constitute a group of
homologous proteins with more significant
similarity to the nematode sequences than
proteins coming from generalist sequence
libraries (Fig. 4 A). The only functional domain
that we could identify for these HGTs is a
"CHRromatin Organisation MOdifier" Pfam
domain corresponding to 50 amino acids of the
350 AA constituting the protein. However, the
presence of this gene in several nematode
species and its localization in contigs mainly
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composed of host genes supports the
hypothesis of the horizontal origin of these
genes. However, only 1/7 of the protein size
corresponds to this domain,
suggesting that other so far uncharacterized

functional

functional

domains might compose these
proteins.

Currently, most of the identified HGT
involved in bypassing plant defence
mechanisms by either degrading the plant cell
wall or detoxifying plant

compounds but it is known that sedentary

are
xenobiotics

endoparasitic nematodes are also able to
manipulate host genetic functioning and cell
development to form the feeding site.

To conclude, the large-scale HGT
detection in PPN genomes using a soil enriched
protein library confirms that at least some of
these genes originated in the soil. The most
represented in potential donors are
Proteobacteria and Actinobacteria. Numerous soil
and plant-plant associated bacteria species are
from this clade. Phylogenetic analyses have

taxa

refuted many putative HGT cases inferred by
only, highlighting the
importance of phylogenetic validation and the
high proportion of false positives resulting from
similarity scores. This effort allowed us to
assess more accurately the real contribution of

similarity  scores

the soil-dwelling species to the genomes of
these nematodes. We can now confirm that the
proportion of genes acquired through this
pathway represents about 1% of the protein
coding genes. This large scale screening of
whole proteomes from sixteen species gives a
deeper understanding of the acquisition timing
and distribution among species of historical
HGT. Furthermore, the results of this study
pave the way for further functional exploration
to discover new biological functions acquired
by the HGT in PPN genomes.
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Table 1 | PPN data collection

Abbrev.
Bxylo
Ddest
Ddips
Gpalli
Gpaln
Grosto
Hglyc_1
Hscha
Mare1
Ment3
Mflor
Mgrami
Mhapl
Minc3
Mijav1
Ppene
Rreni
Rsimi

Species

Bursaphelenchus xylophilus

Ditylenchus destructor
Ditylenchus dipsaci
Globodera pallida
Globodera pallida Newton
Globodera rostochiensis
Heterodera glycines
Heterodera schachtii
Meloidogyne arenaria
Meloidogyne incognita N.
Meloidogyne floridensis
Meloidogyne graminicola
Meloidogyne hapla
Meloidogyne incognita
Meloidogyne javanica
Pratylenchus penetrans
Rotylenchulus reniformis
Radopholus similis

BUSCO%
93.7
87.1
84.1
72.6
96
93.4
92.1
92.5
96.7
94.7
70.3
88.1
90.8
95.7
95.3
92.1
82.5
80.9

Proteins
17704
13938
28064
16403
16914
14309
32270
32624
101269
59773
21038
10895
14419
43718
97208
21950
41529
14817

Taxo
Parasitaphelenchidae
Tylenchida
Tylenchida
Tylenchida
Tylenchida
Tylenchida
Tylenchida
Tylenchida
Tylenchida
Tylenchida
Tylenchida
Tylenchida
Tylenchida
Tylenchida
Tylenchida
Tylenchida
Tylenchida
Tylenchida

Hclade
10D
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12

Bclade

Lifestyle

Plant parasite
Plant parasite
Plant parasite
Plant parasite
Plant parasite
Plant parasite
Plant parasite
Plant parasite
Plant parasite
Plant parasite
Plant parasite
Plant parasite
Plant parasite
Plant parasite
Plant parasite
Plant parasite
Plant parasite
Plant parasite

Reference

Kikuchi et all (2011)

Zheng et al (2016)

Mimee et al (2019)

Cotton et al (2014)
Eves-van den Akker, in prep
Eves-van den Akker et al (2016)
Masonbrink et al. (2019)
Eves-van den Akker, in prep
Blanc-Mathieu et al. (2017)
Koutsovoulos et al. (2020)
Szitenberg et al. (2017)
Somvanshi et al (2018)
Opperman et al (2008)
Blanc-Mathieu et al. (2017)
Blanc-Mathieu et al. (2017)
Paulo Vieira

Showmaker et al. (2019)
Wram et al. (2019)
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Table 2 | Information about PPN proteomes and putative HGT classification

