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Résumé

Parmi les arthropodes, les tiques sont les plus importants vecteurs de pathogenes en termes de
diversité et sont la premiere cause de transmission de maladies vectorielles en Europe et Amérique du
Nord. Si ces pathogénes font I'objet de nombreux travaux, les tiques hébergent aussi d'autres symbiotes qui
contribuent de maniére importante a leur phénotype. Au cours des derniéres années, de nombreuses
bactéries symbiotiques ont ainsi été recensées chez les tiques. Parmi celles-ci des bactéries présentant une
forte homologie avec Coxiella burnetii ont été découvertes. Contrairement a C. burnetii, I'agent responsable
de la fievre Q, les Coxiella-like endosymbiotiques (Coxiella-LE) ne semblent pas capables d'infecter
d'autres hotes que les tiques. Elles font partie des symbiotes a transmission maternelle les plus répandus
chez les espeéces de tiques et pourraient jouer un role important dans la biologie de ces arthropodes. Des
premiers éléments suggerent en effet, que les Coxiella-LE pourraient avoir un role nutritionnel en
synthétisant vitamines B et cofacteurs absents de l'alimentation de leur hoéte tique.

Pour comprendre les relations entretenues entre les Coxiella-LE et leurs hotes je me suis intéressé,
au cours de mes travaux de thése, a 1'évolution du genre Coxiella. Pour cela des approches d'analyses
phylogénétiques et de génomique comparative ont été utilisées. J'ai ainsi participé a I'établissement de la
phylogénie du genre Coxiella par Multi-Locus Sequence Typing (MLST), qui a permis de mettre en
évidence la diversité de ce genre bactérien. De maniére intéressante C. burnetii émerge au sein d'un de ces
clades de bactéries endosymbiotiques de tiques, ce qui semble témoigner d'une récente transition vers la
pathogénie. Nous avons séquencé deux nouveaux génomes de Coxiella-LE afin de réaliser une étude de
génomique comparative. Tous les génomes de Coxiella étudiés, y compris ceux de C. burnetii, possedent
les génes nécessaires a la biosynthése des vitamines B et des cofacteurs, retrouvés habituellement chez les
symbiotes nutritionnels d'arthropodes hématophages. Cette découverte renforce 1'idée d'un rdle important
des Coxiella-LE pour leur hote tique et, d'aprés la phylogénie, 1'ancétre commun de ces bactéries serait
donc un endosymbiote mutualiste de tique. Pourtant des traces de génes impliqués dans la virulence de
Coxiella burnetii ont été retrouvées dans des génomes appartenant a des clades distincts de Coxiella-LE, ce
qui semble plutét indiquer des pertes récurrentes de la virulence. De plus, différents niveaux d'érosion
génomique sont retrouvés dans les génomes de Coxiella-LE étudiés, ce qui indiquerait de fréquents
transferts d'h6tes. De tels transferts expliqueraient 1'absence de co-cladogéneése entre la phylogénie des
Coxiella-LE et celle de leur hote, une caractéristique originale pour un symbiote qui semble obligatoire.

Par ailleurs, plusieurs symbiotes a transmission maternelle peuvent étre retrouvés chez les tiques,
le deuxiéme axe de ma thése s'intéresse a l'impact de ces co-infections. Pour cela une population de tiques
appartenant a l'espece Dermacentor marginatus a été étudiée. Cette espéce est, en effet, fréquemment
infectée par des bactéries Coxiella-LE, Rickettsia et Spiroplasma et différents statuts d'infection peuvent
étre observés chez les individus. Aucune compétition n'a été démontrée entre ces bactéries, puisqu’aucune
n'interfére avec la transmission et la densité des autres. Néanmoins, en cas de triple infection, la valeur
adaptative des hotes est fortement diminuée avec une réduction importante de leur taille (10%). La
transmission verticale de ces symbiotes n'étant pas complete, il devient alors difficile de comprendre
comment ces bactéries atteignent de si fortes prévalences au sein de la population avec des cofits associés
aussi importants. Si les stratégies symbiotiques de ces symbiotes restent a découvrir, il parait probable que
leur transmission peut également se faire de maniere horizontale.

L'ensemble des résultats obtenus montre l'importance d'étudier les symbiotes de tiques. Ces
derniers peuvent s'avérer cruciaux pour la biologie de leur héte et pourraient interférer avec la transmission
de pathogenes. Plusieurs de ces symbiotes peuvent co-infecter un méme héte ce qui favorise de potentiels
transferts horizontaux de genes. De plus des changements d'hotes par transmission horizontale semblent
étre fréquents. Ces caractéristiques influencent 1'évolution de ces bactéries et pourraient expliquer les
transitions rapides au sein du continuum mutualisme-parasitisme observées chez ces symbiotes. Les tiques,
et plus généralement les arthropodes hématophages, semblent étre des carrefours évolutifs importants pour
de nombreux micro-organismes pouvant conduire a I'émergence de nouveaux pathogénes, ou au contraire a
I'établissement de symbioses mutualistes. Parmi ces symbiotes les bactéries Coxiella-LE semblent
indispensables pour leur héte avec un role nutritionnel. Pourtant I'histoire évolutive de ce genre bactérien
est complexe et encore non totalement résolue. Différentes adaptations ont conduit a des stratégies
symbiotiques tres différentes chez les bactéries du genre Coxiella et rendent ce genre bactérien
particulierement intéressant pour 1'étude des transitions sur le continuum mutualisme-parasitisme.

Mot clés: symbiotes de tiques ; Coxiella-LE ; C. burnetii ; virulence ; génomique comparative ;co-infection



Abstract

Among arthropods, ticks are the most important vectors of pathogens in terms of diversity and are
the leading cause of transmission of vector-borne diseases in Europe and North America. While these
pathogens are the most studied, ticks also harbor other symbionts that contribute significantly to their
phenotype. Recently many symbiotic bacteria have been described in ticks. Among them, bacteria
exhibiting strong homology with Coxiella burnetii have been discovered. Unlike C. burnetii, the causative
agent of Q fever, Coxiella-Like Endosymbiont (Coxiella-LE) seems unable to infect other hosts than ticks.
They are among the most widespread maternally-inherited symbionts in tick species and could play an
important role in their biology. Coxiella-LE may indeed have a nutritional role by synthesizing B vitamins
and cofactors absent from their host's diet.

To understand the interaction between Coxiella-LE and their hosts, my thesis work focused on the
evolution of the Coxiella genus. For this purpose, phylogenetic analyzes and comparative genomic
approaches have been carried out. I have participated in the establishment of the phylogeny of the Coxiella
genus by Multi-Locus Sequence Typing (MLST), which highlights the diversity of this bacterial genus.
Interestingly C. burnetii emerges within one of these clads of tick endosymbiotic bacteria, which may
suggest a recent transition towards pathogenicity. Two new genomes of Coxiella-LE were sequenced to
perform comparative genomic analyses. All Coxiella genomes studied, including those of C. burnetii,
possess the genes encoding for the biosynthesis of B vitamins and cofactors, as usually found in nutritional
symbionts of blood-sucking arthropods. This result strengthens the idea of an important role of Coxiella-LE
for their host ticks and, according to the phylogeny, the common ancestor of these bacteria was therefore a
mutualistic tick endosymbiont. However, traces of genes involved in the virulence of C. burnetii have been
found in genomes belonging to distinct clads of Coxiella-LE, which rather indicate recurrent losses of
virulence. Moreover, different levels of genomic erosion are found in the genomes of Coxiella-LE studied,
which could indicate different transitions towards the mutualistic way of life. Such recurrent transfers
would explain the absence of cocladogenesis between Coxiella-LE and their host phylogeny, an uncommon
feature for an obligatory symbiont.

As several maternally-inherited symbionts can be found in ticks, the second axis of my thesis has
focused on the impact of co-infections. For this purpose, a population of ticks belonging to the species
Dermacentor marginatus was studied. This species is frequently infected with Coxiella-LE, Rickettsia and
Spiroplasma bacteria and different infection status can be observed in individuals from a single population.
No competition has been demonstrated between these bacteria, since none interferes with the transmission
and density of the others. However, in case of triple infection, the fitness of the host appears greatly
reduced with a significant reduction in size (10%). Since vertical transmission of these symbionts is
incomplete, understanding how these symbionts and co-infections are maintained despite this significant
cost remains an open question. If the symbiotic strategies of these symbionts are still unknown, it is likely
that their transmission is not only maternal, but also horizontal.

All the results obtained show the importance of studying tick symbionts. They are crucial for the
biology of their host, and could also interfere with the transmission of tick-born pathogens. Several of
these symbionts can co-infect the same host, which promotes potential lateral gene transfers, and host
exchanges through horizontal transmission appear frequent. These characteristics influence the evolution of
these bacteria and could explain rapid transitions along the mutualism-parasitism continuum that have been
reported in these symbionts. Ticks, and more generally hematophagous arthropods, are important
evolutionary hubs for many microorganisms that could lead to the emergence of new pathogens. Among
these symbionts, Coxiella-LE bacteria appear to be essential for their tick hosts with a nutritional role, yet
the evolutionary history of this bacterial genus is complex and not fully resolved. Various adaptations have
led to very different symbiotic strategies in Coxiella bacteria and make this bacterial genus particularly
interesting for the study of transitions along the mutualism-parasitism continuum.

Key words: tick symbionts; Coxiella-LE; C. burnetii; virulence; comparative genomic; co-infection
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La symbiose, qui signifie « vivre avec », est une association intime et durable entre plusieurs
organismes hétérospécifiques. Cette notion n'a été décrite qu'a la fin du XIX* siécle. Pourtant la
symbiose est un acteur majeur de 1'évolution du vivant. Les cellules eucaryotes ayant permis
I’avenement d'organismes complexes et pluricellulaires en sont un exemple frappant. Ces
cellules sont de fait des chimeéres issues d'associations de différents micro-organismes
procaryotes (Margulis, 1970; Gray & Doolittle, 1982). En effet, mitochondries et chloroplastes
sont les vestiges d'anciennes symbioses (Margulis, 1993). Les symbioses intracellulaires,
appelées endosymbioses, sont donc capables de générer des organismes chimériques et peuvent
engendrer de nouvelles lignées. Mais la symbiose a d'autres impacts sur 1'évolution des espéces.

D'apres sa définition originelle (Frank, 1877; Bary, 1879), la symbiose comprend tous
les types d’interactions au sein d'un continuum s'étendant du parasitisme au mutualisme (Ewald
1987). Les organismes participant a cette association sont appelés des symbiotes et le plus gros
est généralement identifié comme 1'hote. On parle de parasitisme lorsqu'un des organismes
profite de cette interaction au détriment de l'autre, tandis que le mutualisme caractérise la
situation ou chaque partenaire bénéficie de l'association. Des lors, la symbiose a un impact sur la
valeur sélective des différents partenaires, ce qui peut avoir d'importantes conséquences sur
I'évolution des especes. Si I'hote est généralement considéré comme bénéfique pour les
symbiotes qu'il héberge, ces derniers ont forcément un cofit physiologique. En effet, un symbiote
consomme une partie des nutriments de son hote (Shigenobu et al., 2000), et a aussi un impact
sur I'homéostasie et le systéme immunitaire de celui-ci (Fytrou et al., 2006; Kremer et al.,
2009). Ces effets peuvent toutefois étre contrebalancés par certains bénéfices. C'est la balance
entre cotits et bénéfices qui définira la nature de la relation symbiotique. Toutefois, ces relations
sont loin d'étre immuables et le type d'interaction peut se déplacer le long du continuum
parasitisme-mutualisme en fonction des génotypes des partenaires ou des conditions
environnementales (Lin & Koskella, 2015).

Au sein du regne animal, 1'embranchement des arthropodes comprend le plus d'especes
et se caractérise par une diversité exceptionnelle d'associations avec des micro-organismes.
Ainsi de nombreuses études ont pour objectif de décrire ces symbioses, notamment chez les
insectes ou de nombreux micro-organismes infectent les cellules. Ces symbiotes intracellulaires,
ou endosymbiotes, ont des impacts importants sur la valeur adaptative de leurs hotes. En effet,
ils ont développé des phénotypes particuliers au cours de 1’évolution pour se maintenir et se
transmettre chez leur hote. Cette introduction a pour but de présenter les principales situations
rencontrées dans la nature et les conséquences évolutives associées aux infections par des

endosymbiotes.
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I. Endosymbioses chez les arthropodes

1) Role et transmission
a) Symbioses obligatoires

Les symbioses obligatoires font parties d'associations symbiotiques mutualistes, en

général trés anciennes et tres spécifiques. Ce cas de figure correspond a un extréme dans le
spectre des interactions des symbioses, les micro-organismes impliqués dans l'association
étant indispensables pour leurs hotes.
Ces symbiotes, dits « primaires », ont souvent un role nutritionnel, en permettant a leur hote
d'utiliser des niches trophiques spécialisées. Cette capacité de colonisation de milieux pauvres
en certains nutriments essentiels a conduit a d’impressionnantes radiations évolutives (Clark
et al., 2000). Par exemple, si le phloéme composant la séve est riche en sucres — ce qui en fait
une cible de choix — il est en revanche pauvre en protéines et constitue donc un régime
alimentaire déséquilibré (Douglas, 1998). Ainsi seuls certains insectes de l'ordre des
Hémipteres peuvent se nourrir exclusivement de seve, et ce grdce aux associations
symbiotiques. Pour cela, ils possedent tous des endosymbiotes capables de synthétiser les
acides aminés essentiels qui ne sont pas disponibles par ce mode de nutrition (Buchner, 1965;
Baumann & Baumann, 2005; Moran et al.,, 2008). Par exemple, les pucerons sont
nécessairement infectés par la bactérie Buchnera qui, en produisant des acides aminés
essentiels, complémente leur alimentation (Sasaki & Ishikawa, 1995). Cette symbiose compte
parmi les plus étudiées et a permis de mettre en évidence le lien entre I'apparition des insectes
phloémophages et 1'acquisition de symbiotes nutritionnels.

De la méme maniére de nombreux groupes d'arthropodes se nourrissent exclusivement
de sang. Pourtant le sang est lui aussi un régime déséquilibré ou des métabolites essentiels au
maintien de 'homéostasie sont absents. Les arthropodes hématophages stricts nécessitent la
présence de symbiotes qui supplémentent leur régime alimentaire, notamment en synthétisant
les vitamines B et certains cofacteurs (Manzano-Marin et al., 2015). L'étude des Glossines
pour leur implication dans la propagation de maladies infectieuses a permis de mettre
évidence ce type d'interaction. En 1976, Nogge montre que Glossina morsitans
(communément appelée « mouche tsé-tsé »), vectorisant les protistes parasites Trypanosoma
gambiense responsables de trypanosomiases humaines (e.g. la maladie du sommeil), devient
stérile lorsqu'un traitement antibiotique détruisant ses bactéries symbiotiques est effectué
(Nogge, 1976), suggérant ainsi la présence de symbiotes obligatoires. Des bactéries nommées

Wigglesworthia seront ensuite identifiées au sein de ces mouches hématophages (Aksoy,
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1995). Ces dernieres sont, en effet, nécessaires a la nutrition et a la reproduction de leur hote
(Nogge, 1981). Le séquencage du génome d'une bactérie Wigglesworthia a permis de mettre
en évidence que les voies de synthéses des vitamines B et autres cofacteurs associés étaient
bien conservées malgré la petite taille de son génome (Akman et al., 2002).

Chez la plupart des insectes, il existe un organe spécifiquement alloué a 1'hébergement
des endosymbiotes primaires, appelé le bacteriome. Il est constitué de cellules spécialisées, les
bactériocytes, au sein desquelles se multiplient les symbiotes. Ceci permet a la fois de faciliter
les échanges de métabolites mais également un controle de la population symbiotique (Login
et al., 2011; Koga et al., 2012). Les bactériocytes peuvent aussi avoir un role a jouer dans la
transmission de certains symbiotes primaires, en fusionnant directement avec les oocytes
(Costa et al., 1996).

En effet, comme les organelles, les endosymbiotes indispensables a la survie de 1'h6te
sont transmis de génération en génération par transmission verticale. Les ceufs de 1'h6te sont
généralement infectés durant 'ovogénese et des lors, les symbiotes seront présents dans le
cytoplasme des cellules des descendants. Ainsi la transmission des symbiotes dépend
directement de la reproduction de leur hote, ce qui génere un alignement des intéréts des
partenaires et une corrélation de leurs valeurs adaptatives (Sachs & Simms, 2006). Ce mode
de transmission limite la virulence chez le symbiote (Ewald, 1987), et favorise méme les
stratégies mutualistes (Sachs et al., 2013): les symbiotes qui augmentent la capacité
reproductive de leur hote se transmettent mieux et sont donc sélectionnés.

Les symbioses obligatoires sont généralement stables depuis des centaines de millions
d'années. Par exemple la bactérie Sulcia muelleri et son hote, une cicadelle, seraient associés
depuis plus de 270 millions d'années (N. A. Moran et al. 2005a). Cette longue période
d'intime association se traduit par une congruence entre les phylogénies des deux partenaires.
L'arbre phylogénétique du symbiote est ainsi similaire a celui de son hote, c'est ce que 1'on
appelle la co-cladogénese, et traduit une transmission maternelle parfaite (Munson et al.,
1991; Baumann et al., 1993; Lo et al., 2003). D'ailleurs comme pour le puceron et les
symbiotes primaires du genre Buchnera, des analyses phylogénétiques montrent une co-
cladogénese entre Wigglesworthia et les Glossines (Chen et al., 1999). Ce phénomene illustre
bien l'importance des relations entre un hote et ses symbiotes obligatoires, qui des lors

partagent une histoire évolutive commune.
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b) Symbioses facultatives

D'autres partenaires symbiotiques plus ou moins transitoires peuvent infecter les
arthropodes, on parle alors de symbiotes secondaires. Ces derniers peuvent utiliser différentes
stratégies symbiotiques pour se maintenir dans les populations et ont une relation avec leur
hote qui peut couvrir I'ensemble du spectre entre parasitisme et mutualisme (Moran et al.,
2008).