Proteome HGT detection HGT Validation
nb. proteins Protein length
Proteome [Interpro |min max median |mean  |Al| AHS > 0% proteins |[HGT COMPLEX |likely_conta |pbAnnotDB [NO
Bursaphelenchus_xylophilus 17704 16058 8 7699 293 375 1114 6,29 96 38 34 140 308
Ditylenchus_destructor 13938 | 12837 2 6485 322 430 927 6,65 176 48 4 84 312
Ditylenchus_dipsaci 28064 23331 17 5327 216 301 1965 7,00 412 107 32 265 816
Globodera_pallida 16403 | 14411 3 6633 250 359 1520 9,27 270 31 43 391| 735
Globodera_pallida_Newton 16914 | 15170 50 11318 320 433 1389 8,21 270 33 1 298( 602
Globodera_rostochiensis 14309 13192 2 6395 310 422 1019 7,12 237 20 5 124| 386
Heterodera_glycines 32270( 28337 13 5731 284 400 1391 4,31 324 35 1 216| 576
Heterodera_schachtii 32624 | 27387 67 9221 279 370 2236 6,85 474 49 0 244| 767
Meloidogyne_arenaria 101269 | 78670 49 6544 174 269 7510 7,42 1090 181 8 1225| 2504
Meloidogyne_incognita_N. 59773 12541 39 5904 251 344 1393 6,62 853 106 5 1321| 2285
Meloidogyne_graminicola 10895 17304 99 4820 332 432 912 8,37 208 34 57 213| 512
Meloidogyne_hapla 14419 10096 8 5836 250 348 843 5,85 184 19 139 144| 486
Meloidogyne_floridensis 21038 | 52863 1 3265 192 259 6036 10,1 134 28 3 102| 267
Meloidogyne_incognita 43718 38969 49 6252 239 331 3709 8,48 574 98 2 608| 1282
Meloidogyne_javanica 97208| 75606 49 6150 169,5 256 6839 7,04 979 146 10 1083 2218
Pratylenchus_penetrans 21950| 19535 62 6413 268 362 727 3,31 331 23 10 127| 491
Rotylenchulus_reniformis 41529| 35588 66 7186 191 303 2649 6,38 648 86 12 234| 980
Radopholus_similis 14817| 13814 29 6096 343 457 863 5,82 252 31 11 71| 365




Figure 1 | Percentage of HGT per protein-coding genes
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Figure 1 The phylogenetic tree of studied species displaying (a) the percentage of the predicted proteins classified
as HGT in manually curated AvP results and (b) the kingdoms of potential donors of candidate HGT events, and
(c) complex HGT events. The origins of donors were based on the sister branch taxa content. If no taxa account
for 80% of all proteins in the sister branch, the donor is labelled as a non-metazoan mixture (‘NM_mixture’). See

material and method putative HGT classification rules.
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Figure 2 | GH53 Phylogenetic tree
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Figure 3 | Taxonomic rank of HGT events
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Figure 4 | Number of intron per putative HGT
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Figure 4 Number of intron per putative HGT of PNN according to whether they were phylogenetically
validated (green), classified contamination (red) or related to the incorrect annotation in the reference

database
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3. Conclusion et perspectives

Apres une curation manuelle des THG, nous avons déterminé qu'en moyenne
~1,3% des genes codant pour des protéines avaient probablement été acquis par
THG d'origine non animale chez les especes de NPP du groupe Tylenchoidea et 0.5%
chez le nématode parasite du pin. Les analyses phylogénétiques confirment qu' une
majorité d’événements d’acquisition sont ancestraux aux groupes des Tylenchoidea.
En outre, I'analyse des arbres phylogénétiques révele que les protéines provenant
d'échantillons environnementaux sont généralement plus étroitement apparentés
aux genes acquis par transferts horizontaux chez les NPP que les séquences
provenant de bibliotheques généralistes. Les taxons les plus représentés parmi les
branches soeurs des événements de THG et donc les possibles donneurs étaient les
Proteobacteria, les Actinobacteria, les Burkholderiaceae et les Rhizobiales (4 clades de
Bactéries), suivis des Dikarya (c'est-a-dire des especes fongiques possédant 2
noyaux). Ces résultats confirment que les donneurs les plus probables étaient des
micro-organismes du sol qui occupaient la méme niche écologique que les ancétres
des NPP (Arima et Beppu, 1964 ; Fierer, 2017). Globalement, notre analyse a non
seulement permis de valider les cas de THG déja décrits dans la littérature mais de se
rapprocher de l'identité des donneurs en enrichissant les branches soeurs par des
données provenant de métagénomes de sol. Par ailleurs, nous avons également pu
découvrir de nouveaux cas de THG ayant le méme niveau de confiance et de soutien
phylogénétique que ceux précédemment décrits. Ainsi, ce travail jette un éclairage
sans précédent sur le role des THG dans l'histoire évolutive des nématodes parasites

de plantes et de leur contribution a la composition de leur génome.

187



188



Discussion et perspectives

L’ensemble de ce travail a permis de préciser I'histoire évolutive des genes
acquis par THG chez les nématodes parasites de plantes et mettre en évidence

I’étendue de ce phénomene dans les génomes de ces organismes.

L'intégration de données métagénomiques a notre librairie de séquences a
permis de nettement enrichir la liste des protéines homologues aux genes acquis par
transferts horizontaux dans les génomes de NPP, et ainsi de compléter la liste des
potentiels donneurs de ces genes. En effet, dans de nombreux cas, les genes de NPP
sont plus proches d'un point de vue évolutif de protéines issues des métagénomes
que du reste du vivant ce qui conforte I’hypothese qu'une grande partie de ces genes
provient de micro-organismes telluriques comme suggéré dans les études

précédentes (Danchin et al., 2010; Haegeman et al., 2011).

L’exhaustivité de notre librairie de séquences et les efforts réalisés pour
améliorer la qualité des protéines et des assignations taxonomiques permettent
d’assurer une grande fiabilité d’identification des protéines homologues. Cependant,
I'origine de ces THG reste assez nébuleuse, avec de nombreux événements ou les
identifications les plus précises qui ont pu étre définies sont a des rangs

taxonomiques tres ancestraux tels que Bacteria ou Fungi.
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Une grande majorité des THG proviennent d’acquisitions anciennes, et en
particulier ancestrales au clade Tylenchidae. Considérant la dynamique évolutive des
génomes microbiens (Gibson et Eyre-Walker, 2019), les génomes ancestraux dont
sont issus ces genes étaient probablement assez différents de ceux des
micro-organismes qui peuplent les sols d’aujourd’hui. Ainsi, une perspective
intéressante qu’offre le fruit de ce travail serait la reconstruction des séquences
protéiques ancestrales transférées originellement aux nématodes. Les méthodes de
reconstruction des états ancestraux permettent, a partir des phylogénies et
alignements multiples, la résurrection in silico de séquences provenant d’organismes
aujourd’hui éteints. Ainsi, les séquences contemporaines des potentiels descendants
peuvent étre utilisées pour inférer les états des différents acides aminés qui
constituaient la séquence protéique ancestrale (Gumulya et al., 2018). En enrichissant
la liste des protéines homologues identifiables, les données métagénomiques
devraient améliorer la résolution des prédictions. Apres reconstruction, il est
généralement possible d’envisager différentes analyses in silico pour prédire les
caractéristiques fonctionnelles ancestrales de la protéine. Mieux encore, une synthese
du gene correspondant et son expression en bactérie ou levure et la purification du
produit de ce gene permettraient de réaliser une étude fonctionnelle de la protéine
ancestrale pour évaluer quelle a été la fonction d’origine de ces genes et comment
cette séquence aurait évolué chez les descendants des donneurs. Ce type d’analyse
pourra aussi conforter 1’hypothese de l'acquisition par transferts horizontaux. En
effet, deux types de reconstructions sont possibles : une reconstruction a partir des
protéines non-métazoaires pour reconstruire la séquence microbienne, mais il est
aussi possible d’envisager la reconstruction de la séquence ancestrale a partir des
séquences de nématodes. La confrontation des deux modeles de séquence pourra

mettre a I'épreuve nos conjectures concernant le processus de transfert horizontal.
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D’autre part, on retrouve quelques dizaines de THG especes spécifiques pour
chacun des NPP étudiés. Des analyses complémentaires sont nécessaires pour
valider l'insertion de ces genes dans les génomes hotes. Ces différentes validations
devront se faire en plusieurs étapes. D’abord bio-informatiquement, par la recherche
de ces genes dans des données populationnelles ou a défaut dans d’autres versions
de génomes. Si ces genes sont retrouvés, cela pourra conforter I’hypothese qu’ils font
partie intégrante du génome de NPP. L'intégration pourra aussi étre confirmée en
laboratoire par une analyse PCR grace au design d’amorces permettant d’amplifier
spécifiquement cette région du génome. Il serait pertinent aussi de confirmer
I'expression de ces geénes grace a des données transcriptomiques. Si ces geénes sont
bien présents dans les génomes de nématodes, ils représentent des cas extrémement
intéressants de THG car il s’agit probablement de transferts récents. Un tel cas
représente l'opportunité sans précédent d’observer le devenir de genes en
provenance de micro-organismes juste apres insertion dans un génome animal, et
d’observer la possible domestication de ces genes a l'ceuvre. Aussi, l'analyse de
I'environnement génomique de THG récents pourrait permettre de mieux
comprendre le processus d’intégration et le contexte moléculaire propice a ce type
d’événements dans les génomes de NPP. L’amélioration des assemblages de
génomes de NPP permet également d’envisager une étude de la distribution des
THG le long des chromosomes et de déterminer s’il existe certains hotspots
d’insertion. Si c’est le cas, il pourrait étre intéressant de déterminer si les régions en
question possedent certaines signatures caractéristiques (richesse en transposons,

contenu en GC, etc.).