Certains symbiotes secondaires conférent ainsi des avantages a leurs hotes sans pour
autant étre indispensables. Ces avantages peuvent étre de natures différentes, parmi lesquels
ont trouve la résistance aux stress biotiques ou abiotiques (Brownlie & Johnson, 2009). Ces
stratégies symbiotiques mutualistes sont sélectionnées parmi les symbiotes car elles
permettent d'augmenter la valeur adaptative de 1'hote et entraine donc une meilleure
transmission des symbiotes. Par exemple, chez certaines especes de pucerons, la bactérie
Hamiltonella defensa est capable de protéger son hdte contre des parasitoides (Oliver et al.,
2003; Moran et al., 2005b). Si les endosymbiotes secondaires peuvent conférer un avantage
pour leur hote a un moment donné, ils exercent constitutivement un cofit pour I'hote. Ainsi en
fonction des facteurs environnementaux (e.g. abondance des parasitoides) ou de I'état de
I'hote, la relation entre les deux partenaires peut varier et les symbiotes secondaires peuvent
étre sélectionnés ou contre-sélectionnés. Par exemple, les cofits importants infligés a son hote
par cette méme bactérie H. defensa empéchent sa fixation dans les populations de pucerons
(Oliver et al., 2008).

Toutefois, la transmission verticale n'est pas totalement synonyme d'alignement
complet des intéréts des partenaires symbiotiques. Il existe ainsi des symbiotes verticalement
transmis ayant des stratégies égoistes : les manipulateurs de la reproduction. La transmission
des symbiotes étant généralement maternelle, les males sont des « impasses évolutives » pour
ces bactéries. Ces parasites vont alors modifier le sexe-ratio de leur hote en faveur des
individus femelles, ce qui a pour conséquence de favoriser leur transmission (Engelstddter &
Hurst, 2009).

Pour ce faire les manipulateurs de la reproduction utilisent différentes stratégies. L'une d'elles,
le « male-killing », consiste, comme son nom l'indique, a tuer les males. Si dans la
descendance d'une femelle infectée tous les males sont efficacement tués par la bactérie, cela
peut conférer un avantage aux femelles de cette fratrie si la compétition pour les ressources
est forte entre apparentés (Fialho & Stevens, 2000; Engelstadter & Hurst, 2009). Les bactéries
manipulatrices de la reproduction peuvent aussi féminiser des individus génétiquement males,

qui vont des lors étre capables de transmettre ces symbiotes a leur tour. On observe
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notamment ce phénotype étendu chez le cloporte Armadilium vulgare (Bouchon et al., 2008;
Cordaux et al, 2011). Chez les hyménoptéres haplo-diploides, !’induction de la
parthénogenése thélytoque va permettre aux femelles infectées de produire des femelles
diploides sans avoir été fécondées. Or lors de reproduction haplo-diploides, les femelles sont
diploides et ne produisent normalement que des males haploides si elles ne sont pas fécondées
et des femelles diploides lorsqu'il y a reproduction sexuée. Certaines souches de la bactérie
Wolbachia vont induire la diploidisation des ceufs non fécondés et modifier le sexe-ratio de
leur hote en produisant uniquement des femelles (Stouthamer et al., 1990; Stouthamer &
Kazmer, 1994; Pannebakker et al., 2004).

L'incompatibilité cytoplasmique («IC») est un autre phénomeéne intéressant
développé par ces bactéries (Breeuwer & Werren, 1990, 1993; Werren & Jaenike, 1995). Lors
d'accouplement entre males infectés et femelles non infectées, les bactéries capables d'induire
de I'IC chez leur hote vont affecter le développement du zygote. Contrairement aux femelles
non-infectées, les femelles infectées vont pouvoir se reproduire avec tous les males. Le succes
reproducteur de ces derniéres sera donc supérieur a celui des femelles non infectées, ce qui va
favoriser la propagation du symbiote dans la population.

Plusieurs bactéries appartenant a des genres tres éloignés d'un point de vue
phylogénétique, comme certaines Rickettsia, Arsenophonus et Spiroplasma, ont développé ce
type de phénotypes, mais la plus répandue reste Wolbachia pipientis. Les différentes souches
de cette bactérie sont capables d'utiliser 1'ensemble de ces manipulations et infecteraient
jusqu'a 40 % des especes d'arthropodes (Zug & Hammerstein, 2012).

Ces manipulations de la reproduction peuvent générer des conflits nucléo-cytoplasmiques.
Les pressions de sélection qui agissent sur le compartiment cytoplasmique (a transmission
maternelle), comprenant le symbiote, ne sont pas les mémes que celles agissant sur le noyau
(a transmission bi-parentale), comprenant le génome de 'hote (Rigaud & Juchault, 1993). Ce
conflit (transitoire dans le cas de I'IC) peut sélectionner des mécanismes permettant a I'hote de
lutter contre ces parasites (Turelli, 1994). Ainsi les stratégies de manipulation de la
reproduction de I'hGte peuvent s'avérer instables, et conduire soit a la perte de 1’infection, soit
a I’extinction. Dans ces conditions, comment expliquer le maintien des manipulateurs de la

reproduction ?

L'absence de congruence entre les phylogénies des symbiotes secondaires et de leurs
hotes Arthropodes peut étre un élément de réponse. Ces incongruences reflétent en effet les

nombreux transferts horizontaux des symbiotes qui ont lieu ont eu lieu chez les arthropodes et

20



notamment chez les insectes (O’Neill et al., 1992; Rousset et al., 1992; Moran & Baumann,
1994; Werren et al., 1995; Vavre et al., 1999). Ainsi, si la transmission des symbiotes
secondaires se fait majoritairement de maniéere verticale, de la transmission horizontale est
également observée au cours de I’histoire évolutive de ces symbiotes. A 1’échelle évolutive,
ce mode de transmission a permis la capture de nouveaux hotes et permet ainsi le maintien
des symbiotes secondaires malgré des transmissions verticales imparfaites, des cofits
importants dans certaines conditions environnementales ou des conflits nucléo-
cytoplasmiques. Il en résulte une dynamique d’acquisition et de perte des symbiotes (Bailly-

Bechet et al., 2017).

2) Les co-infections

La plupart des études sont généralement focalisées sur le modele un symbiote/un héte.
Pourtant les populations de symbiotes sont souvent constituées de différents micro-
organismes qui cohabitent au sein d’'un méme hote, c’est ce que 1’on appelle les infections
multiples (Read, 2001). Ainsi, les arthropodes ne sont pas infectés par un seul symbiote et
doivent étre considérés comme de véritables écosystemes ou plusieurs micro-organismes
cohabitent.

Plusieurs symbiotes a transmission verticale peuvent ainsi étre retrouvés au sein d’un
méme hote (Vavre et al., 1999; Zchori-Fein & Brown, 2002; Duron et al., 2008). Ainsi chez le
puceron, en plus du symbiote primaire B. aphidicola, 9 symbiotes facultatifs sont connus
(Werren et al., 1995; Chen et al., 1996; Chen & Purcell, 1997; Roux et al., 1997; Darby,
2001; Fukatsu et al., 2001; Sandstrom et al., 2001; Guay et al., 2009; Ferrari et al., 2012; Guo
et al., 2017). Dans le cas de multi-infections stables, la fidélité entre les différents partenaires
peut permettre 1’émergence de coopération entre différentes especes (Vautrin et al., 2007).
Dans certains cas on observe méme de la dépendance entre différents symbiotes. Ainsi chez
les aleurodes B. tabaci le symbiote primaire Portiera aleyrodidarum a perdu la capacité de
synthétiser certains acides aminés essentiels a la survie de son hote. C’est le symbiote
H. defensa, qui dans ce cas, permet de complémenter ces voies de syntheses, devenant alors
un symbiote obligatoire chez certaines especes de B. tabaci (Rollat-Farnier et al., 2015). De
méme, chez le puceron Cinara cedri, il existe de nombreuses complémentations de voies
métaboliques entre B. aphidicola et Serratia symbiotica. Ces complémentations permettent

d’assurer la stabilité au sein des communautés symbiotiques infectant un méme organisme
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hote (Lamelas et al., 2011).

Pourtant les infections multiples peuvent étre associées a des colits pour 1’hote
(Mouton et al., 2004; Oliver et al., 2006). Les hotes représentent, de fait, une ressource
limitée qui peut entrainer de la compétition entre les symbiotes pour son exploitation. Les
conséquences de ces co-infections ont été largement étudiées chez les parasites a transmission
horizontale ou I’on peut notamment observer de la compétition entre ces parasites (Frank,
1996; Chao et al., 2000). Les résultats de ces études montrent que les parasites les plus
virulents sortent généralement « vainqueurs » de cette compétition intra-hote. De méme, la
sélection de variants les plus a méme d’accaparer la ressource au sein des symbiotes a
transmission verticale peut conduire a ce que I’on appelle la « tragédie des biens communs »

(Hardin, 1968).

On peut ainsi retrouver chez le puceron des symbiotes protecteurs comme H. defensa,
Regiella insecticola et Serratia symbiotica associées au symbiote primaire. Il existe en
revanche de la compétition entre ces symbiotes et certains peuvent exclure ou impacter la
transmission des autres (Darby et al., 2005). Le phénotype de ces bactéries peut aussi étre
altéré par la présence d’autres symbiotes. S. symbiotica ne protege plus son hote contre
d’éventuels stress thermiques en cas de présence de Rickettsia sp. (Montllor et al., 2002).
Outre leurs cofits physiologiques, ces symbiotes mutualistes peuvent étre sélectionnés ou
contre sélectionnés en fonction des conditions environnementales et des partenaires impliqués
dans la relation symbiotique. On assiste ainsi a des gains, des pertes et méme des

remplacements de symbiotes dans les communautés symbiotiques infectant un méme hote.

Les co-infections doivent exprimer des phénotypes particuliers pour étre maintenues
dans les populations, afin que la production moyenne de femelles multi-infectées soit
supérieure a la production de femelles mono ou non infectées (Vautrin & Vavre, 2009).
Différentes stratégies évolutives peuvent ainsi étre mises en place comme la manipulation de
la reproduction ou des stratégies mutualistes visant a augmenter la valeur adaptative de 1’hote.
Toutefois afin de limiter le cofit de ces infections multiples, les symbiotes doivent induire
différents effets ou travailler en synergie pour ne pas étre redondants. On retrouve ainsi
fréquemment des symbiotes mutualistes et des manipulateurs de la reproduction au sein d’un

méme héte (Zchori-Fein & Brown, 2002; Tsuchida, 2004)

Les stratégies de manipulation de la reproduction de 1’hGte sont classiquement
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observées dans le cas de co-infections. Plusieurs bactéries induisant différents mécanismes de
manipulation de la reproduction peuvent d’ailleurs infecter un méme hote (Hiroki et al.,
2004; Montenegro et al., 2006). Le cas des manipulateurs induisant de I’IC est toutefois
remarquable, car différentes bactéries induisant de I’IC peuvent étre maintenues en co-
infection chez un méme hote des lors que I’IC est spécifique de chaque souche (Mouton et al.,
2003). Bien qu’induisant le méme effet, ces bactéries permettent aux femelles multi-infectées
de se reproduire avec 1’ensemble des males de la population. Le mécanisme d’IC favorise
alors la diversité bactérienne et permet de maintenir activement les co-infections (Vautrin &

Vavre, 2009).

Les stratégies mutualistes permettent aussi la mise en place de co-infections. Outre les
symbiotes primaires, nous avons vu précédemment que les symbiotes facultatifs peuvent aussi
avoir des phénotypes mutualistes leur permettant de se maintenir dans les populations d’hotes.
Parmi les phénotypes développés par ces symbiotes on peut ainsi citer la protection de 1’hote
contre les pathogénes.

Les organismes pathogenes sont généralement associés a des densités élevées et ont un
impact délétére sur la valeur adaptative de I’hdte. Le conflit entre symbiotes a transmission
verticale et parasites a transmission horizontale a ainsi, conduit a I’évolution de stratégies
mutualistes permettant aux symbiotes de protéger leur hote contre ces pathogenes (Haine,
2008). Les individus infectés par ces mutualistes ne seront, alors, pas impactés par les cofits
associés aux pathogenes. Leur succes reproducteur et la transmission de leurs symbiotes

seront donc accrus par rapport aux individus parasités par des pathogénes.

Certains symbiotes sont capables de maitriser plusieurs de ces stratégies. Ainsi la
bactérie Wolbachia est capable de manipuler la reproduction de son hote mais également
d’induire de la résistance face a nombreux virus a ARN chez les drosophiles (Teixeira et al.,
2008). Cette capacité de protection chez des bactéries capables d’induire de I’'IC est tres
intéressante. L’introduction de la souche de Wolbachia de Drosophila melanogaster
responsable de ce phénotype (wMel) chez le moustique Aedes aegypti permettrait de lutter
efficacement contre la propagation de virus transmissible a ’homme (Hoffmann et al., 2011;
[turbe-Ormaetxe et al., 2011). Des relargages massifs de moustiques infectés par cette bactérie
sont en cours et semblent fournir des résultats encourageants pour la lutte contre les épidémies

de Dengue, Zika et Chikungunya (Aliota et al., 2016; Dutra et al., 2016).
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3) Impact de la symbiose sur le génome des partenaires symbiotiques
a) Impact sur les génomes des endosymbiotes

Le mode de vie intracellulaire a un fort impact sur I'évolution des génomes des
endosymbiotes. Ce confinement extréme limite d'une part, les échanges génétiques par
transfert latéral de génes avec d'autres bactéries et d'autre part, ce nouvel environnement est
bien plus stable que celui dans lequel évoluait leur ancétre pré-endosymbiotique. Des genes
essentiels a la survie de bactéries libres, permettant de s'adapter aux conditions
environnementales, seront des lors dispensables chez les endosymbiotes. Par ailleurs, la taille
effective des populations de bactéries intracellulaires est trés faible par rapport aux
populations de bactéries libres car, lors de la transmission, seule une infime fraction est
transmise au nouvel hote. Cet effet de « goulot d'étranglement » se traduit par une réduction
de l'efficacité de la sélection au profit de la dérive génétique et permet une accumulation de
mutations faiblement déléteres (« cliquet de Miiller ») (Bergstrom & Pritchard, 1998; Rispe &
Moran, 2000). Ainsi dans le cas de longues coévolutions entre hote et symbiote, notamment
lors de symbioses obligatoires, un relachement de la pression de sélection s'opere dans le
génome des endosymbiotes au profit de la dérive génétique et conduit a I'élimination de
nombreux genes (Figure i.1). Les génomes des endosymbiotes primaires sont alors
extrémement réduits, ne comportant parfois que les génes essentiels. Ils sont aussi enrichis en
bases AT puisque leur composition en bases nucléotidiques est biaisée par 1’accumulation de
mutation. Un des génomes de B. aphidicola, symbiote primaire de puceron, séquencés n'est
par exemple composé que de 640 681 paires de bases (Shigenobu et al., 2000), proche de ce
qui était il y a peu considéré comme la taille minimale pour un organisme bactérien
(Nakabachi et al., 2006). La Beta Protéobactérie Tremblaya princeps, symbiote primaire de la
cochenille farineuse des agrumes Planococcus citri (Coccoidae), posséde également un

génome extrémement réduit avec seulement 138 931 bases (Lopez-Madrigal et al., 2011).

Les endosymbiotes facultatifs ne présentent pas une réduction génomique aussi
intense. Si la taille de leur génome est moins notable que celle des génomes de symbiotes
obligatoires, le processus d'érosion est tout de méme actif. Toutefois, lors des premiers stades
de la réduction génomique, I'accumulation de mutations délétéres se traduit par l'inactivation
de nombreux genes. Ces genes inactifs, appelés pseudogénes, vont subsister dans le génome
des nouveaux endosymbiotes qui sont alors composés d'une proportion importante de régions
non codantes. Ces génomes sont aussi caractérisés par la présence de nombreux éléments

mobiles (Figure i.1). En effet, les régions non codantes ainsi qu’un relachement de 1’efficacité
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de la sélection vont permettre la prolifération de ces derniers qui ne seront plus éliminés
(Baumann & Baumann, 2005; Moran et al., 2008; McCutcheon & Moran, 2011). Les
éléments mobiles peuvent ainsi représenter une part importante des génomes des
endosymbiotes récemment acquis par leurs hotes. Par exemple, ils constituent pres de 35 %
du génome d'une Rickettsia endosymbiotique de tique (Gillespie et al., 2012). La présence de
tels éléments dans les génomes n'est pas anodine et peut conduire a de nombreux
réarrangements chromosomiques affectant la synténie entre les génomes de bactéries
apparentées. Les éléments mobiles facilitent aussi le transfert horizontal de genes entre
différentes bactéries. Cela permet a ces derniéres d'acquérir de nouvelles fonctions, ce qui
peut avoir des impacts importants sur leur histoire évolutive. Une souche de Wolbachia est,
par exemple, retrouvée dans le bactériome des punaises de lits (Cimex lectularius,
Cimicidae). Ces bactéries, connues surtout pour la manipulation de la reproduction, sont
devenues indispensables pour cet hote. En effet, par le biais de transferts de geénes, ces
dernieres ont acquis les voies de synthese permettant la production de vitamines B. Ce
parasite manipulateur de la reproduction est alors devenu un symbiote nutritionnel chez les
punaises de lit, illustrant parfaitement les transitions des interactions symbiotiques le long du
continuum mutualisme-parasitisme (Hosokawa et al., 2010).

La Figure i.1 montre que les génomes de bactéries endosymbiotiques sont tous soumis
a I’érosion génomique et peuvent étre extrémement réduits, comme chez les symbiotes
primaires « anciens », ou plus plastiques dans le cas de symbioses plus récentes ou
transitoires. La vitesse de ce processus n'est toutefois pas la méme et il semble que
l'inactivation et la perte des mécanismes de réparation et de recombinaison de 1'ADN
conduisent a une érosion rapide du génome (Gil et al., 2003). Des travaux d'évolution
expérimentale ont ainsi montré que le taux d'’ADN perdu au cours du temps est multiplié par
50 chez les bactéries ou le gene mutS, nécessaire a la réparation de I'ADN, n’est plus
fonctionnel (Nilsson et al., 2005).  La perte de ces mécanismes peut donc étre considérée
comme un tournant dans 1'évolution des endosymbiotes. Elle marque le début d'une érosion
rapide, mais surtout la perte de la plasticité jugée nécessaire a des changements d'hdtes ou de

stratégies symbiotiques.
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Figure i.1 | Etapes de réduction génomique chez des bactéries symbiotiques

(McCutcheon & Moran 2011)

b) Impact sur les génomes de I'hote

Les symbioses ont aussi des conséquences sur le génome de 1'h6te. Certaines

mutations chez le symbiote, qu'elles soient dues a la forte dérive génétique ou a la sélection

intra-hote de symbiotes égoistes, peuvent par exemple fortement impacter la valeur adaptative

de 1'h6te. Ce dernier va alors étre soumis a de fortes pressions de sélection pour atténuer les

effets néfastes de ces mutations apparues chez le symbiote. Cette forme de co-évolution entre

les deux organismes peut entrainer d’importantes différences dans le génome de I'hote et

potentiellement conduire a 1’incompatibilité génétique entre différentes lignées d'hotes et

souches de symbiotes. La Figure i.2 schématise bien ce processus qui s’apparente a un cercle

vicieux conduisant a une évolution rapide des génes de I'hdte. Dans cet exemple une

population de puceron hébergeant un endosymbiote va ainsi rapidement évoluer du fait de la

sélection visant a compenser les mutations délétéres apparues chez son symbiote. La rapide

évolution affectant cette population de pucerons peut alors conduire a de l'incompatibilité

entre individus de la méme espeéce et ainsi faciliter la spéciation.
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Host & Symbiont Mutation Symbiosis Rabbit Hole Increased Genetic Incompatability
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pouvant altérer la relation mutualiste avec ces mutations a de l'incompatibilité entre populations
I'hote

Figure i.2 | Rabbit Hole Theory : Conséquences de la co-évolution héte-symbiote primaire
(Benett&Moran, 2015)

Dans le cas des symbioses facultatives, les adaptations d'un organisme a son partenaire
peuvent avoir un impact négatif sur ce dernier, générant un conflit d’intéréts. Dés lors une
course a l'armement peut se mettre en place entre le symbiote, alors appelé parasite, et son
hote. Cette course a I'armement se caractérise par un cycle ininterrompu d’adaptations et de
contre-adaptations (Svensson & Raberg, 2010). Cette évolution rapide du génome de I’hote
peut encore une fois mener a de la spéciation et peut conduire a des phénotypes extrémes.

Chez I’hyménoptere Asobara tabida cette course aux armements aurait de maniere
contre-intuitive menée a la dépendance de ces hotes vis-a-vis du parasite de la reproduction
Wolbachia (Dedeine et al., 2001). Afin de réduire les colits de ’infection par Wolbachia,
A. tabida aurait ainsi modulé son homéostasie oxydative (Kremer et al., 2009). Cette
adaptation est toutefois délétere puisqu’ en absence du symbiote elle semble étre responsable
de I’absence d’ovogenese chez ces guépes parasitoides (Dedeine et al., 2005; Monnin, 2016).
Cet exemple montre I’impact des interactions symbiotiques sur 1’évolution des espeéces mais
surtout a quel point les limites entre parasitisme/mutualisme et symbiotes
primaires/secondaires peuvent étre floues. Comment, des lors, caractériser ce type

d’interaction. Serait-ce du « parasitisme obligatoire » ?
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Dans certains cas de symbioses, on peut aussi observer des transferts de genes
symbiotiques dans le génome nucléaire de 1’hote (Nikoh & Nakabachi, 2009; Husnik et al.,
2013; Ioannidis et al., 2014). L’échelle de temps nécessaire pour déceler de tels phénomenes
dépasse le cadre de la biologie expérimentale et pose la question de I’impact de ces
phénomenes (Ros & Hurst, 2009). Pourtant du point de vue de I’évolution des especes, ces
transferts de génes peuvent avoir de grandes conséquences. Ainsi un élément génétique
nucléaire appelé « élément f » permet la féminisation du cloporte Armadilium vulgare en
absence de parasite manipulateur de la reproduction (Juchault et al., 1993). Récemment ce
facteur féminisant a été identifié comme une insertion récente de 3Mb dans le génome de ce
cloporte provenant de la bactérie Wolbachia, et constitue un nouveau chromosome sexuel
(W) (Leclercq et al., 2016; Cordaux & Gilbert, 2017). Les transferts horizontaux de géne de
symbiote vers le génome nucléaire peuvent ainsi apporter de nouvelles fonctions a ces
génomes. L’acquisition de genes provenant d’un champignon par, transfert horizontal, chez
les pucerons permet ainsi de produire des caroténoides et de synthétiser de I’énergie a partir
de la lumiere (Moran & Jarvik, 2010; Valmalette et al., 2012). De la photosynthese chez un
arthropode en somme ! Un autre exemple frappant montre carrément des insertions massives
comprenant pres de I’ensemble du génome de Wolbachia pipientis dans le génome nucléaire
de son hote Drosophila ananassae (Klasson et al., 2014) — ce qui n’est pas sans rappeler la

création de chiméres comme conséquence aux endosymbioses (cf. introduction générale).
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IL. Les tiques

1) Description

a) Systématique et Morphologie

Les tiques sont des ectoparasites vivant aux dépens de leurs hotes vertébrés. Elles
comptent parmi les plus importants vecteurs d’agents pathogenes au sein des arthropodes, au
meéme titre que les moustiques (Goodman et al., 2005). Elles sont d'ailleurs considérées
comme le principal vecteur de maladies transmissibles a 'nomme dans les régions tempérées
(Dantas-Torres et al., 2012).

La Figure i.3 montre la position des tiques au sein des Invertébrés. Les tiques
appartiennent a I'embranchement des Arthropodes, leur corps est recouvert d’un exosquelette
protégeant les organes internes et sur lequel s’inserent les muscles. Elles sont ensuite classées
dans le sous-embranchement des Chélicérates, car elles sont dépourvues d'antennes et de
mandibules, mais possedent une paire de chéliceres et des pédipalpes. Les tiques sont des
arthropodes terrestres se déplacant grace a 4 paires de pattes (a I’exception du stade larvaire
qui n'en possede que 3) et font donc partie de la classe Arachnides. Enfin, I'ordre des Ixodida
est retrouvé dans la sous-classe des Acariens. Les tiques adultes mesurent généralement de 3 a
6 mm lorsqu'elles ne sont pas gorgées et comptent parmi les plus grands organismes vivants
de cette sous-classe généralement composée d'organismes microscopiques. Chez les acariens,
le corps est découpé en deux segments, et non trois comme chez la plupart des arthropodes,
on distingue ainsi chez la tique une partie antérieure, le capitulum (« téte » en latin) et une

partie postérieure ou idosome.
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Embranchement Arthropodes
Sous-embranchement Chélicérates
Classe Arachnides
Sous-classe Acariens
Superordre Anactinatrichoida
Ordre Ixodida

Figure i.3 | Systématique des tiques
d'aprés Camicas et Morel (1977)

Le capitulum des tiques est pourvu d'une paire de palpes et, axialement, des chéliceres
sur la partie dorsale ainsi qu'un hypostome sur la partie ventrale. Les palpes, formés de 4
articles, sont symétriques et portent de nombreuses soies dont les fonctions sont sensorielles.
Chéliceres et hypostome pénetrent la peau de 1'hote lors des repas sanguins. Les premieéres
sont munies de « doigts » coupants permettant de trancher et qui peuvent étre rétractés dans
une gaine protectrice, tandis que 1'hypostome est garni de plusieurs files de dents permettant

un ancrage dans la peau de 1'hote.

L'idosome est le tagme postérieur des tiques ou 1’on retrouve ventralement les orifices
génital et anal et ou vont s’attacher les quatre paires de pattes. Chacune des pattes est
composée des articles suivants : coxa, trochanter, fémur, patelle, tibia et tarse et s’insérent sur
la face ventrale. Elles s'achévent par une sorte de ventouse, la pulville et deux griffes qui
permettent aux tiques de grimper sur tous types de supports. La premiere paire de pattes est
dotée d'un organe sensoriel sensible a la composition de l'air, 1’organe de Haller, important

pour localiser les hotes (Haller, 1881; Sonenshine, 2006).

Au sein des Ixodida plusieurs classifications différentes existent. Nous retiendrons
dans ce manuscrit celle de Camicas et al. ou cet ordre est subdivisé en 3 sous-ordres et 4
familles (Camicas et al., 1998). La famille des Argasidae est I'unique représentante du sous-

ordre des Argasina et comprend ce que l'on appelle couramment les « tiques molles ». Les
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représentants des familles Ixodidae et Amblyommidae sont eux des « tiques dures » et
forment le sous-ordre des Ixodina. Enfin, la famille des Nuttalliellinea, appartenant au sous-
ordre des Nuttaliellina, ne comporte que l'espece Nuttallia namaqua qui n'est pas trés bien
décrite (Figure i.4). Peu de données sont disponibles sur la morphologie et le cycle de vie de
cette espece, car peu d'individus ont été observés. Face a ce manque d'information, il ne sera

pas ou peu question de cette famille de tique dans la suite de ce manuscrit.

Ordre Ixodida
Sous-ordre Ixodina Nuttalliellina Argasina
I | _
Famille Ixodidae Amblyommidae Nuttalliellidae Argasidae
Genres Ixodes Dermacentor, Nuttalliella. Argas,
Rhipicephalus, Ornithodoros
Amblyomma,

Haemaphysalis ...

Figure i.4 | Classification des Ixodida

La classification ainsi que la phylogénie des tiques n'est pas vraiment résolue, il est
difficile de préciser l'origine des tiques et de leur lignée évolutive. Par exemple, les sous-
ordres Ixodina et Argasina sont tres différents puisqu'ils ont évolué différemment durant le
systéeme géologique du Permien. On observe de nombreuses différences chez les représentants
de ces différents sous-ordres, les Argasina ayant gardé des caractéres de type primitif par
rapport aux Ixodina. D'un point de vue morphologique, elles sont dépourvues de parties
sclérifiées — d'ou I'appellation «tiques molles » — et leur capitulum est positionné
ventralement alors qu'il est antérieur chez les Ixodina (Figure i.5). On observe aussi des
différences au niveau de la métamorphose des larves, elle est incompléte chez les Argasina,

les pattes et le capitulum n'étant pas néoformés contrairement aux appendices des Ixodina.
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External structure of adult argasid ticks (the example is Ornithodoros).  claws mauthparts
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Figure i.5 | Morphologie des Ixodida
(Estrada-Peria, 2004)
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b) Cycles de développement

Les tiques sont des arthropodes hématophages stricts : ce sont des ectoparasites qui se
nourrissent du sang de leur héte. Il existe trois phases de développement chez les Ixodida : les
femelles pondent des ceufs desquels éclosent les larves qui se métamorphoseront en nymphes,
puis en adultes. Chacune de ces métamorphoses se doit d'étre précédée d'un repas sanguin et
la ponte d’ceufs n'est possible que chez les femelles gorgées. On note ainsi une alternance
entre phases parasitaires sur hote, généralement de courte durée, et phases libres au sol qui
peuvent durer plusieurs mois.

Durant ces phases libres, les tiques vont rechercher un hote a parasiter. Différentes
stratégies sont alors employées en fonction des especes de tiques étudiées. Dans un premier
temps, différentes préférences trophiques peuvent étre observées, allant de la spécificité
parasitaire chez des especes ne parasitant qu'une espece d'hote précise, de la sélectivité
parasitaire chez les especes se nourrissant sur certains ordres ou classes de vertébrés ou
encore des especes ubiquistes. Ensuite on peut noter différents comportements de chasse,
certaines especes de tiques sont endophiles et vont coloniser des abris spécifiques de 1'hote,
notamment des nids d’oiseaux pour de nombreuses especes du genre Ornithodoros. D'autres
en revanche sont exophiles et recherchent leur hote dans des biotopes ouverts. Ces dernieres
peuvent adopter un comportement passif, a 1’affiit, ou mener une recherche active de leur
hote.

La nutrition sur hote est permise grace aux organes du capitulum. Les palpes vont
permettre d'identifier des sites de prédilection sur I'hote ou la peau est généralement plus fine.
Ensuite la tique va pénétrer la peau de I'hGte grace a des processus mécaniques, via l'action
tranchante des chéliceres et la propulsion de I'hypostome (Richter et al., 2013), et aussi
chimiques grace a des enzymes salivaires lysant les tissus au niveau de la lésion. La rupture
des capillaires sanguins va former une poche hémorragique qui va permettre l'alimentation de
la tique par aspiration. Afin de consolider 'adhésion a 1'hote durant la piqfire, une substance
est produite par les tiques et celle-ci durcit pour former « le cément ». Il existe aussi des
différences entre tiques molles et tiques dures durant cette phase de nutrition. Les tiques dures
ne se nourrissent quune fois par stade et la durée de gorgement est de 4 a 5 jours. Ces
dernieres ont généralement des cycles triphasiques puisque chaque repas sanguin s'effectue
sur un hote différent, bien qu'il existe quelques especes bi voire monophasiques. En revanche,
les Argasina ont des cycles polyphasiques plus complexes et effectuent de nombreux repas
sanguins, généralement courts, mais dont la durée peut étre tres variable, a la différence des

Ixodina ou le nombre et la durée des repas sont définis.
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2) Microbiome

Le microbiome est l'ensemble des micro-organismes symbiotiques, qu'ils soient
mutualistes, commensaux ou pathogeénes, qui occupent différentes niches au sein d'un méme
organisme hote. Les tiques hébergent de nombreux pathogenes capables d'induire des
zoonoses et sont donc considérées comme d'importants vecteurs de maladies (Jongejan &
Uilenbenberg, 2005). Beaucoup de recherches se concentrent sur l'étude de ces micro-
organismes et la liste de ces derniers ne cesse d’augmenter. Ces micro-organismes ont
généralement une transmission horizontale et le mode d'alimentation des tiques joue un role
important dans leur acquisition et leur vectorisation. Balashov a montré en 1967 que, durant
les repas sanguins, absorption de sang et émission de salive se succedent et permettent la
circulation de micro-organismes (Balashov, 1972). Ainsi le phénomeéne de co-feeding décrit
pour la premiere fois chez les tiques (Jones et al., 1987), permet l'échange de micro-
organismes d'une tique a l'autre lors de repas sanguins. Cette notion de co-feeding doit ici
étre différenciée de la transmission horizontale classique car dans ce cas le symbiote se
transmet rapidement via le sang des animaux parasités sans avoir a se reproduire chez 'hote
intermédiaire. Le co-feeding a d'abord été démontré pour de nombreux virus, mais il permet
aussi la transmission des spirochetes Borrelia, responsables de borrélioses (maladie de Lyme)
(Randolph et al., 1996; Voordouw, 2015). L'alimentation exclusivement hématophage des
tiques, couplée au fait qu'elles parasitent plusieurs hotes au cours de leur vie conduit donc a la
transmission de différents organismes : bactéries, protozoaires et virus (Benson et al., 2004;
Steiner et al., 2008). Il a été montré que de nombreux pathogenes acquis au cours des repas
sanguins étaient transmis d'un stade a l'autre au cours du développement des tiques, qui sont
des lors généralement infectées toute leur vie (Sonenshine, 1991). La mue est pourtant un
processus complexe ou I’on observe des phénomeénes de lyse et de régénération tissulaire. Les
mécanismes qui permettent a ces symbiotes de survivre a la mue, mais aussi de coloniser
I'appareil digestif et les glandes salivaires, ne sont pas encore élucidés (Sonenshine, 1991;
Balashov & Grigoryeva, 2003).