Enfin, ce travail constitue une analyse bio-informatique massive visant a
initier de nouvelles découvertes mais ce type d’approche in-silico doit étre validé in
vivo. Avant d’aller plus loin, il est possible d’envisager certaines analyses
bio-informatiques complémentaires. Tout d'abord, 'utilisation de 1’outil Fasttree a

permis de reconstruire rapidement des dizaines de milliers d’arbres phylogénétiques
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et la détection comportant les potentiels THG. Cependant, d’autres outils tels que
IQTREE (Minh et al, 2020) permettent de réaliser des reconstructions
phylogénétiques au maximum de vraisemblance plus fiables mais beaucoup plus
coliteuses en temps de calcul. Dans une telle analyse a grande échelle et sur des
données aussi massives, les benchmarks réalisés entre ces deux outils donnaient des
résultats assez similaires et ne justifiaient pas le temps de calcul bien supérieur.
Maintenant que la liste d’arbres soutenant des événements de THG est restreinte, il
serait intéressant de procéder aux reconstructions phylogénétiques avec IQTREE afin
d’obtenir des topologies et valeurs de support des arbres encore plus solides qui
permettraient d'affiner l'interprétation. D’autres part, 1'outil AvP propose aussi
d’effectuer de maniere automatisée des analyses de topologie alternatives. L’idée est
de comparer la vraisemblance des arbres soutenant 'hypothese de THG a celles
d’arbres alternatifs contraints ne soutenant pas cette hypothese. Ce type d’analyse
nécessiterait énormément de temps de calcul supplémentaire mais cela améliorerait
encore le degré de confiance de nos résultats. Enfin, de nombreux cas classées a ce
jour comme potentielles contaminations bénéficieraient de l'analyse de données
transcriptomiques. En effet, si des données RNA-seq obtenues a partir d’ARN
messagers sélectionnés sur la présence d'une queue poly-A s’alignent sur les
génomes aux positions ces THG, 1'hypothese d'une contamination bactérienne
devient improbable. Hormis les potentielles contaminations, les données
transcriptomiques pourraient également nous renseigner sur le patron d’expression
des genes acquis par transferts horizontaux et ainsi nous en apprendre plus sur leurs

potentielles fonctions.

Pour aller plus loin, concernant la validation des nouveaux cas de THG
détectés, des analyses en laboratoire seront nécessaires. Des analyses PCR utilisant
des amorces chevauchant une région génomique correspondant a un THG mais
aussi a un gene de nématode permettrait de confirmer l'insertion des nouveaux THG

identifiés. Cependant les données longues lectures provenant des génomes les plus
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récents permettraient également de renforcer I'hypothese de l'insertion dans le
génome hote si certaines d'entre elles couvrent a la fois le THG et un gene de 1'hote.
Aussi, l’isolement de ce gene et l'expression hétérologue dans un vecteur
d’expression pourraient permettre d’isoler la protéine puis de caractériser les
fonctions biochimiques. L'analyse bio-informatique d’identification de peptide signal
de sécrétion et des expériences d’immuno-localisation pourraient permettre de
confirmer la sécrétion de la protéine et de la localiser chez la plante. Enfin, des
expériences d’invalidation du gene (Knock-out) n’étant pas possibles aujourd’hui
chez les NPP, l'interférence ARN (ou RNAi) pourrait permettre de préciser la

fonction biologique de ces genes.

Concernant les perspectives plus larges de ce travail, les données générées
dans le cadre de ce projet pourront étre utilisées par la communauté scientifique
dans le cadre de différents travaux de recherche. La librairie de séquences de sol
utilisée pour la détection des THG chez les NPP, est une ressource compacte et fiable
de la diversité protéique microbienne. Il est prévu que cette ressource soit utilisée
dans le cadre de travaux d’autres équipes de recherche portant sur le flux de genes
chez d’autres organismes telluriques, tels que les oomycetes phytopathogenes.
D’autre part, la sous-partie de cet ensemble de données que représentent les
protéines eucaryotes a déja été publiée et rendue publique sur Recherche Data Gouv.
Ainsi, elle pourra étre utilisée plus largement par la communauté scientifique, dans
le cadre de travaux portant sur les génomes des micro-organismes eucaryotes. Les
centaines de milliers de protéines orphelines identifiées pourront étre étudiées, plus
en détail, pour tenter de prédire leurs caractéristiques biochimiques et potentielles
fonctions biologiques en utilisant des outils tels que Alpha Fold (Jumper et al., 2021).
Cependant, les résultats de ce type d’approche basée sur des méthodes
d’apprentissage risquent d’étre limités en raison de l'absence de similarité avec les
séquences connues. Pour aller plus loin et mieux comprendre 1'impact biologique de

ces protéines dans les communautés microbiennes eucaryotes, la caractérisation en
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laboratoire sera nécessaire et permettra peut-étre de découvrir de nouvelles

fonctions clés des écosystemes terrestres.