Si les tiques hébergent des micro-organismes infectieux (Schouls et al., 1999; Mixson
et al., 2006), d'autres symbiotes sont fréquemment associés a ces hotes. Comme tous les
arthropodes, les tiques possedent un microbiome riche et varié ou toutes les interactions du
continuum parasitisme-mutualisme sont représentées. Si de nombreux symbiotes de tiques
sont apparentés a des pathogenes de vertébrés comme les bactéries Rickettsia, Coxiella-like

endosymbiotique (Coxiella-LE) et Francisella-LE, la plupart d’entre eux semblent inoffensifs
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pour des hotes vertébrés (Cowdry, 1925; Mudrow, 1932; Burgdorfer et al., 1973; Noda et al.,
1997; Clay et al., 2008; Ahantarig et al., 2013; Sassera et al., 2013; Narasimhan & Fikrig,
2015; Duron et al., 2017). Pres d’une dizaine de bactéries a transmission maternelle ont été
identifiées chez de nombreuses espéces de tiques au cours de la derniére décennie (Bonnet et
al., 2017). Le role de ces symbiotes pour leur hote n'a pas été clairement établi mais certaines
bactéries pourraient étre importantes, voire nécessaires chez les tiques. En effet, le sang
représente une alimentation déséquilibrée qui ne comporte pas de vitamine B. Chez la plupart
des arthropodes hématophages strictes, des symbiotes nutritionnels synthétisent et fournissent
ces vitamines et les cofacteurs associés (Akman et al., 2002; Allen et al., 2007; Hosokawa et
al., 2010; Nikoh et al., 2014; Manzano-Marin et al., 2015; Rio et al., 2016). Il existe donc
probablement des symbiotes chez les tiques assurant la production de vitamine B. Le fait que
leur identité ne soit pas connue refléte le manque de connaissance sur les communautés de
micro-organismes infectant ces arthropodes.

Pour tenter de décrire la diversité des especes bactériennes composant ce microbiome
le séquencage de régions hypervariables de la séquence génétique codant I’ARNr 16S ainsi
que la génomique et la transcriptomique ont été utilisés (revues dans Narasimhan & Fikrig
2015). Si la plupart du temps 1'ensemble du corps des tiques est extrait en vue de séquencage,
certaines de ces études ont été menées sur des organes spécifiques préalablement disséqués et
permettent d'avoir une idée de la localisation de certains symbiotes (Figure i.6). Si les tiques
ne semblent pas posséder de bactériomes comme chez les insectes pour héberger les
symbiotes primaires, cette localisation nous informe du réle putatif que ces symbiotes peuvent
avoir sur les traits de vie de leur hote, mais aussi des interactions pouvant se produire entre

eux (Narasimhan et al., 2014; Qiu et al., 2014; Narasimhan & Fikrig, 2015).
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TRENDS in Parasitology

Figure i.6 | Symbiotes communs de tiques et leurs localisation.
Ov : Ovaires, MG :Intestin (Mid-Gut), Mp : Tube de Malphigi, SG : Glandes salivaires
(Narasimhan et al. 2014)
Les tiques sont souvent co-infectées par plusieurs symbiotes ayant des stratégies

symbiotiques s'étalant sur I'ensemble du continuum mutualisme-parasitisme. Ainsi des micro-
organismes trés différents sont présents simultanément chez des individus et interagissent
avec leur hote mais aussi entre eux (Clay et al., 2008; Andreotti et al., 2011; Carpi et al.,
2011; Lalzar et al., 2012; Vayssier-Taussat et al., 2013; Narasimhan et al., 2014; Qiu et al.,
2014; Williams-Newkirk et al., 2014; Bonnet et al., 2017; Duron et al., 2017). On sait que
certains symbiotes empéchent la transmission de certains pathogenes. Par exemple, chez la
tique D. andersoni, la présence de Rickettsia peacockii altére la transmission du pathogene
Rickettsia rickettsii, responsable de fievres boutonneuses (Burgdorfer et al. 1981). Le
microbiote intestinal a aussi un role important dans la colonisation des tiques par la bactérie
transmettant la maladie de Lyme, Borrelia burgdorferi (Narasimhan et al., 2014).

L'étude des symbiotes de tiques a déja permis d'identifier des symbiotes hors du
commun, comme "Candidatus Midichloria mitonchondrii" (Sassera et al., 2006). Le role de
ce symbiote, fixé chez son hote Ixodes ricinus, n'est pas connu, méme si la présence de genes
impliqués dans la synthese de vitamines B dans son génome pourrait suggérer un role
nutritionnel (Sassera et al., 2011). Mais ce symbiote a la particularité d'étre la seule bactérie
infectant les mitochondries connue a ce jour (Sassera et al., 2006). Cela montre l'incroyable
diversité des interactions qu'il reste a décrire chez les tiques ou I'étude de ces symbiotes
s'avere nécessaire pour mieux comprendre la biologie de ces arthropodes et mieux

appréhender la transmission des pathogenes qu'ils vectorisent.
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III1. Les bactéries du genre Coxiella

1) Coxiella burnetii

En 1937, Edouard Holbrook Derrick décrit pour la premiére fois les symptomes de la
fievre Q (Query fever) qui touche notamment certains employés de l'abattoir de Brisbane.
Lorsque le sang des sujets, atteints principalement de fiévre, est injecté a des cochon-d'indes,
ceux-ci développaient également des symptomes. Burnet a alors isolé I'agent pathogene dans
la rate des cochons d'inde infectés et I'a décrit comme une bactérie Rickettsia-like. Davis et
Cox du Rocky Mountain Laboratory aux Etats-Unis parviennent a cultiver cette bactérie sur
des tissus embryonnaires de poulet en tentant d'isoler et de cultiver les Rickettsia de tiques
afin d'étudier les rickettsioses qui leur sont associées (Davis & Cox, 1938). Il devient alors
clair que cette bactérie isolée a partir d'une tique n'est pas une Rickettsia mais appartient a un
genre nouveau. Pour honorer les personnes a l'origine de sa découverte, elle sera baptisée
Coxiella burnetii.

Coxiella burnetii est une bactérie de type Gram négatif appartenant a l'ordre des

Légionnellales (Figure i.7) (Regnery & Mcdade, 1990; Maurin & Raoult, 1999).

Diplorickettsia massiliensis

—— Coxiella burnetii RSA 493

Rickettsiella melolonthae

Rickettsiella grylli

Legionella longbeachae

Legionella pneumophila str. Corby

Legionella pneumophila str. Paris

Francisella tularensis subsp. novicida

Figure i.7 | Cladogramme indiquant la position du genre Coxiella au sein des Légionellales.

Elle est considérée comme l'une des bactéries les plus infectieuses, avec une ID50
(dose permettant d'infecter 50 % des sujets traités) d'une seule bactérie (Madariaga et al.,
2003). Bien qu'elle soit considérée comme intracellulaire stricte, elle possede un variant
cellulaire capable de survivre de maniere libre dans I'environnement. Ce variant est
métaboliquement inactif mais est trés résistant aux stress environnementaux, tels que les

changements de température ou de pression osmotique (Coleman et al., 2004, 2007). C'est

Genre
L Coxiella burnetii Dugway 5J108-111 |Coxiella

Coxiellaceae

Légionellales

Francisella tularensis subsp. holarctica FSC162
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principalement sous cette forme quasi-sporulée que la bactérie infecte son hote lors
d'inhalation d'aérosols contaminés. De part ces caractéristiques C. burnetii est considérée
comme une arme bactériologique et compte parmi les agents cultivés par les super-puissances
au plus fort de la guerre froide (Madariaga et al., 2003).

Chez I'homme, l'infection par C. burnetii est généralement facilement traitable grace a
l'utilisation combinée de plusieurs antibiotiques. La fievre Q est caractérisée par des
symptomes grippaux auxquels peuvent s'ajouter des pneumopathies atypiques dans sa phase
dite « aigué ». La phase chronique, qui apparait plutot chez des sujets immunodéprimés, peut
évoluer en hépatite ou endocardite sévere et est a l'origine d'une mortalité significative
(Maurin & Raoult, 1999).

C. burnetii a développé des mécanismes pour infecter et survivre a l'intérieur de ces
cellules hétes. Elle infecte principalement les macrophages alvéolaires en utilisant leur
capacité de phagocytose. Les bactéries pathogénes qui empruntent cette voie utilisent
généralement des stratégies empéchant la maturation des phagosomes. C. burnetii n'intervient
pas dans ce phénomene et l'utilise plut6t a son avantage. L’acidification des phagolysosomes
permet en effet un changement de variant cellulaire chez C. burnetii, ce qui la rend
métaboliquement active. La bactérie va alors utiliser la maturation de ce compartiment pour
créer une vésicule appelée « Coxiella containing vacuole » (CCV) dans laquelle elle pourra se
répliquer tout en sécrétant des effecteurs dans la cellule hote (van Schaik et al., 2013). Pour
cela elle dispose d'un systeme de sécrétion de type IV proche de celui utilisé par Legionella
pneumophila (Seshadri et al., 2003; Zamboni et al., 2003; Zusman et al., 2003). Les
effecteurs sécrétés dans le cytoplasme vont détourner de nombreuses voies métaboliques
cellulaires, ils vont par exemple inhiber I'apoptose de ces cellules et ainsi former une niche
propice a la multiplication des bactéries. Le processus d'invasion de Coxiella burnetii et les
manipulations génétiques de cet agent pathogene sont décrits dans 1’encadré (Box i.1).

Grace a ses caractéristiques si particulieres, Coxiella burnetii est capable d'infecter un
large spectre d'hotes, et notamment de nombreuses espéeces de vertébrés. Pendant longtemps
le r6le des tiques dans la transmission de ce pathogéne a été mis en avant (Madariaga et al.,
2003), pourtant la présence de C. burnetii est rare au sein de ces arthropodes (Duron et al.,
2015a; Duron et al., 2015b). La transmission principale semble s’effectuer par aérosols de
matieres contaminées. Ainsi les animaux domestiques sont particulierement exposés.
Notamment les petits ruminants ou les manifestations cliniques les plus fréquentes sont des
avortements tardifs. De fait, cette bactérie a un impact en santé publique mais a aussi un

impact économique important (Kampschreur et al., 2014).
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Box i.1 | Cycle de Coxiella burnetii au sein de ses cellules hétes

(van Schaik et al., 2013)

Coxiella burnetii sous sa forme SCV s'accroche aux macrophage alvéolaires grace a l'intégrine a.33

enclenchant sa phagocytose via un mécanisme actine dépendant.

Un phagosome va alors se former et constitue alors la CCV en devenir. Ce compartiment présente
un pH acide (~ 5,4). L'acidification est une caractéristique normale de cette réaction immunitaire
innée.

On remarque la présence de protéines associées a des microtubules, les LC3. Ces protéines sont
des marqueurs de l'autophagie et ne sont normalement pas retrouvées lors de la phagocytose.

L'acquisition de ces protéines hétes est donc dépendante d'effecteurs bactériens.

Entre 1h et 2h aprés son internalisation, le pH de la CCV continue de diminuer sous l'action
d'enzymes lysosomiales. De nombreux pathogénes intracellulaires tentent d'empécher ce
phénomene pour subsister, mais dans le cas de C. burnetii, I'acidité semble entrainer la transition

SCV — LCV, ce qui rend la bactérie métaboliquement active.

Aprés 8h d'internalisation la CCV va croitre jusqu'a occuper la plupart du compartiment
cytoplasmique. C. burnetii va alors se répliquer tout en manipulant sa cellule héte grace a un
systeme de sécrétion (dot/lcm) lui permettant de sécréter des effecteurs dans le cytoplasme de
celle-ci. C. burnetii empéche de la sorte I'apoptose de cette cellule fortement impactée par cette
infection. Elle va aussi profiter de certaines voies métaboliques de la cellule pour produire des
membranes nécessaires a l'expansion de la CCV, mais aussi pour puiser les nutriments lui

permettant de se répliquer rapidement.
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2) Coxiella-like endosymbiotiques

Pendant longtemps Coxiella burnetii était considérée comme la seule représentante du
genre Coxiella. Mais depuis 'utilisation intensive du séquencage de I'ARN 16S pour identifier
et caractériser la diversité bactérienne, de nombreuses bactéries ayant des séquences proches
de C. burnetii ont été observées.

Ainsi durant ces derniéres années, de nombreuses bactéries 'Coxiella-like' ont été
découvertes, infectant différentes especes de tiques ou leur prévalence est généralement
élevée (Mediannikov et al., 2003; Klyachko et al., 2007; Zhong et al., 2007; Lalzar et al.,
2012, 2014; Liu et al., 2013). En plus de ces prévalences importantes, des études ont révélé
que ces symbiotes sont transmis de maniére verticale de femelles a descendants, pouvant
suggérer un role important sur les traits de vie de leur hote (Clay et al., 2008; Machado-
Ferreira et al., 2011; Lalzar et al., 2014). Zhong et al. ont de plus montré que l'utilisation
d'antibiotiques dirigés contre ces Coxiella-like endosymbiotiques (Coxiella-LE) entrainait une
réduction de la valeur sélective chez la tique Amblyomma americanum (Zhong et al., 2007).
Les tiques ne possédant pas de bactériomes, la localisation de ces symbiotes ne permet pas de
définir s'ils sont obligatoires ou facultatifs. Toutefois une étude a montré que ces bactéries
colonisaient principalement les cellules des tubes de Malphigi (Lalzar et al., 2014). La
Figure i.6 montre les images obtenues dans cette étude par microscopie confocale des organes
de R. turanicus infectés par des Coxiella-LE. Les tubes de Malphigi sont des organes
excréteurs permettant aux arthropodes de filtrer les déchets azotés. La présence de ces
Coxiella-LE peut avoir un lien avec le recyclage de l'azote chez leur hote. Toutefois la
proximité de ces organes avec le tube digestif permet également d’envisager qu’il s’agit d’une

symbiose nutritive.
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Figure i.8 | Localisation des Coxiella-LE chez Rhipicepalus turanicus
en haut : dans les tubes de Malphigi
en bas :dans les ovaires de femelles gorgées

(Lalzar et. 2014)

Les tiques sont des hématophages strictes. Ce régime alimentaire pauvre en vitamine
B devrait nécessiter une complémentation symbiotique. Pourtant aucun symbiote remplissant
cette fonction n'a été identifié chez les tiques. Récemment le génome de la bactérie Coxiella-
LE infectant 1'espece Amblyomma americanum (appelé CLEAA) a été séquencé et semble
confirmer I’hypothése que les Coxiella-LE pourraient jouer ce réle (Smith et al., 2015). En
effet, comme les génomes de symbiotes primaires, le génome de CLEAA est extrémement
réduit avec une taille de seulement 657kb, mais il a conservé toutes les voies nécessaires a la
biosynthese de vitamines B.

Si le génome de référence de Coxiella burnetii (RSA493) a été séquencé a partir d'une
tique échantillonnée aux Etats-Unis (Davis & Cox, 1938) (prés de Nine-mile, d'ot I'utilisation
de ce nom pour qualifier les souches de Coxiella burnetii), la présence de cette bactérie est
rare chez ces arthropodes. Une phylogénie moléculaire du genre Coxiella réalisée

préalablement a mon arrivée dans 1'équipe montre la diversité de ces bactéries et I’importance
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de les étudier (Figure i.7). La place de C. burnetii au sein d'endosymbiotes de tiques pose
notamment la question de I’évolution de la virulence dans ce genre bactérien. Toutefois cette
phylogénie, réalisée en comparant des séquences de genes de I'ARNr 16S, n'est pas assez

robuste pour établir I'histoire évolutive du genre Coxiella.
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Figure i.7 | Phylogénie 16S du genre Coxiella



IV. Plan de these et objectif général

Les interactions symbiotiques faconnent le monde du vivant. Des transitions dans la
nature des associations — du parasitisme au mutualisme et réciproquement — ou méme des
changements de partenaires peuvent avoir des conséquences importantes. De tels événements
peuvent, par exemple, conduire a I’émergence de nouveaux pathogenes, ce qui représente une

menace pour la santé mais aussi pour I’économie.

Pour étudier ces transitions symbiotiques mon travail de these s’est focalisé sur I’étude
des bactéries du genre Coxiella. Si C. burnetii est un agent pathogéne bien connu car
responsable d’une zoonose, la fievre Q, d’autres bactéries apparentées ont récemment été
découvertes et feraient aussi partie de ce genre bactérien. Ces « Coxiella-Like »
endosymbiotiques de tiques (Coxiella-LE) semblent avoir des interactions mutualistes avec
leurs hotes arthropodes. Les Coxiella-LE sont, en effet, retrouvées en forte prévalence chez
de nombreuses especes de tiques et pourraient avoir un role nutritionnel pour leur hote. Le
genre Coxiella est ainsi un excellent modele pour étudier les transitions symbiotiques car il
regroupe des types d’interactions correspondant aux extrémes du continuum mutualisme-
parasitisme.

Les tiques sont, de plus, des arthropodes hématophages qui ont la capacité de
vectoriser de nombreux agents pathogenes. Leur mode de vie permet ainsi le contact entre
différents organismes et toutes les communautés de micro-organismes associées. Ces
caractéristiques permettraient a ces arthropodes de faciliter les transitions symbiotiques de

micro-organismes et justifient 1’étude de leurs symbiotes.

L'objectif de mon travail de these a été de comprendre les relations qu'entretiennent les
Coxiella-LE avec leur hote tique, mais aussi d'étudier 1'évolution de la virulence dans ce genre
bactérien. Ces deux axes de travail avaient pour but de répondre a deux questions principales
constituant mon projet de these : (i) quels roles jouent les Coxiella endosymbiotiques dans la

biologie des tiques, et (ii) Comment C. burnetii a-t-elle acquis son pouvoir pathogene?
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Dans la premiére partie de ce manuscrit, nous allons nous intéresser a l'histoire
évolutive du genre Coxiella. Pour cela, un premier chapitre s'intéresse a la phylogénie du
genre. En effet, des phylogénies incluant des Coxiella-LE ont déja été présentées par le passé,
mais celles-ci n'étaient pas assez résolutives. Une phylogénie robuste peut ainsi nous éclairer
sur les transitions évolutives ayant faconné ce genre bactérien.