A plus court terme, le travail de re-prédiction des protéines eucaryotes a
contribué a la détection de certains THG d’origine eucaryote comme nous l'avons vu
dans le deuxieme chapitre. De nombreuses protéines provenant de ce travail de
prédiction sont présentes dans les arbres phylogénétiques. On a d’une part des
protéines provenant de micro-organismes eucaryotes qui enrichissent 1'information
concernant l'origine de ces genes. D’autre part, de nombreuses protéines prédites
dans le cadre de ce travail sont des protéines provenant d’organismes telluriques tels
que des arthropodes et de nombreux nématodes. La présence de ce type de protéines
enrichit les informations concernant le moment d’acquisition mais aussi 1'histoire
évolutive apres insertion. Une ouverture possible de ces travaux consisterait a
appliquer les mémes méthodes a des métagénomes d’autres environnement d’intérét
(microbiote intestinal, milieu marin) pour lesquels les ressources abondent mais
souffrent des mémes biais de prédiction en faveur des procaryotes que les
meétagénomes de sol. Des développements méthodologiques pourraient méme étre
envisageés pour, sur la base de ces travaux, améliorer la prédiction de genes d’origine

eucaryote directement au moment de la primo-analyse de métagénomes.

Aussi, comme expliqué dans le premier chapitre, le travail de re-prédiction
des protéines eucaryotes a pu directement étre transmis a Mycophyto pour
alimenter les travaux de Recherche et Développement de cette société. Mycophyto
commercialise des biostimulants agricoles composés principalement de CMA. Les
solutions mycorhiziennes actuellement commercialisées par la concurrence sont des
solutions mono-espece. Ce type de produit est une solution non optimale car comme
démontré par Crossay et collaborateurs, les communautés mycorhiziennes qui
présentent une diversité d'especes procurent un bénéfice accru sur la santé de la

plante hodte (Crossay et al., 2019). Les solutions actuellement proposées par
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Mycophyto reposent sur 'amplification de 'ensemble des CMA indigenes a partir de
prélevements du sol a enrichir, et sont ainsi constituées d'un ensemble d’especes.
Cette méthode permet d’optimiser la synergie plante-CMA grace a I'ensemensement
de solutions présentant une plus grande biodiversité. Cependant ce mode de
production est plus lent en termes de production que la confection de solutions
monospécifiques et plusieurs mois sont souvent nécessaires avant la mise en ceuvre.
Pour réduire le temps de production, Mycophyto souhaite développer un algorithme
prédisant la composition mycorhizienne optimale en fonction des parametres
physico-chimiques de I'environnement. Théoriquement, si une espece est présente
dans plusieurs zones géographiques différentes présentant les mémes
caractéristiques, on peut faire 1'hypothese que cette espece est particulierement
adaptée a ce milieu et peut développer une relation optimale avec la plante. En
partant de cette hypothese, ce type d’outil permettrait d’optimiser la production de
mélanges d’especes. Pour cela, la premiere étape était la constitution d’une base de
données intégrant des informations pédologiques et climatiques mais aussi la
répartition géographique des CMA. Dans le cadre d'une collaboration, l'équipe
Acume de L'Institut national de recherche en sciences et technologies du numérique
(INRIA) travaille actuellement sur le développement d’un algorithme de prédiction.
Les milliers de métagénomes de sol géolocalisés, et les especes de CMA que j'ai pu
identifier dans ces sols constituent une mine d’informations sur la biodiversité

tellurique, ainsi qu’ une opportunité d’enrichir cette base de données.

L’utilisation de données de type métagénomique nécessite de travailler a une
échelle protéique pour des raisons d'efficacité et d’optimisation. Les volumes de
données sont drastiquement réduits ce qui permet l'utilisation d'outils plus fiables.
Des outils bio-informatiques ont été développés pour réaliser des classifications
taxonomiques a l’échelle génomique sur les gros volumes de données que
représentent les métagénomes. C'est le cas notamment de KRAKEN (Wood et al.,

2019), utilisé dans le travail du chapitre 1. Cet outil basé sur comparaison de K-mers
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est classé dans les comparatifs comme le plus précis et rapide de sa catégorie (Ye et
al., 2019). Ainsi, les outils de type recherche de similarité par alignement des régions
homologues, tels que DIAMOND (Buchfink et al., 2015), présentent les meilleurs
résultats en termes de sensibilité et de spécificité. Finalement, la prédiction des
protéines avec des outils appropriés aux eucaryotes et leur annotation taxonomique
avec une approche LCA constituent l'approche la plus fiable et efficace pour
exploiter des données de type métagénomique shotgun pour la détection de CMA.
En effet, comme mentionné dans l'article publié dans le journal Scientific data ce
travail a permis d’améliorer la détection mais aussi de préciser l'information
taxonomique des protéines provenant de CMA. Cependant, plusieurs limites
subsistent dans ce projet. Premierement, bien que plusieurs dizaines de milliers de
protéines de CMA aient été identifiées, ces données ne constituent qu'un petit jeu de
données pour le développement d’outils de prédiction et ont nécessité 1'utilisation
d'algorithmes adaptés. L'une des raisons est probablement I'encapsulation de I’ADN
dans des spores trés résistantes rendant le processus d’extraction d’ADN
particulierement difficile (Janouskova et al.,, 2015). Ainsi, la non-identification de
CMA dans des données de séquencage ne signifie pas une absence de CMA dans les
échantillons. 1l est difficile d’évaluer 'importance de ce phénomene car le taux de
faux négatifs n’a pas pu étre évalué a partir des données publiques. Certains articles
de méthodologie métagénomique utilisent des « mock » communautés, des
communautés microbiennes de synthese dont la composition est connue et controlée,
pour évaluer le taux de faux positifs ressortant des approches métagénomiques
shotgun (Naylor et al., 2020; Nicholls et al., 2019). Cependant, aucun article ne
portant sur des Gloméromycétes n'a été publié a ce jour, et les résultats d’autres études
« mock » peuvent difficilement étre extrapolés aux CMA pour les raisons précitées.
La deuxieme limite est que les données métagénomiques shotgun ne permettent pas
d'effectuer d'analyses quantitatives ou d’utiliser les algorithmes exploitant ce type

d’informations. Pour améliorer ces prédictions, il sera donc nécessaire d’intégrer
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davantage de données dans le futur. Considérant les proportions de données
identifiées, les analyses de type metabarcoding seraient plus adaptées pour ce type
d’analyses.). En effet, notre étude a permis de drastiquement améliorer la diversité
des CMA identifiés dans les données métagénomiques mais l'identification ne
couvre qu'une dizaine d’especes alors que la littérature évalue a plusieurs centaines
la diversité des CMA. En enrichissant la quantité de données tout en élargissant la
diversité des CMA identifiés, les données de type metabarcoding permettront
d’exploiter au mieux les ressources existantes comme la base de données Maarjam
(REF OPIK) qui référence les séquences génomiques spécifiques a la classe des
Gloméromycetes (taxon monophylétique incluant toutes les especes de CMA), et
d’optimiser la prédiction des mélanges de champignons mycorhiziens adaptés aux

différents parametres pédologiques et climatiques.

Concernant les autres perspectives qu’offrent les données générées et les
résultats de ce travail, durant cette these 1 200 arbres phylogénétiques correspondant
a des THG potentiels détectés par similarité ont été classés manuellement afin de
définir les regles topologiques permettant d'affiner la validation des THG. Cette
classification manuelle des THG potentiels constitue une excellente ressource pour
développer un outil de détection des THG dans les génomes de NPP basée sur des
méthodes d'intelligence artificielle. Les observations réalisées durant cette these
confortent 1’hypothese que le développement de telles méthodes pourraient donner
de bon résultats. En effet, les genes acquis par transferts horizontaux dans les
génomes de NPP semblent avoir des structures particulieres. Par exemple, apres
validation phylogénétique les THG ont été classés en trois classes : « THG », «
contamination » et « erreur d’annotation dans la librairie de référence ». La
comparaison du nombre d’introns dans les genes de ces différentes classes montre
que le nombre d’introns est significativement plus élevé dans les THG que dans les
genes classés comme contamination (ce qui soutient I'hypothese que ces genes ont

été domestiqués par le génome hote PPN). En outre, lors de cette analyse nous avons
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observé un nombre d'introns significativement plus élevé dans les THG que dans les
genes de la classe « erreur d’annotation dans la librairie de référence ». Hors, les
genes de cette derniere classe représentent bien des genes de nématodes. Cette
observation contre-intuitive pourrait suggérer que les THG contiennent un plus
grand nombre d'introns que les genes acquis verticalement. Cependant, a ce stade il
s'agit d’'une hypothese qui pourrait étre validée par comparaison du nombre
d'introns dans les THG par rapport a tous les genes codants dans 1'ensemble du
génome hote. Si une telle différence dans la composition des introns/exons est
observée spécifiquement dans les genes acquis horizontalement, cela pourrait
fournir de nouvelles informations sur les processus évolutifs impliqués dans la
domestication des séquences bactériennes dans les génomes eucaryotes et sur la

facon dont les genes bactériens s'expriment dans les génomes eucaryotes.