Dans un deuxieme chapitre, grace au séquencage de deux nouveaux génomes de
Coxiella-LE, une analyse de génomique comparative a été réalisée au sein du genre Coxiella.
Cette analyse a pour but de montrer quels sont les génes partagés par les Coxiella infectant
ces arthropodes et impliqués dans la symbiose avec les tiques, ainsi que les genes

responsables de la virulence de C. burnetii.

La deuxieme partie se concentre plus sur la relation symbiotique entre les Coxiella-
LE et leur hote tique. Pour cela I'impact de la co-infection entre Coxiella endosymbiotiques et
d'autres bactéries facultatives pour leur hote a été étudié au sein d'une population naturelle de

tiques appartenant a 1'espece Dermacentor marginatus.

Enfin nous discuterons des points importants de ce manuscrit, en résumant le role des
Coxiella-LE pour leur hote tique et en analysant 1’évolution de la virulence dans le genre
Coxiella. Ces aspects étudiés dans le cas précis de la symbiose Coxiella-Tique, nous
permettront ensuite de discuter des mécanismes impliqués dans les transitions symbiotiques.

Pour cela I’impact du mode de transmission et le role des arthropodes seront évoqués.
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Premiere partie :

Histoire evolutive du genre Coxiella
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Chapitre | : Analyse Phylogénétique du

genre Coxiella

Si les mécanismes permettant a C. burnetii d'infecter et de manipuler ses cellules hotes
sont largement étudiés, les origines de cette bactérie ne sont pas connues d'un point de vue
évolutif. Si des bactéries tres proches sont retrouvées chez des especes de tiques, les relations
entre ces Coxiella-LE et l'agent pathogene responsable de la fievre QQ restent a établir
précisément.

Pour comprendre 1'évolution du genre Coxiella, il est important de disposer d’une
phylogénie robuste. En effet, la lecture d'un arbre phylogénétique permet de définir les liens
de parenté entre différents organismes, et dans le cas des symbioses, il est aussi possible de
détecter des indices sur la relation des deux partenaires en comparant les arbres
phylogénétiques des symbiotes et des hotes. Ainsi, une phylogénie du genre Coxiella serait un
élément précieux pour étudier la relation entre les Coxiella endosymbiotiques de tiques et le
pathogene C. burnetii, mais aussi pour comprendre la relation entre ces Coxiella-LE et leurs
hotes tiques. Si l'utilisation du séquencage de I’ARN 16S a permis l'identification de
nombreuses Coxiella-LE chez les tiques, l'utilisation seule de ces séquences ne permet pas
d'obtenir des arbres phylogénétiques robustes. Cette séquence est tres conservée entre
différentes especes du méme genre bactérien et, dans certains cas, ne permet pas d'atteindre le
niveau de résolution nécessaire a la construction d'une phylogénie exploitable. Pour palier a
ce probléme, la solution est de créer un arbre phylogénétique issu de 1'alignement de plusieurs
séquences de genes (Multi Locus Sequence Typing, MLST) (Baldo et al., 2006; Leclerque &
Kleespies, 2012). Les genes sis se doivent d'étre des genes de ménage, peu soumis aux
transferts horizontaux et présents chez tous les organismes étudiés, mais aussi chez des
organismes plus ou moins distants qui vont permettre de créer des groupes externes. Olivier
Duron (UMR5290, Mivegec, Montpellier) a déja réalisé plusieurs projets de ce type et a
récemment intégré une équipe travaillant sur les tiques. Au démarrage de mon projet de these,
il avait initié un travail pour réaliser la phylogénie du genre Coxiella. Son approche consistait
a réunir le plus d'espéces de tiques possibles et grace a de nombreux contacts a 1'étranger, il a

pu réunir une impressionnante collection d'especes. Seulement quelques individus par especes
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étaient séquencés, tandis que de mon coté j'avais séquencé de nombreuses Coxiella-LE
provenant d'especes de tiques plus communes en France. Ainsi pour certaines espéces ou la
prévalence en Coxiella-LE est faible, comme pour les tiques Ixodes ricinus, j'ai pu obtenir des
individus infectés et donc des séquences de Coxiella-LE a ajouter a la phylogénie. C'est ainsi
que ces deux approches complémentaires ont permis une collaboration avec Olivier Duron sur
I’analyse phylogénétique des Coxiella. Ce travail s'est concrétisé par une publication mettant
en avant la diversité existante au sein du genre Coxiella (Duron et al. 2015, Annexel), dans

laquelle je suis co-auteur.

I. Diversité génétique chez les Coxiella-like

endosymbiotiques de tiques

Afin de construire cette phylogénie du genre Coxiella, 916 tiques provenant de 58
especes différentes ont été étudiées. Parmi les espéces de tiques utilisées, 36 appartiennent au
sous-ordre Ixodina (communément appelé « tiques dures »), tandis que 22 sont des « tiques
molles » appartenant donc a la famille des Argasidae.

La présence de bactéries Coxiella-LE chez ces différentes tiques a été recherchée par
détection en PCR nichée d'un fragment de 539-542bp du géne rpoB. Pour définir ces primers
l'utilisation des génomes des 15 souches de références de C. burnetii a été nécessaire. De cette
maniere, il a été démontré que les tiques sont couramment infectées par des organismes
Coxiella-LE, puisque 70 % des espéces de tiques étudiées se sont avérées porteuses de ce
genre de bactéries. De plus chez la plupart de ces especes, la prévalence de ces bactéries est
trés forte (>90%). Ainsi l'infection de Coxiella-LE semble étre quasiment fixée chez la plupart
des especes de tiques des genres Rhipicephalus et Ornithodoros. En revanche les Coxiella-LE
sont rarement retrouvées au sein des tiques du genre Ixodes et leur prévalence y est
extrémement variable.

Pour caractériser la diversité génétique au sein de ces bactéries, Duron et al. ont
développé une méthode de MLST basée sur 5 genes conservés chez les bactéries : rpoB, 16S
ARNTr, 23S ARNr, GroEL et dnaK. Ces 5 genes ont été correctement amplifiés a partir de 71
bactéries Coxiella-LE provenant de 36 espéces de tiques. Pour 5 autres espéces de tiques,
seuls 3 a 4 de ces genes ont été correctement amplifiés. Les résultats montrent une importante

diversité génétique au sein de ces bactéries avec un nombre d’alleles compris entre 33 a 40
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pour chaque gene. Cette forte diversité contraste avec la faible variabilité observée entre les
souches de C. burnetii (Tableau 1.1). De plus chaque espéce de tique étudiée est infectée par

un génotype spécifique ou par plusieurs génotypes treés proches, ce qui semble indiquer que

les Coxiella-LE sont hotes spécifiques.

Locus Function L Strains N  Ppsi N, Ps Ay L D

16S rRNA Small ribosomal subunit 1066 Coxiella-like 85 93.0- 40 262 0985 0.038 39.960
organisms 100

Coxiella burnetii 15 99.7- 4 4 0.552 0.001 1.224
100

235 rRNA Large ribosomal subunit 496  Coxiella-like 82 B84.2- 34 177 0978 0.079 39.393
organisms 100

Coxiella burnetii 15 99.4- 2 2 0.133 0.001 0.267
100

GroEL Chaperone protein GROEL 550  Coxiella-like 82 68.7- 37 292 0982 0.179 98527
organisms 100

Coxiella burnetii 165 99.4— B B 0.562 0.002 0.895
100

rpoB DNA-directed RNA polymerase beta 474  Coxiella-like 85 68.7- 38 250 0.981 0.205 97.136
chain organisms 100

Coxiella burnetii il llie= 4 4 0.467 0.001 0.648
100

dnak Chaperone protein DNAK 423  Coxiella-like 74 69.6- 33 227 0979 0177 75.789
organisms 100

Coxiella burnetii 15 99.8- 3 1 0.362 0.001 0.381
100

Full concatenated data 3009 Coxiella-like 71 81.8- 36 1139 0.984 0.115 346.990
set organisms 100

Coxiella burnetii 15 99.6— T/ 16 0.781 0.001 2.933
100

Tableau 1.1 | Estimation de la diversité génétique pour 85 souches de Coxiella-LE et 15 souches
références de C. burnetii
Analyses basées sur les séquences nucléotidique de 5 genes de ménage. L, longueur de la séquence (en
bp); Ni, nombre de souches étudiées; Pnsi, homologie des séquences nucléotidiques appariées (%); Na,
nombre d’alleles ; Ps, nombre de sites polymorphiques ; Ad, diversité allélique, 1T diversité nucléotidique ; D,
nombre moyen de nucléotides différents entre les séquences
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I1. L'ancétre de C. burnetii serait une bactérie

endosymbiotique de tique

Un alignement de séquences de plus de 3000bp issues de la concaténation des 5
séquences codant pour les genes étudiés a permis 1'analyse phylogénétique du genre Coxiella.
Des arbres phylogénétiques ont été créés en utilisant la méthode de maximum de
vraisemblance avec 1000 réplicats pour les boostraps afin d'obtenir des résultats robustes
(bootstrap >90) ainsi qu'un réseau phylogénétique. Ce réseau est basé sur l'alignement de
séquences provenant de 71 souches de Coxiella endosymbiotiques de tiques, 15 souches de
Coxiella burnetii ainsi que d'autres séquences bactériennes, notamment des séquences de
Rickettsiella issues des tiques étudiées. Des tests de recombinaison ont montré que les
bactéries Coxiella et Rickettsiella de cette étude ne semblent pas partager une structure
clonale mais ont vraisemblablement fait 1’expérience d'échanges génétiques. La construction
d'un réseau phylogénétique a permis d’intégrer ces éléments de recombinaison au sein de la
reconstruction phylogénétique.

Les résultats obtenus montrent clairement que le genre Coxiella est divisé en 4 clades
bien définis (Figure 1.1). Chaque clade représente un groupe de génotypes présents dans 5 a
15 especes de tiques. Le positionnement des génotypes de Coxiella correspondant a une
espece spécifique de tique (numéros dans Figure 1.1) témoigne d'une structure complexe,
indiquant une histoire évolutive a la fois impactée par la co-divergence et des transferts
horizontaux. Par exemple, toutes les bactéries Coxiella-LE infectant les 12 espéces de tiques
du genre Rhipicephalus étudiées se regroupent dans le clade C et il en va de méme pour les
Coxiella-LE des tiques du genre Ixodes qui se regroupent toutes dans le clade B. Pourtant,
certaines bactéries Coxiella-LE infectant des espéces de tiques apparentées ne se regroupent
pas forcément dans le méme clade. Par exemple, les bactéries infectant les tiques du genre
Ornithodoros sont retrouvées dans les clades A, B et C ce qui suggere des transferts

horizontaux de ces symbiotes entre différentes especes de tiques.
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Figure 1.1 | Réseau phylogénétique des Coxiella
Quatre clades de Coxiella sont annotés de A & D. Chaque numéro correspond a une espéce de tique. En

Bleu — Coxiella-LE; en Rouge — C. burnetii ; en Vert — Rickettsiella ; en Noir — autres bactéries. Les unités
de I'échelle correspondent a des substitutions/site.

(Duron et al., 2015)

Enfin, la présence de tous les génotypes de C. burnetii au sein d’un groupe
monophylétique  émergeant dans le clade A avec dautres Coxiella-LE est des plus
intéressante. Le fait de retrouver cette bactérie virulente dans un clade de bactéries
endosymbiotiques de tiques remet en cause une émergence précoce de la pathogénie dans le
genre Coxiella. En effet, le principe de parcimonie nous pousse a croire que l'ancétre commun

de toutes ces bactéries était un symbiote de tique et que la virulence de C. burnetii aurait

émergée récemment.
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Discussion

Dans ce premier chapitre, une phylogénie robuste des bactéries du genre Coxiella a été
réalisée. Cette analyse confirme dans un premier temps que les bactéries retrouvées au sein
des tiques et regroupées sous le nom de Coxiella-LE appartiennent bien au genre Coxiella. On
observe ainsi une grande diversité génétique dans un genre ou seules des souches de Coxiella
burnetii avaient été formellement décrites. Les Coxiella-LE caractérisées ici semblent toutes
spécifiques d'une espece de tiques et sont toutes génétiquement différentes de Coxiella
burnetii. Les Coxiella-LE sont capables de se transmettre verticalement au sein des
populations de tiques infectées (Clay et al., 2008; Machado-Ferreira et al., 2011; Lalzar et al.,
2014), ce qui conforte 1'idée qu'elles sont des endosymbiotes spécifiques de tiques. Les
résultats obtenus semblent renforcer 1'hypothése d'un rdle nutritionnel des organismes
Coxiella-LE pour leurs hotes. Chez certains groupes de tiques, notamment celles appartenant
au genre Rhipicephalus, on observe ainsi une présence systématique de symbiotes Coxiella-
LE qui sont fixés chez leur espéce hote. Pourtant cette caractéristique n'est pas partagée par
les tiques du genre Ixodes ot les prévalences en Coxiella-LE sont généralement faibles. Ainsi,
si ces symbiotes pourraient étre obligatoires pour certaines especes de tiques, ils sont
dispensables dans d'autres cas. Si les bactéries Coxiella-LE sont réellement responsables de la
supplémentation en vitamines B chez certaines especes de tiques, d'autres symbiotes doivent
remplir ce réle dans les espéces ou ces bactéries ne sont pas fixées. De récents travaux
montrent qu’une dizaine de symbiotes a transmission maternelle sont couramment retrouves
chez les tiques (Bonnet et al., 2017; Duron et al., 2017). Parmi eux, des bactéries proches de
la bactérie pathogene Francisella tularensis semblent aussi étre importantes chez les especes
de tiques infectées et pourraient donc jouer un réle nutritionnel.

Le role des Coxiella-LE doit encore étre formellement décrit. Cependant a 1'échelle de
certains genres de tiques de la co-cladogénese entre ces bactéries et leurs hotes a été observée,
ce qui témoigne d’une relation intime entre ces deux partenaires symbiotiques (Duron et al.,
2017). Si les Coxiella-LE sont en effet des symbiotes primaires, leur phylogénie révele alors
une histoire évolutive tres dynamique avec de nombreux transferts horizontaux, soit un patron

tres différent de celui observé pour d'autres symbiotes primaires comme Buchnera.
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La position de C. burnetii au sein de la phylogénie des Coxiella indique que cette derniere a
émergé au sein du clade A (Coxiella-LE de tiques molles) et donc au sein de bactéries
symbiotiques de tiques. Cette position est cohérente avec une émergence unique et récente de
ce pathogéne, comme la faible diversité génétique entre les souches de C. burnetii par rapport
a d'autres pathogenes intracellulaires, permettait de le supposer (Seshadri et al., 2003).
D'apres cette phylogénie, les associations entre les bactéries du genre Coxiella avec les tiques

semblent, en effet, beaucoup plus anciennes et intimes qu'avec des hotes vertébrés.

Cette étude souleve d’importantes questions : comment une bactérie endosymbiotique
de tique a-t-elle, au cours de son évolution, acquis les capacités d'infecter des cellules de
vertébrés menant a 1’émergence de C. burnetii, un pathogéne extrémement infectieux
responsable d'épidémie de fievre Q, partout dans le monde ? Comment de telles transitions
peuvent se produire et quels sont les risques que d'autres pathogénes de vertébrés émergent au
sein des Coxiella endosymbiotiques de tiques ?

L'utilisation de la génomique comparative semble un bon moyen de comprendre ces
transitions ainsi que les mécanismes sous-jacents. Seulement, peu de génomes ont été
séquencés. Outre différentes souches de C. burnetii, seuls deux génomes de Coxiella-LE sont
connus et possedent des caractéristiques tres différentes (Gottlieb et al., 2015; Smith et al.,
2015). Pour mieux comprendre les relations de ces symbiotes avec leur hote, mais aussi pour
étudier I’évolution de la virulence dans ce genre bactérien, le séquencage de nouveaux

génomes est donc nécessaire.
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Chapitre Il : Génomique comparative

des bactéries du genre Coxiella

Afin de comprendre 1'évolution des bactéries appartenant au genre Coxiella, des
analyses de génomique comparative sont nécessaires. Si aucun génome de Coxiella-LE n’était
disponible au début de ma these, deux génomes de Coxiella-LE ont été séquencés depuis, et
présentent des caractéristiques bien différentes. La Coxiella-LE de la tique Amblyomma
americanum (CLEAA) possede un génome extrémement réduit avec seulement 0,6Mb, alors
que le génome de la Coxiella-LE de la tique Rhipicephalus turanicus (CRt) est trois fois plus
grand et a une taille proche de celle des génomes de C. burnetii. Ces deux génomes possedent
en revanche les voies de biosynthese de la vitamine B (Gottlieb et al., 2015; Smith et al.,
2015). Afin de mieux comprendre la relation qu'entretiennent ces bactéries avec leur hote,
mais aussi pour comprendre l'évolution de la virulence dans ce clade de bactéries
endosymbiotiques, nous avons séquencé deux autres génomes de Coxiella-LE. Le premier est
le génome de la Coxiella-Like Endosymbiotique de la tique Dermacentor marginatus
(CLEDm), qui appartient au méme clade que CLEAA d'apres la phylogénie du genre (Duron
et al., 2015a). Ce génome sera utile pour comprendre I'érosion génomique dans le genre
Coxiella. Le second génome séquencé est celui de la Coxiella-LE de la tique Ornithodoros
maritimus (CLEOmar). Cette bactérie étant tres proche phylogénétiquement de C. burnetii
(clade A), I'étude de son génome sera utile pour comprendre I'évolution de la virulence dans le
genre Coxiella.