L’utilisation de données métagénomiques de sol a permis d'élargir la
détection des genes acquis par THG dans les génomes de nématodes parasites de
plantes et d’enrichir I'information sur 1’origine de ces genes. Notre compréhension
de leur origine et de leur histoire évolutive reste encore partielle mais I'apport de la
meétagénomique dans cette étude est soutenu par la présence de nombreux genes
provenant de métagénomes dans les phylogénies et en particulier dans les branches
sceurs des événements de THG. Ainsi, nos résultats indiquent qu’il sera pertinent
d'intégrer des données environnementales aux futurs travaux portant sur la question
des THG chez d’autres organismes. Pour aller plus loin dans la compréhension de
I'implication des THG dans I'évolution du parasitisme des plantes, les prochaines
études pourraient intégrer des nématodes ectoparasites ou des insectes parasites des
parties aériennes des plantes. Par exemple, il serait intéressant d’étudier des
nématodes du clade 2 tel que Xiphinema index, clade éloigné des Tylenchina d’un
point de vue évolutif. Aucun génome de référence nétait disponible au début de ces
travaux, mais une premiere version de trés bonne qualité a un niveau de résolution

chromosomique devrait étre publiée tres prochainement et devrait faire 1'objet d"une
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analyse des THG car la seule étude réalisée jusqu'a aujourdhui portrait sur des
données transcriptomiques (Danchin et al., 2017). Danchin et collaborateurs avaient
montré la présence de genes acquis par transferts horizontaux chez deux especes de
NPP du clade 2 dont l'espece X. index. Cependant, une étude a I'échelle génomique
offrira une vision plus précise de ce phénomene et permettra de mieux différencier
les potentielles contamination des cas plus probables de THG. Plus largement, on
sait aussi que de nombreuses especes d’insectes phytophages telles que la mouche
blanche B. tabacci ou les coléopteres de la famille Chrysomeloidea ont acquis des genes
par transferts horizontaux (Kirsch et al., 2014; Lapadula et al., 2020; Pauchet et al.,
2010). L’intégration de données de métagénomiques provenant du séquengage
d’échantillon de phyllosphere (parties des plantes situées au-dessus du niveau du
sol) permettrait d’approfondir nos connaissances sur THG chez ces especes en
élargissant la détection mais aussi certainement le catalogue des potentiels donneurs.
De méme, concernant particulierement les endoparasites, il serait intéressant
d’inclure des données provenant de 'endophyte (microbiote présent a I'intérieur des

plantes).

Compléter le catalogue des donneurs permet de préciser I'origine de ces
genes et pourrait guider notre compréhension des mécanismes impliqués dans le
processus de transfert de matériel génétique entre especes. La métagénomique
environnementale est un domaine assez récent et plusieurs challenges
méthodologiques subsistent notamment au niveau de la reconstruction des génomes.
L'émergence de nouvelles technologies permet progressivement de relever ces
challenges méthodologiques. Des données métagénomiques de meilleure qualité
pourraient préciser 1'origine de ces genes mais aussi les mécanismes biologiques
impliqués dans ce phénomene de THG. Retrouver les génomes de descendants des
donneurs de ces genes permettrait de préciser si ces génes proviennent d’événements
indépendants (un géne par événement) ou commun (plusieurs genes acquis d'un

méme donneur lors d’'un méme événement).
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Notre identification des donneurs est souvent réduite a des rangs
taxonomiques ancestraux et ce en raison de la méthode utilisée pour re-annoter
taxonomiquement l'ensemble des données métagénomiques. Les données
métagénomiques de sols utilisées dans le cadre de cette étude sont principalement
des données provenant de technologies de séquengage a lectures courtes. Plus de la
moitié de ces données génomiques ont une taille inférieure ou égale a 250 pb
(Belliardo et al, 2022). La reconstruction des génomes a partir de données
métagénomiques obtenues a partir de courtes séquences est tres difficile. La
difficulté de cette tache est d’autant plus forte pour des données provenant
d’échantillons aussi complexes que le sol. La liste des solutions pour l'assignation
taxonomique de données aussi fragmentées est tres restreinte et des solutions telles
que proposées par GTDB-tk ne sont pas envisageables. Des méthodes ont été
développées pour classifier spécifiquement les especes microbiennes sauvages telles
que l'initiative GTDB qui a réalisé une classification phylogénétique des especes
procaryotes (Parks et al., 2022) et propose I'outil GTDB-tk (Chaumeil et al., 2020) qui
propose le placement des nouveaux génomes dans cet arbre. Ce type de procédure
est tres lourd d'un point de vue informatique et n’est pas possible avec des données
utilisées ici. L'approche LCA offre I'avantage d'une grande fiabilité des annotations,
et c’est ce que nous avons choisi de privilégier dans cette premiere étude pionniere.