Cette analyse a permis de caractériser les fonctions nécessaires a la symbiose des
Coxiella-LE avec les tiques en identifiant des génes conservés chez l'ensemble de ces
bactéries. La comparaison de ces génomes avec ceux connus de C. burnetii avait aussi pour
objectif d'identifier les genes responsables de l'apparition de la virulence au sein du genre
Coxiella. En fait, I'histoire évolutive du genre Coxiella s'est avérée plus complexe qu'attendue.
Si la phylogénie du genre Coxiella semblait indiquer un ancétre commun endosymbiotique, la
découverte de geénes associés a la virulence de C. burnetii fonctionnels ou a I'état de

pseudogenes, chez différentes Coxiella-LE, remet en cause cette hypothese.
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Abstract :

Coxiella burnetii, the responsible agent of Q fever, causes acute and chronic infections in
many vertebrate species. Recently, Coxiella-Like Endosymbionts (Coxiella-LE) have been
discovered in many tick species, and phylogenetic analyses suggest that C. burnetii has
recently emerged among these tick endosymbionts, raising the question of the evolutionary
history of this bacterial genus and notably of the emergence of pathogeny. Coxiella-LE seem
specialized to their tick hosts, where they could behave as nutritional symbionts by providing
them B vitamins and cofactors absent from their blood-restricted diet, as suggested by the
presence of these biosynthetic pathways in the only two genomes of Coxiella-LE sequenced
to date. Here, we sequenced two novel Coxiella-LE complete genomes belonging to different
clades of Coxiella: a Coxiella-LE from Dermacentor marginatus (CLEDm) and another from
Ornithodoros maritimus ticks (CLEOmar), the closest relative of C. burnetii sequenced to
date. All Coxiella genomes have conserved the genes involved in B vitamins biosynthesis,
reinforcing the hypothesis that Coxiella-LE have a nutritional role in ticks. Strikingly, some of
these genomes, and notably CLEOmar, still possess genes and/or pseudogenes linked to
virulence in C. burnetii, contradicting the hypothesis of a recent emergence of virulence in
C. burnetii. These results open the possibility that extinct or extant pathogenic Coxiella are
missing to reconciliate phylogenetic and genomic approaches and rather support repeated

evolution towards mutualism in ticks.

Keywords : Coxiella, ticks, symbiosis, Genome reduction, virulence.
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INTRODUCTION

With the exception of New Zealand, Q fever is a zoonosis occurring worldwide and
responsible for outbreaks, usually on livestock, with important economic issues (Kampschreur
et al., 2014). Livestocks, especially goats and sheeps, are the primary host reservoir for
human infections (Madariaga et al., 2003). In its acute form, Q fever ranges from an
asymptomatic to an abrupt flu-like illness that can be accompanied by fever and atypical
pneumonia. Chronic Q fever occurs generally in immune-depressed patients and has a
significant morbidity since it often leads to endocarditis (Madariaga et al., 2003; van Schaik
et al., 2013). Coxiella burnetii, a gamma proteobacterium of the order Legionellales, is the
causative agent of this zoonosis (Regnery & Mcdade, 1990; Maurin & Raoult, 1999).
C. burnetii is an intracellular bacterium, but can persist for long periods in the environment
owing to its small-cell variant (SCV) that enables it to infect its hosts through inhalation
(Coleman et al., 2004, 2007). This bacterium is extremely infectious and has developed

various mechanisms to invade and subvert its host cells.

Ticks, one of the main vectors of infectious diseases among arthropods, were thought to
transmit C. burnetii. Indeed the reference strain isolated by Harold Cox and Gordon Davis
originated from a Dermacentor andersoni wood tick collected from the Nine Mile valley in
Montana (Davis & Cox, 1938). However, since C. burnetii has rarely been found in ticks, they
are no more considered to play a role in Q-fever outbreaks. On the other hand,in the last
decade, bacteria showing high homology with C. burnetii have been identified within ticks
and classified as Coxiella-like endosymbionts (Coxiella-LE) (Mediannikov et al., 2003;

Klyachko et al., 2007; Lalzar et al., 2012; Liu et al., 2013). These endosymbionts are diverse
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and infect more than two third of the tick species (Duron et al., 2015). They are found in high
prevalence in some species where they are vertically transmitted, by infecting the cytoplasm

of oocytes during egg maturation (Lalzar et al., 2014).

The phylogeny of the genus Coxiella shows an unexpected level of diversification compared
to C. burnetii. Coxiella-LE are distributed among 4 clads and each Coxiella-LE seem specific
of its host tick species (Duron et al., 2015) Co-cladogenesis is even detected between some
Coxiella endosymbionts and their hosts in some ticks genera. However, incongruence
between Coxiella and tick phylogenies also suggest horizontal transfers. For example,
Coxiella-LE from some clades can infect both hard and soft ticks, which are two distinct sub-
orders of Ixodida. According to this phylogeny, C. burnetii form a monophyletic group within
the A clade, which suggests that its ancestor was a tick endosymbiont and that vertebrate
infection and pathogeny recently emerged among this genus (Duron et al., 2015).
Experimental tests also suggest that Coxiella-LE are not able to replicate in vertebrate host
cells, and cannot replicate in the axenic medium developed for C. burnetii growth (Duron et

al., 2015).

While the effect of Coxiella-LE in ticks is not formally proven, different arguments suggest
that they play an important role in the tick species they infect. First, one study revealed an
impact on the host fitness when these symbionts are depleted by antibiotics (Zhong et al.,
2007). Second, ticks are obligate blood feeders, and like every strictly hematophagous
arthropod, they should rely on symbionts to compensate their unbalanced diet for B vitamins
(Nogge, 1981; Aksoy, 1995; Akman et al., 2002; Allen et al., 2007; Hosokawa et al., 2010;
Nikoh et al., 2014; Manzano-Marin et al., 2015). The recently published genome of the
Coxiella-like endosymbiont of the tick Amblyomma americanum (CLEAA) supports this idea

(Smith et al., 2015). CLEAA has typical characteristics of obligate arthropod endosymbionts:
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a very streamlined genome (0.6 Mb), highly AT biased, whose gene repertoire is enriched for
some specific pathways, and notably those involved in B vitamins synthesis. To date only one
other Coxiella-LE genome has been sequenced (Gottlieb et al., 2015). This Coxiella-LE lives
within the tick Rhipicephalus turanicus (CRt), and like CLEAA it displays a 100 %
prevalence in its host and is maternally transmitted (Lalzar et al., 2014). The study of its
genome revealed that, as CLEAA, it encodes all the genes involved in B vitamins synthesis .
However, its size (1.7Mb) and GC % (38.2%) are different from the CLEAA genome and

does not exhibit such high level of degradation than CLEAA. .

In order to get further insights on the evolutionary history of the genus Coxiella, and notably
on the various reductive trajectories taken by Coxiella-LE genomes and the emergence of
pathogenicity, two other Coxiella-LE genomes were sequenced and are analyzed in this study.
One Coxiella-LE infects Dermacentor marginatus hard ticks (CLEDm). It is closely related to
CLEAA and may give insights on the processes involved in genome degradation in Coxiella
genomes. The other is a symbiont of the soft tick Ornithodoros maritimus (CLEOmar). It
belongs to the A Clade of Coxiella and the analysis of its genome may shed light on the

emergence of virulence in this genus.

MATERIALS AND METHODS

Coxiella DNA Extraction for genome sequencing

Dermacentor marginatus hard ticks were collected by the “drag-flag” method in fields near
Poleymieux, France, whereas Ornithodoros maritimus soft ticks were sampled in bird nests in

Medes island, Spain. Both tick species were kept alive at 20°C and 80% humidity until further



use. Malpighian tubules and gonads, the organs where density of Coxiella-LE is the highest,
were dissected from at least 15 ticks per species. Following protocols of Gottlieb et al.
(2015), the dissected tissues from 5 ticks were then pooled in a sterile 1.5ml tube containing
100yl sterile double distilled H,O and homogenized. Each homogenate was diluted in 100mL
of sterile double distilled H,O and incubated at 20°C for 1h. Filtration through a sterile gauze
pad and a Minisart 5-mm filter (Sartorius AG, Gottingen, Germany) had been performed for
each in order to remove host nuclei. The filtrate was then centrifuged for 15min at 20,000 x g
at 4°C, and the supernatant was discarded. The remaining pellet was used for subsequent
genomic DNA (gDNA) according to the manufacturer’s instructions (Dneasy Blood and tissue
Kit, Qiagen). For each pool Qubit dosage was done to insure that a sufficient DNA quantity
was available for sequencing . In order to confirm the quality of the enrichment procedure,
gPCR assays were performed as in Morel et al. 2017, (submitted). Coxiella-LE densities were

determined by quantitative polymerase chain reaction (QPCR) analysis.

Library Construction and Sequencing

The Genotoul DNA Services Facility platform at Castanet-Tolosan (France) performed the
construction of gDNA libraries and sequencing. For each species, extracted gDNA (200ng)
was processed for sequencing using the TruSeq Nano DNA Library Prep Kit (Illumina)
according to the manufacturer’s instructions. Libraries were subsequently sequenced on an
[llumina HiSeq2000 instrument using the HiSeq SBS v3 kit (Illumina). A total of 30Gb of

2x100 bp paired-end sequence data was obtained.

Assembly
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[Nlumina reads were trimed using UrQt (Modolo & Lerat, 2015) and assembled into contigs
with SPAdes (Bankevich et al., 2012) (St. Petersburg, Russia) and AbySS softwares
(Simpson et al. 2009),to create a draft genome sequence. For the genome of Coxiella-LE from
D. marginatus, the few final gaps were closed by PCR. PCR products were cloned and
sequenced as previously described (Lalzar et al., 2012). Numerous contigs were still not
correctly assembled for the Coxiella-LE genome of O. maritimus due to the massive presence

of duplicated regions and pseudogenes.

The complete genome of Coxiella sp. CLEDm and CLEOmar are deposited in GenBank

under accession number ........ ...........

Annotation

Automated genome annotation was first done using the BASys web server (Van Domselaar et
al., 2005). Then a pipeline created in the DIYA framework Ellegaard et al. (2013) was
created to run the annotation, including gene calling by Prodigal (Hyattetal. 2010), tRNA
prediction by tRNAscan-SE (Lowe and Eddy 1997), rRNA prediction by RNAmmer (Lagesen
et al. 2007), and determination of pseudogenes with GenePrimp (Pati et al. 2010) as described
in Gottlieb et al. (2015). BLASTp was used to search all putative protein-encoding genes
against the Uniprot database and pfam-scan was used to determine the presence of conserved
protein domains found in PFAM (Bateman et al. 2004). The genome browser Artemis
permitted the visualization and the manual curation of the data (Rutherford et al. 2000). In
addition, after manual curation, the protein-coding genes were used for metabolic analysis by
KAAS (Moriya et al. 2007) and BLASTp was used to identify Clusters of Orthologous

Groups (COG) categories. Nucleotide sequences of pseudogenes were analyzed in a similar
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way but using BLASTXx.

Phylogenetic Reconstruction

Clusters of the annotated proteins from the sequenced genomes were clustered together using
Silix with 7 other Coxiella proteomes and 2 outgroups from Coxiellacea with default
parameters (Miele et al., 2011). The 250 single copy orthologous proteins found in all
clustered genomes were aligned using CLC and sites with more than 50% gaps were removed
after the concatenation of each individual alignments. A species tree was constructed from the

concatenated alignment using the maximum-likelihood method and 1,000 bootstrap replicates.

RESULTS AND DISCUSSION

Genomic features and phylogeny

The genomes of the Coxiella-LE infecting O. maritimus and D. marginatus were sequenced to
approximately 400X coverage with 100-bp paired-end Illumina reads. After assembly and
PCR contigs rearrangement, the CLEDm genome resulted in a circular genome of 901,206bp
with 659 predicted protein-coding genes and 10 putative pseudogenes (Table 1). Regarding
the CLEOmar genome, we were not able to reconstruct a circular genome given the high
number of repeated regions and pseudogenes. Even though the 112 contigs still have to be
rearranged to obtain a complete genome, all the coding sequences seems exploitable. Indeed
its whole genome size is coherent with our expectations, and is similar to C. burnetii genomes
already sequenced, which are the closest relatives. More importantly, all 205 genes found in

all the proteobacteria (Lerat et al., 2003) are present in the contigs obtained. This genome has
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experienced a lot of duplications due to transposase activity, but according to the contigs
coverage, the size of CLEOmar genome could reach 1.83Mbp and contain 976 predicted
protein-coding genes and at least 608 pseudogenes (table 1), showing an important ongoing

degradation process in this genome.

A phylogeny, based on the concatenation of the sequences of 250 single-copy orthologs found
in all Coxiella genomes was realized (Fig. 1). This phylogeny is congruent with the one
published by Duron et al. (2015) and shows that CLEDm and CLEAA on the one hand and
CLEOmar and C. burnetii on the other hand form monophyletic groups, corresponding
respectively to the D and A clades of Coxiella. This phylogeny suggests that the common
ancestor of all Coxiella was already a tick endosymbiont as already suggested by Duron et al.
(2015) using more Coxiella-LE using MLST. However, the different degrees of genome
reduction is then puzzling. Indeed, for all major primary symbionts known so far, the
reductive process has generally been extremely rapid during evolution leading to a genomic
stasis following the reductive process. Some genomes of Coxiella-LE, like CLEAA and
CLEDm that belong to the D clad, have typical genomic features of these nutritional
endosymbionts of insects where long term associations lead generally to highly reduced, AT-
biased genomes (McCutcheon & Moran, 2011). On the contrary other Coxiella-LE of ticks
still have genomes as big as C. burnetii. This is the case for Crt that belongs to the C clade,
and CLEDm from the A clade. These genomes are however seeded by mobile elements such
as transposases and a lot of pseudogenes, which is typical of recent associations between host
and endosymbionts. The different genomes of Coxiella thus clearly had different evolution.
This could be either due to the fact that the reductive process has taken different routes owing,
for example, to different losses of genes involved in the DNA repair machinery as suggested

by Gottlieb et al. (2015), or that the different clades of Coxiella-LE had different histories of
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association with their hosts. Interestingly, co-phylogeny analyses between Coxiella and their
host ticks showed mixed patterns, with some clear signs of co-cladogenesis within some tick
genera like Rhipicephalus suggesting strict maternal transmission, but also evidenced signs of
horizontal transmission between tick species for other clads (Duron et al., 2017). Combined
with the different features of genomic evolution within the Coxiella genus, this could indicate

that endosymbiosis with ticks has evolved several times.

Evolution of gene repertoires in the Coxiella genus

An analysis of the distribution of protein clusters has been performed on all Coxiella genomes

sequenced to date (Fig. 2).

460 protein clusters are conserved in all the Coxiella proteomes studied out of a total of XX
protein clusters. This proportion of protein clusters shared among all the Coxiella is very low
considering that all these bacteria are close relatives. Analysis of the distribution of the
Cluster of Orthologs (COG) show that these common orthologs are mainly involved in basic
cellular processes such as translation and transcription (J) (Fig.3). Regarding the protein
specific clusters to each Coxiella species, the most reduced genomes have, as expected, a few
of them, with respectively 9 and 52 clusters for CLEAA and CLEDm. All of them are
annotated as hypothetical proteins. CRt and CLEOmar have respectively 94 and 119 specific
protein clusters, while C. burnetii harbors 800 specific protein clusters (Fig.2). These proteins
may be involved in C. burnetii virulence and could give insights on of the mechanisms
involved in its pathogenicity. Unfortunately, the majority of the specific proteins are not
assigned in specific COG categories (R, S, X) and could not give us insights on the general

functions specifically expressed by C. burnetii (Fig.3). Importantly, out of these 800 specific
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proteins of C. burnetii, 420 are identified as pseudogenes in the CLEOmar genome, indicating
that at least half of these specific proteins were ancestrally present at least in the A clade of
Coxiella. Given the ongoing reductive process in CLEDm, this proportion could be much
higher as some genes may have been lost from this genome since its divergence with C.
burnetii. This result suggests that the main differences between CLEDm and C. burnetii are
not due to specific acquisitions through horizontal gene transfer (HGT) by C. burnetii, but
rather by loss or pseudogenization of genes in CLEDm, which question the ancestral lifestyle
of Coxiella. In order to further investigate this question, specific pathways were scrutinized in
more details. But most genes related to functions such as cell motility and secondary
metabolites biosynthesis, transport, and catabolism are pseudogenized or absent in Coxiella

endosymbiont of ticks.

DNA replication and repair systems

The dynamics of genome degradation depends on the fate of genes involved in DNA
replication, and more importantly in repair systems (REF). Some of the differences observed
for these pathways in the Coxiella genomes studied here could explain the variable features of
these genomes. Indeed, C. burnetii genomes possess more genes involved in replication,
recombination and repair (COG L category, fig. 4) than CLEOmar and CRt, while CLEAA
and CLEDm have the fewest number in this category. For example, genes encoding the
proteins that initiate DNA replication (DnaA) and its regulator (Hda) (Mott & Berger,
2007) are missing in CLEAA and CLEDm, but are present in the other genomes. Loss of
dnaA gene is common in endosymbionts of insect including Baumannia, Blattabacterium,

Carsonella, Sulcia and Wigglesworthia (Akman et al., 2002; Nakabachi et al., 2006; Lopez-
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Sanchez et al., 2009). Previously, it was even hypothesized that the loss of dnaA was required
in stable symbiosis to enable direct control of symbiont replication by the host (Gil et al.,
2003). This implies that these Coxiella symbionts are not able anymore to initiate
independently their own replication, involving maybe a control from the host tick, but that
other Coxiella-LE have kept this ability. Furthermore, mismatch repair system (mutSL)
(Schofield & Hsieh, 2003) and the nucleotide excision repair (uvrABCD) (Kisker et al., 2013)
have been lost in these small Coxiella genomes. Gottlieb et al. suggested that the loss of DNA
repair mechanisms could be involved in the faster genomic evolution of CLEAA compared to
CRt (Gottlieb et al., 2015). Indeed, the loss of the mismatch repair system encoded by mutSL
has a strong impact on the genome reduction and is thought to increase 50-fold the rate of
deletions (Nilsson et al., 2005). Our results also indicate a loss of these mechanisms in highly
reduced Coxiella-LE genomes, as CLEDm has lost these genes while CLEOmar has kept

them.

B vitamin biosynthesis

Coxiella-LE are suspected to play an important role in tick biology by providing B vitamins
and co-factors that are absent from the blood, as in other obligate blood-feeder arthropods
(Manzano-Marin et al., 2015). While the genomes of Coxiella-LE exhibit strong signals of
past or current degradation, all of them have kept most genes involved in the pathways
involved in B vitamins and associated co-factors biosynthesis (figure 4). The CRt genome
has however lost genes required for Thiamine (B;) and Nicotinic acid (Bs), but it still possess
all the genes involved in the other pathways. The conservation of these genes, especially in

extremely reduced genomes such as CLEAA and CLEDm, seem to confirm the hypothesis of
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a key nutritional role of Coxiella-LE in their host ticks. Interestingly, in tick species where
Coxiella-LE are absent, other symbionts could play the same role, and notably Francisella-
LE. First, Coxiella and Francisella are mostly exclusive, i.e. species infected by Coxiella are
not infected by Francisella and reciprocally (Bonnet et al., 2017; Duron et al., 2017) Second,
recently sequenced genomes of Francisella-LE possess the genes to synthetize B vitamins
and co-factors, as Coxiella-LE, . While reinforcing the idea that ticks require nutritional
complementation by endosymbionts, this pattern also highlights the dynamic nature of tick-

endosymbionts for this nutritional function.

Genes encoding for B vitamin pathways and cofactors are also conserved in the sequenced
genomes of C. burnetii . C. burnetii and CLEDm even possess, contrary to the other Coxiella-
LE genomes, a functional panD gene that allows the synthesis of pantothenate (Bs) using
aspartate (L-Asp) (Fig.4). Conservation of these genes in C. burnetii do not imply that the
Coxiella ancestor was a nutritional symbiont. These pathways are indeed found in numerous
bacteria and biotin synthesis is even known to be critical for virulence in some human
pathogens such as Francisella tularensis and Mycobacterium tuberculosis (Woong Park et al.,
2011; Feng et al., 2014). Furthermore a recent study blocking biotin biosynthesis inhibits the
growth of C. burnetii in its axenic medium (Moses et al., 2017). Thus, genomes of
pathogenic bacteria of vertebrates encode even more proteins involved in B vitamins
biosynthesis than the Coxiella endosymbionts of tick or other nutritional symbiont of blood-

feeder arthropods.

Dot/Icm system of secretion
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To investigate the emergence of pathogen in the genus Coxiella, some mechanisms known to
be involved in C. burnetii virulence were analyzed in more details. One of these is the
Dot/Icm secretion system, which is essential for the survival of C. burnetii in its host cells
(van Schaik et al., 2013). Also used by Legionella, this type 4 secretion system (T4SS)
enables the secretion of effectors in the cell cytoplasm to subvert some host pathways (Fields
et al., 2002). None of the four genomes of Coxiella-LE endosymbiont of ticks has a functional
T4SS, showing that it is not essential for tick endosymbionts to interact with their host.
However, whereas there is no trace of the 23 genes required for a functional T4SS in the
genomes of CLEAA and CLEDm, 16 pseudogenes of this T4SS are found in the CRt genome
and relics of most of them are found in the genome of CLEOmar. One has even an intact
sequence making it potentially functional. These results clearly demonstrate that the T4SS
was ancestrally present in the genus Coxiella. As the T4SS machinery seems to rapidly
deteriorate in tick endosymbionts, it makes it possible that transition towards a mutualistic

way of life in ticks is recent and that it may have occurred repeatedly.

Resistance toward acidification

During its internalization in host cells through phagocytosis, C. burnetii uses the T4SS to
subvert cells mechanisms transforming the phagosome into a Coxiella Containing Vacuole
that allows it to survive and replicate. During this process the pH inside the CCV is very low
since lysosomal activity is not impeded by Coxiella unlike other intracellular pathogens. In
fact, a Na+/H+ antiporter seems to enable the pH homeostasis and survival of C. burnetii
within the acidic CCV (Seshadri et al., 2003). As Coxiella-LE do not posses a functional

T4SS, their ability to form a CCV is improbable. Coxiella-LE seems rather to reside in a
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host derived compartment (Lalzar et al., 2014), like other obligate mutualistic bacteria (Moran
& Bennett, 2014) and are not thought to be adapted to the acidic environment of the CCV. In
C. burnetii, the Na+/H+ antiporter is encoded by six genes, shaABCDEFG, that have
probably been acquired by HGT since they are not found in other Legionellales. Instead of
the sha genes, the same genomic region in CRt and CLEAA encodes another Na+/H+
antiporter (Gottlieb et al., 2015), the antiporter NhaA which works in high salinity and
alkaline pH (Padan et al., 1989). Interestingly, the CLEOmar genome, which is a closer
relative of C. burnetii, also harbors the sha genes. Some of them are however pseudogenized,
but at least shaB and shaG still have a functional sequences. This indicates that sha genes
were at least acquired before the divergence between CLEOmar and C. burnetii (Fig.6),
demonstrating that genes that are important for the infection cycle of C. burnetii in vertebrate

cells pre-dated the capture of host ticks by Coxiella-LE.

SCV/LCYV transition

Another specificity of C. burnetii compared to the other Coxiella-LE is its capacity to form
different cellular variants. The Large Cellular Variant (LCV) is the active form of the bacteria
and the Small Cellular Variant (SCV) is a sporulated form enabling the persistence of the
bacteria in the environment by resisting to numerous environmental stress, as heat or
desiccation. The process involved in these transition are not clearly understood, but by
looking at the differential gene expression during the developmental cycle of C. burnetii,
‘stage-specifc’ proteins referred as LCVHi/Lo or SCVHi/Lo have been identified (Minnick &
Raghavan, 2011). Most of these proteins are involved in other cellular functions and are only

over-expressed in stage transition. Some proteins like ScvA (Small cell variant protein A) are
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thought to be important in the transition from LCV to SCV. Interestingly, most of the genes
encoding for proteins described in Minnick & Raghavan are present or pseudogenized in the
genome of CLEOmar, suggesting again that the ancestor of CLEOmar and C. burnetii was

able to form a SCV.

Horizontal gene acquisitions

Recent data indicate that C. burnetii have also acquired some genes from non-relative bacteria
which may increase its intracellular fitness and thus increase its virulence. Large number of
horizontally derived genes were described in this study, including those for the synthesis of
LPS, fatty acids, heme, and biotin that augment the physiological capability of C. burnetii
(Moses et al., 2017). But once again most of these genes are also present in the CLEOmar and
CRt genomes and their acquisition by horizontal transfer should then be older then previously

thought.

CONCLUSION

In this study two other genomes from Coxiella-like endosymbionts of ticks have been
sequenced and analyzed. While the composition of these genomes confirms that Coxiella-LE
might be involved in mutualistic interactions with their tick hosts by providing B vitamin and
co-factors, they question the unique origin of tick endosymbiosis and the recent emergence of

pathogenicity in C. burnetii.

The different genomic features observed in the two sequenced genomes confirm the different

evolutionary fates of Coxiella genomes. Like CLEAA, CLEDm has an extremely reduced
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genome (0.6 Mb) whereas CLEOmar, like CRt, has a bigger genome (~1.8Mb) seeded by
pseudogenes and mobile elements. One possible explanation for this pattern is that Coxiella-
LE of ticks have a unique origin but different rates of evolution, with some having
experienced a massive genomic erosion like primary symbiont of insects, whereas others are
still undergoing this process. Loss of DNA repair mechanism could explain these variations,
as only the smallest genomes have lost some specific genes of the repair machinery. Another
potential explanation is that domestication of Coxiella-LE by ticks has occurred repeatedly,
and that time of association with ticks differ from one Coxiella clad to the other. This
hypothesis seems contradictory with the phylogeny of Coxiella that suggest that the ancestor
of Coxiella-LE was a tick endosymbiont and that virulence emerged in C. burnetii. However,
different elements makes this scenario plausible. First, contrary to classical obligate
symbionts of arthropods, there are evidence for horizontal transmission of Coxiella-LE
between tick species. Second, genome analyses of obligate symbionts of insects generally
show a rapid degradation of genomes followed by a genomic stasis, which is clearly not what
is observed in Coxiella. Third, and more importantly, some remnants of genes and pathways
involved specifically in the virulence of C. burnetii are present in some Coxiella-LE genomes,
and notably CLEOmar, the closest genome sequenced to date of C. burnetii. This suggests
that this Coxiella has only recently lost its pathogenic lifestyle, but also question the origin of
this infection. Was it already a tick endosymbiont, or a pathogen of an unknown source?
Another Coxiella, C. Cheraxi, is responsible of a crayfish disease and is positioned basally in
the phylogeny of Coxiella (Tan & Owens, 2000; Cooper et al., 2007). Recently, other
Coxiella-like bacteria have been described as bird pathogens, but no sequence is available.
Are there other Coxiella hosts/reservoirs that still have to be discovered? What type of

relationships do this Coxiella entertain with their host? These are still open questions, but
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could help resolve the apparent paradox between the phylogeny, which suggest a recent
emergence of virulece in C. burnetii, and the genomic content of some Coxiella-LE genomes
that rather suggest a recent loss of virulence and potentially recurrent transitions to mutualism

in tick hosts.

Whatever the answers to these questions, comparison between C. burnetii and its close
relative CLEOmar highlighted numerous genes specific to C. burnetii. While most of them do
not have clear functions, they are potential candidates for factors allowing C. burnetii to infect

vertebrate cells.
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Table 1 | Genome Features of Coxiella burnetii RSA493 (Cb), Coxiella of Rhipicephalus turanicus
(CRt), Coxiella of Amblyomma americanum (CLEAA), Coxiella of Dermacentor marginatus (CLEDm)
and Coxiella of Ornithodoros maritimus (CLEOmar)

Genome Size (Mb) Genes Pseudogenes %GC # Contigs

C.burnetii RSA493  1.99 2.094 83 42.6 1
CRt 1.7 912 675 38.2 1
CLEAA 0.66 551 10 34.6 1
CLEDm 0.9 659 10 35.1 1

C. burnetii R5A493

C. burnetii RSA331

C. burnetii Cbuk

C. burnetii CbuG

CLEOmar

CLEAA

CLEDm

Coxiellasp. CRt

R. gryili

D. massiliensis

0,180

Fig.1 | Phylogenetic relationship and protein clusters of 10 genomes from the Coxiellales.
The phylogenetic tree was inferred using maximum likelihood from a concatenated alignment of 250 sing
copy orthologous genes. The numbers on each node represent the support of 1,000 bootstrap replicates.
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CLEAA

CLEDm

CLEOmar
CRt

Fig.2 | Venn diagram depicting numbers of protein clusters in five specified
genomes of Coxiella
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Fig. 3 | Acomparison between COG assignment for coding genes and pseudogenes found in Coxiella genome.

A: RNA processing and modification; J: translation, ribosomal structure and biogenesis; K: transcription; L:
replication, recombination, and repair; C: energy production and conversion; G: carbohydrate transport and
metabolism; E:amino acid metabolism and transport; F: nucleotide transport and metabolism; H: coenzyme
transport and metabolism; I: lipid transport and metabolism; P: inorganic ion transport and metabolism; Q:
secondary metabolites biosynthesis, transport, and catabolism; D: cell cycle control, cell division;V: defense
mechanisms; T: signal transductionmechanisms; M: cell wall/membrane biogenesis; N: cell motility; U:
intracellular trafficking; O: posttranslational modification, protein turnover, and chaperones; R: general
function predicted only; S: function unknown; X: not assigned.
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Fig. 4 | Biosynthetic pathways for b vitamins and cofactors Coxiella genome.

green : functionnal gene, red : missing genes or pseudogenised. gene writed in gray are generally not found in
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Fig. 5 | Comparison between C. burnetii and CLEOmar of genomic regions involved Dot/lcm system of
secretion biosynthesis in C. burnetii.

Blue arrows depict protein-coding genes and red arrows represent pseudogenes.
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Fig.6 | Comparision between region acquired by horizontal transfert present in C. burnetii, CLEOmar
and CRt

Blue arrows depict protein-coding genes and red arrows represent pseudogenes.
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Discussion

Dans cette étude, deux nouveaux génomes issus de Coxiella-LE ont été séquencés.
Ces derniers confirment que les génomes de Coxiella-LE ont des caractéristiques tres
différentes. Comme CLEAA (Smith et al., 2015), CLEDm a un génome extrémement réduit
(0,6 Mb) alors que CLEOmar a un génome plus grand (~ 1,8 Mb) marqué par la présence de
nombreux pseudogénes et éléments mobiles. Cela implique que différents niveaux de
réduction génomiques s'appliquent sur ces génomes : certains ont subit une érosion
génomique massive, comme la plupart symbiotes primaires d'insectes, alors que d'autres
génomes semblent seulement soumis aux premieres phases de ce processus.

Malgré ces différences notables, tous les génomes étudiés possedent les genes
impliqués dans la synthése de vitamines B et des cofacteurs associés. Ceci, notamment pour
les génomes trés réduits, semble confirmer le role nutritionnel des bactéries Coxiella-LE chez
leurs hotes tiques. Les Coxiella-LE seraient des lors des symbiotes obligatoires chez les
especes de tiques qu’elles infectent, ce qui expliquerait les fortes incidences et prévalences
associées chez les tiques (Duron et al., 2015a). Si toutes les Coxiella-LE partagent le méme
type d'interaction mutualiste avec les tiques, comment expliquer alors les différentes
caractéristiques de leur génome ?

Sous T'hypothese d’un ancétre commun endosymbiote de tique, les différentes
propriétés génomiques de ces bactéries s’expliqueraient par une vitesse d’érosion différente
entre ces génomes. Gottlieb et al. (2015) ont ainsi suggéré que la perte différentielle des
mécanismes de réparation de I’ADN pourrait expliquer ce phénomene dans le genre Coxiella.
Les génomes fortement réduits ont en effet tous perdu les genes impliqués dans ces
phénomenes alors que CRt et CLEOmar les ont, en partie, conservés.

Pourtant, d’autres éléments viennent contredire cette hypothese d'un ancétre
endosymbiotique de tique. En particulier, on retrouve chez CLEOmar, proche
phylogénétiquement de C. burnetii, mais aussi chez CRt, de nombreux genes fonctionnels ou
des pseudogenes impliqués dans la virulence chez C. burnetii. Ce phénomeéne suggere plutot
des transitions répétées de la pathogénie au mutualisme, remettant en cause une émergence
récente de la virulence chez cette derniére. Si cette hypothése est correcte, alors les différentes
caractéristiques génomiques des Coxiella-LE pourraient s'expliquer par une transition plus ou
moins récente vers le mode endosymbiotique de tique. L’histoire évolutive du genre Coxiella

semble donc riche en transitions et est donc plus complexe qu’envisagée. Par ailleurs, au vu

82



de la phylogénie des Coxiella, mais également de la répartition des symbiotes chez les tiques,
la capture de nouveaux hotes tiques par Coxiella semble fréquente, tout comme les
remplacements de symbiotes. Cependant certaines especes de tiques ne sont pas (ou peu)
infectés par Coxiella, suggérant la présence d’autres symbiotes capables de synthétiser les
vitamines B dans certaines especes, et notamment des bactéries du genre Francisella (Duron
et al., 2015a, Duron et al. 2017). Dans ce contexte trées dynamique, ou les symbiotes
produisant des vitamines B pourraient fréquemment entrer en compétition, il est possible
d'envisager que les bactéries ayant conservé des répertoires géniques importants associés a

une certaine plasticité de leur génome puissent étre favorisées.

Comme les bactéries du genre Francisella infectant les tiques, les Coxiella pourraient
donc avoir pour ancétre un, et plus probablement plusieurs, pathogene(s) d’origine lointaine.
Les résultats de cet article pose alors la question de I'existence de réservoirs de pathogénes
inconnus ou éteints dans le genre Coxiella. Des cas d’infections par une bactérie du genre
Coxiella, C. cheraxii ont ainsi été répertoriés chez des écrevisses C. cheraxi (Tan & Owens,
2000; Cooper et al., 2007). Cette bactérie serait toutefois basale et ne permettrait pas
d'expliquer de multiples transitions vers le mutualisme. Des Coxiella, trés proches des
Coxiella-LE de tiques sur la base de la séquence de leur ARNrl16S, ont également été
détectées chez des oiseaux (Shivaprasad et al., 2008; Vapniarsky et al., 2012). La question
étant de savoir s'il s'agit d'infections opportunistes a partir de symbiotes de tiques ou bien de

réels réservoirs de pathogénes.

Nos connaissances sur les bactéries du genre Coxiella sont encore limitées, mais cette
analyse génomique a montré que ces bactéries possedent des capacités intéressantes. L’étude
des bactéries du genre Coxiella peut étre un bon modele pour comprendre les mécanismes
sous-jacents aux transitions évolutives. En plus des aspects évolutifs, de telles connaissances
pourraient alors permettre de mieux comprendre et de prévenir I’émergence de nouveaux
pathogenes.