Cependant, I'information fournie par cette approche est souvent peu précise.

Le développement de méthodes de séquencage troisieme génération permettant de
séquencer de bien plus longs fragments d’ADN peut minimiser la difficulté de la
tache d’assemblage. Originellement, les données issues de ces nouvelles technologies
présentaient des taux d’erreur difficilement acceptables proche des 10%. Cependant,
de nombreuses solutions émergent pour corriger ce taux d'erreur. Clest le cas
notamment du séquengage pacbio Sequel II HiFI qui propose des lectures de haute
qualité grace a un procédé de circularisation des molécules d’ADN permettant

d’effectuer de multiples lectures appelées sous-reads (Wenger et al., 2019). La
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compilation de ces sous-reads permet de corriger les erreurs de séquencage, et
d’obtenir un taux d'erreur théorique inférieur a 1%. Au début de cette these, nous
avons effectué dix prélevements de sols sur des parcelles agricoles connues pour étre
infectées par des nématodes parasites de plantes. Ces échantillons ont été séquencés
avec une technologie longue lecture en utilisant la technologie Sequel II HiFIL
L’exploitation de ces données reste encore a un stade préliminaire mais les lectures
obtenues ont des tailles moyennes de 5kb bien supérieure a la plupart des contigs
assemblés disponibles dans les données publiques. Les résultats préliminaires de la
recherche de similarité des THG détectés chez les NPP indiquent la présence de
nombreuses séquences homologues dans ces nouveaux métagénomes de haute
qualité. Des méthodes de placement phylogénétiques pourront étre utilisées pour
replacer ces séquences homologues dans un contexte évolutif et leur relation de
parenté avec les NPP. L’amélioration de la qualité des assemblages permettra
d’envisager des méthodes d’assignation taxonomiques plus précises et d’accéder au

contenu génétique des descendants des potentiels donneurs.

L’amélioration de la qualité des données métagénomiques pourrait encore
améliorer notre compréhension de l'origine de ces genes, mais il est important de
garder a l'esprit que ces genes ont été transférés dans les génomes d’un nématode
ancestral a partir des génomes de micro-organismes ancestraux. Considérant la
dynamique évolutive des micro-organismes (Gibson et Eyre-Walker, 2019; Ochman
et Davalos, 2006), les génomes ancestraux dont sont issus ces genes étaient
probablement assez différents de ceux des micro-organismes qui peuplent les sols
d’aujourd’hui. Ainsi, une des perspectives les plus intéressantes qu’offre le fruit de

ce travail est la reconstruction de la séquence protéique ancestrale transférée.
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Glossaire

Abiotique : lié au milieu, indépendant des étres vivants.

Biotique : relatif au vivant.

Clade : groupement de plusieurs embranchements de plantes ou d'animaux ayant
une organisation et une origine commune.

Génes orthologues : genes homologues issus d’événement de spéciation, par
opposition aux genes paralogues.

Genes paralogues : genes homologues issus d’événement de duplication, par
opposition aux genes orthologues.

Métazoaire : clade taxonomique regroupant l'ensemble des especes animales,
c'est-a-dire d’organismes eucaryotes multicellulaires mobiles et hétérotrophes.
Monophylétique: groupe ou taxon qui comprend un ancétre et tous ses
descendants.

Nématode : vers ronds non segmentés, pouvant étre libres ou parasites d’animaux et
ou de végétaux.

Paraphylétique : groupe ou taxon qui comprend un ancétre et une partie de ses
descendants.

Polyphylétique : groupe ou taxon défini par une ressemblance qui n'a pas été héritée
d'un ancétre commun.

Séquencage : détermination de lordre linéaire des composants d’une
macromolécule. Séquencage génomique est le séquencage de la molécule d”ADN.
Topologie d’arbre : forme de 'arbre, ordre de branchement des noeuds.

Taxon : entité conceptuelle qui est censée regrouper tous les organismes vivants
possédant en commun certains caracteres taxonomiques bien définis comme l'espece,
le genre, la famille, I'ordre, etc.

Pression de sélection : désigne un phénomene qui se traduit par une évolution des

especes vivantes soumises a certaines contraintes environnementales.
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