Quoiqu'il en soit, cette étude apporte des éléments importants sur I'histoire du genre Coxiella
et souligne a la fois l'importance de les rechercher de maniere plus systématique dans des
hotes divers, mais également de poursuivre les efforts de séquencage des Coxiella-LE pour

affiner les scénarii sur le nombre et la nature des transitions de mode de vie chez ces bactéries.
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Seconde partie :

Interaction des Coxiella-LE avec d'autres
bacteries symbiotiques de tiques :

Impact des Co-infections
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Chapitre Ill : Impact des co-infections

chez les tiques D. marginatus

La capacité des tiques a vectoriser des micro-organismes pathogénes n'est plus a
démontrer. Ainsi Borrelia burgdorferi, 'agent responsable de la maladie de Lyme, mais aussi
de nombreuses bactéries du genre Rickettsia responsables de rickettsioses sont couramment
associées a ces arthropodes hématophages (Burgdorfer et al., 1981a, 1982; Parola et al.,
2013). Pourtant les tiques sont aussi fréquemment infectées par des bactéries symbiotiques qui
ne semblent pas impliquées dans des zoonoses et semblent spécifiques de leurs hotes tiques.

Au moins 10 genres de bactéries sont reportés comme étant des symbiotes a
transmission maternelle chez les tiques (Bonnet et al., 2017). Ces bactéries ne sont pas autant
étudiées que les pathogenes transmis par les tiques. Pourtant elles peuvent avoir un role
important pour la biologie de leur hote et interférer avec la réplication et la transmission
d'autres symbiotes chez les tiques. Si le role de ces bactéries symbiotiques est encore peu
connu, les interactions entre ces symbiotes le sont encore moins.

En effet, nous avons vu en introduction que les co-infections peuvent avoir des
conséquences importantes sur la valeur adaptative de I’hdte. Le phénotype des symbiotes
peut varier en fonction des symbiotes associés mais aussi du génotype de 1'h6te. Les tiques
sont connues pour étre infectées par de nombreux symbiotes et pourtant I'impact de ces co-
infections sur ces organismes n'est pas connu. Par exemple, les individus de 1’espece
Dermacentor marginatus sont fréquemment infectés par des bactéries Coxiella-LE, Rickettsia
et aussi Spiroplasma (Sanogo et al., 2003; Mediannikov et al., 2008; Hornok et al., 2010;
Duron et al., 2015a). La prévalence de ces bactéries est relativement élevée dans les
populations de cette espece de tique et certains individus se révelent étre triplement infectés.
Pour étudier 1'impact de ces co-infections, des individus ont été prélevés dans leur habitat
naturel. Un trait de vie, la taille d'un segment de patte permettant d'estimer la taille totale de la
tique, a été mesuré pour chaque adulte en fonction de son statut d'infection. Ensuite pour
évaluer les interactions entre ces symbiotes, leur transmission et leur densité relative ont été

mesurées chez des larves issues de la ponte de femelles aux statuts d'infection différents.
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Abstract

Ticks are important vectors of vertebrate pathogens. These hematophagous arthropods have a
worldwide distribution and are a major issue for the health of humans and other animals.
However ticks do not only carry pathogens, but also host other symbiotic microorganisms. At
least 10 distinct genera of maternally inherited bacteria have been reported in ticks and
multiple infections frequently occur. Effects of these multiple infections at individual level are
still not well described, despite their possible consequences on their host biology and on
pathogen transmission. Dermacentor marginatus is a hard tick where three bacterial
endosymbionts have been detected: Coxiella-Like Endosymbionts (Coxiella-LE), Rickettsia
and Spiroplasma. We found that these symbionts reach relatively high prevalence in
D. marginatus and that about two thirds of the individuals are multiply infected by at least
two of them, 13% of individuals being triply infected. We observe that multiply infected D.
marginatus adult ticks, notably in case of triple infections with all the studied symbionts, are
significantly smaller than the ones only infected by Coxiella-LE bacteria. These results raise
the question of the maintenance of these multiple infections at such a high prevalence despite
their cost and the low rate of vertical transmission of some symbionts. Frequent horizontal
transmission at the individual level may be one way used by some symbionts for transmission,

which could explain their virulence.

Keywords: Coxiella-LE, Rickettsia, Spiroplasma, coinfection, ticks, transmission
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INTRODUCTION

Maternally transmitted symbionts are frequent in arthropods (ie from mother to
offspring hosts) and typically play a role in their host fitness. Some of these symbionts have a
nutritional role and are obligatory for hosts to compensate their unbalanced diet (Douglas,
1998). This is the case in strictly hematophagous arthropods that rely on symbiotic bacteria to
synthesize B vitamins absent from the blood (Allen et al., 2007; Rio et al., 2012). Other
symbionts are dispensable, but confer fitness benefits to their host in particular environmental
conditions (ie. resistance to natural enemies, heat stress...) (Tsuchida, 2004; Scarborough,
2005; Moran et al., 2008; Su et al., 2013; Donald et al., 2016). Finally, to be maintained in
their host population some maternally transmitted symbionts could alter their host
reproduction. Different strategies, which could affect the sex ratio of their host or impede the
reproduction between infected and non-infected individuals (ie. cytoplasmic incompatibility),
have been selected during the evolution of these reproductive parasites in order to enhance
their own transmission (Hurst and Jiggins, 2000; Duron et al., 2008; Engelstadter and Hurst,
2009). Interestingly multiple infections within a same host are commonly described and could
lead to intra-host competition or, on the contrary, cooperation between these symbionts. The
nature of these interactions could then vary in function of each symbiont and lead to different
phenotypes. Multiple infections could be associated with higher costs for the host (Mouton et
al., 2004; Oliver et al., 2006) but co-infections could also be beneficial for the host, in others
cases, which include complementation between different symbionts to synthesize essential
metabolic. Studying symbiosis in arthropods raise the question of the maintenance of these

multiple infection.
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In ticks, at least 10 distinct genera of maternally inherited bacteria have been reported (Duron
et al., 2017), but their role in tick biology remains mostly unknown. If these symbionts
attracted less attention than tick-borne pathogens, they are equally important due to their
potential impact on tick biology and pathogen transmission. Ticks are particularly studied as
they host a greater variety of microbes than any other blood-feeding arthropod group and are
the major source of zoonotic diseases in temperate regions (Telford and Goethert, 2004;
Jongejan and Uilenbenberg, 2005). The high diversity of symbionts reported in ticks results
in frequent infection by pathogens (Burgdorfer et al., 1982; Schouls et al., 1999; Piesman and
Dennis, 2005; Mixson et al., 2006; Tonbak et al., 2006; Nicholson et al., 2010) but also by
numerous maternally transmitted symbionts (up to 6 for some tick species) (Duron et al.,
2017).This result in important interactions between all members of these symbiotic
communities (Clay et al., 2008; Andreotti et al., 2011; Carpi et al., 2011; Lalzar et al., 2012;
Vayssier-Taussat et al., 2013; Qiu et al., 2014; Williams-Newkirk et al., 2014; Narasimhan
and Fikrig, 2015) which may have complex effects on the host and can also interfere with
pathogen transmission, making the study of these communities an important avenue (Ferrari
and Vavre, 2011). In any cases all these symbionts are involved with their tick hosts in long
term associations whose effect may vary along a mutualism-parasitism continuum (Bonnet et

al., 2017).

Among endosymbionts frequently detected in ticks, bacteria showing strong homology
with Coxiella burnetii, the agent of the Q fever disease, have been discovered in high
prevalence within tick populations of various species (Mediannikov et al., 2003; Klyachko et
al., 2007; Liu et al, 2013; Lalzar et al., 2014; Duron et al., 2015). Coxiella-like
endosymbiont of tick (Coxiella-LE) seem not involved in zoonosis unlike their relative

C. burnetii (Heinzen et al., 1999). Coxiella-LE are the most widespread tick symbionts and
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their specific localization and high rate of vertical transmission may indicate a biological
importance for ticks (Klyachko et al., 2007; Lalzar et al., 2014; Duron et al., 2015). Genome
sequencing of Coxiella-LE from different ticks species have revealed that each Coxiella-LE,
even ones those have experienced an important genomic shrinkage, possess the genes
encoding pathways for B vitamins biosynthesis (Gottlieb et al., 2015; Smith et al., 2015).
Ticks being obligate blood-feeders, they should host nutritional symbionts for B vitamins
provisioning. Experiment involving antibiotics to reduce the abundance of Coxiella-LE in
given ticks species seems to confirm the nutritional role of the Coxiella-LE, since the fitness
of ticks individuals without these bacteria is severely impacted (Zhong et al., 2007; Guizzo et
al., 2017). Thus, Guizzo et al. (2017) even observed a stop in the development of R.
microplus larva with reduced Coxiella Endosymbiont of R. microplus (CERM) abundance.
Coxiella-LE are then obligatory symbionts of ticks however they are apparently specific to a
given tick species resulting in a high diversity in this genus and are dispensable in some ticks
species (Duron et al., 2015). This may indicate frequent host capture which is really
uncommon in nutritional symbiont.

Like Coxiella-LE, evolutionary relationships between pathogens and tick symbionts are also
noticeable since they are often phylogenetically related (Perlman et al., 2006; Weinert et al.,
2009; Sjodin et al., 2012; Duron et al., 2015). This raise the question of the evolutionary
history of all these bacterial genus but also the kind of interactions between relatives within
the same host ticks. Thus some mutualistic symbionts could have a defensive role against
related virulent species. Burgdorfer et al. already reported that the presence of Rickettsia
peacockii, a maternally-inherited symbiont, prevents transovarial transmission of the spotted

fever agent, Rickettsia rickettsii (Burgdorfer et al., 1981).

To underline the impact of co-infections on tick biology, we focused on a natural tick
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population of Dermacentor marginatus. Dermacentor are common ticks in Europe that are
easily found in fields and forests. They are hard ticks (Ixodidae) known to transmit human
diseases, but they are also infected by other symbionts. D. marginatus is indeed commonly
infected by Coxiella-LE, Rickettsia spp. and Spiroplasma spp. (Sanogo et al., 2003;
Mediannikov et al., 2008; Hornok et al., 2010; Duron et al., 2015, 2017; Bonnet et al., 2017).
All these bacteria are found in high prevalence in D. marginatus populations and seem
maternally inherited endosymbionts (Bonnet et al., 2013; Duron et al., 2017). In order to
study these co-infections, D. marginatus individuals were sampled in their natural habitat
during three years. We characterized the infection status of these individuals, and analyzed the
potential effect of the composition of the symbiotic community on tick size and individual
symbiont density. This could underline an important cost associated with multiple infections
in D. marginatus ticks. We also measured the rate of vertical transmission of the different
symbionts. Interestingly multiply infected ticks are significantly smaller then single infected
ones which make the maintenance of these co-infection at such rate hard to explain. Our
results do not evidence direct interactions between symbionts, but highlight frequent

horizontal transmission of some maternal transmitted symbiont.

MATERIAL AND METHODS

Tick collection

A total of 275 adults hard ticks were collected in the same field in Poleymieux-au-Mont-d'Or,
near Lyon in France (Rhone Department). This site was selected according to the indications
of veterinary practitioners due to the abundance of ticks. Drag sampling has been performed

in 4 delimited areas at field borders, each corresponding approximatively of a dozen of
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transects of 10 meters. Flagging was conducted in the afternoon from 15:00 to 18:00 in the
spring (April and May) for two years. All samples were preserved in 70% ethanol at room
temperature until use. Identification was realized under binocular lens (Leica, EZ4D) using a

taxonomic key (Perez-Eid and Gilot, 1998).

Adult ticks feeding on the cattle grazing in the study field were also sampled directly on their
bovine hosts. They were cautiously removed and kept alive. After identification, engorged
females of D. marginatus were put in an incubator at 20°C and 80% humidity until they laid
eggs. After egg hatching, larvae and engorged females, were preserved in 70% ethanol at

room temperature until use.

Phenotypic trait

We measured the length of the patella of the 4™ pair of the leg for each unfed adult tick. This
measure is an estimation for the size of the whole individual that is often used as a proxy of
fitness. Before DNA extraction, individuals were measured under an Axioimager Z1
microscope (Zeiss) with the 20X objective and AxioVision software (v4.8.1.0) was used to

capture images and measure the trait.

Detection and quantification of symbionts
Adult ticks

To determine the infection status of each adult tick, DNA was individually extracted using the



NucleoSpin® Tissu Kit (Macherey-Nagel) following manufacturer instructions. DNA
template quality was systematically verified by PCR amplification of the tick 18S ribosomal
RNA gene (18S rRNA). Tick DNA samples were then tested for Coxiella, Rickettsia and
Spiroplasma bacteria by PCR assay using primers from previous studies targeting the rpoB
gene of each bacterial genus (Table 1) (Bi et al., 2008; Heres and Lightner, 2010; Paddock et
al., 2010). PCR products were then sequenced, sequences have been aligned and compared
with available sequences of rpoB gene of relative of each bacterium studied with CLC Main
Workbench 7.6.4 Version (Qiagen). Only an unique genotype have been detected for each
bacteria studied in our samples, so thanks to these sequences alignment specific primers have
been design to improve the detection of these symbionts (Tablel). Each PCR run was
performed in 25pL volume and the reaction mix was composed of 1 x DreamTaq Green
Buffer (Fermentas), 200 pM dNTP (Thermo Scientific™), 200 nM primers, 0.5 IU DreamTaq
DNA polymerase (Thermo Scientific™) and 2 pL of the previous DNA extract. PCR was
performed using the thermocycler C1000 (Bio-Rad, CA). Thermal cycling conditions were 1
min at 95°C; a total of 35 cycles of 30 sec at 95°C, 1 min at 57°C, 1 min 30 sec at 72°C; and a
final extension of 10 min at 72°C. Results of PCR were visualized by electrophoresis using
1% agarose gel. To check the specificity of each PCR reaction, some positive PCR products

were purified and sequenced (Biofidal)

Larvae and engorged females

To test for the infection status of tick larvae from different batches, DNA was individually
extracted using the NucleoSpin® Tissue XS Kit (Macherey-Nagel) following manufacturer

instructions. In order to work with such a small amount of DNA, qPCR assays were



developed. Quantitative PCR primers targeting the rpoB gene were designed with CLC Main

Workbench 7.6.4 Version (Qiagen) with the help of genomes already sequenced.

For each fragment, a standard curve was constructed using the purified PCR product
generated for each specific primer pair. Single reactions were prepared in duplicate for each
sample along with each serial dilution using the SYBR® Green qPCR ReadyMix™ (Sigma-
Aldrich). Each reaction consisted of 10 pl, containing 2 pl of DNA and 0.2 pM of each

primer.

All thermal cycling and detection were performed using a CFX-96 thermocycler (Bio-Rad,
CA) employing a thermal profile of 98 °C for 2 min followed by 45 cycles of 95 °C for 10 s,

63 °C for 20s and 72 °C for 20s.

For each reaction the Normalized Relative Quantity (NRQ) has been calculated using tick 18S
rRNA of each template as reference gene, according to Pfaffl et al. (Pfaffl, 2001) Calibrators

were also used to check for differences between runs and no such differences were detected.

Statistical analyses

Differences in bacterial diversity between sexes, sites in the field and years have been tested
using Fisher’s exact tests (Raymond & Rousset 1995). Infection status were represented using

the MONDRIAN package in R (https://github.com/aursiber/Mondrian).

Size measures from samples legs were subjected to Shapiro-Wilk tests to check normality.

Comparisons between the length of each patella from D. marginatus adult tick, sex, sampling
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and infection status were perform using a two-way analysis of variance (ANOVA). Same test
were then performed on males and females separately and Tukey’s post hoc tests for pairwise
comparison were then used in this model to compare the different infection status. To consider
the effect of each egg laying on larvae density generalized linear mixed model fit by
maximum likelihood (gamma family) was also used. All the analysis were performed with R

3.2.2 version (R Core Team, 2013).

RESULTS

Prevalence of symbionts and multiple infections in D. marginatus

Among the 275 adult hard ticks collected in the field by flagging, three tick species were
identified, Dermacentor marginatus, Dermacentor reticulatus and Ixodes ricinus. Ticks
belonging to D. marginatus represented two thirds of the sampling and 107 D. marginatus
adults have been studied in detail. All individuals were tested by PCR and found positive for
the Coxiella-like endosymbiont of D. marginatus (CLEDm). Spiroplasma spp. and Rickettsia
spp. bacteria were also frequently found in these samples. Sequences of some PCR products
indicated that the Spiroplasma spp. in D. marginatus is closely related to S. ixodetis.
Rickettsia sequences matched perfectly with Rickettsia slovaca sequences deposited in
Genbank. Primers were designed to detect specifically these bacteria and used to determine
the infection status for all tested ticks. Unlike CLEDm, Spiroplasma and Rickettsia were not
fixed. They infect respectively 55.14% (N=59) and 23.36% (N=25) of the population. There
are also numerous cases of co-infection with 14.01% (N=15) of hosts multiply infected by
Coxiella-LE, Spiroplasma and Rickettsia bacteria (Fig. 1). Sex, years and sampling zone of

ticks did not impact the rate of infection for each symbiont (Fisher's exact test, p= 0.54 for
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sex, p= 0.563 for years, and p= 0.3944 for sampling). The observed distribution of infections
was similar to the expected distribution based on independence between symbionts (Chi2 test,
x°=0,26630, ddl=4, p>0,98), thus revealing no interaction between symbionts for adult

infection status.

Impact of co-infection on individual ticks

As expected, a significant difference in the patella length was detected when comparing ticks
from different sexes (ANOVA, Fig =6.37 , p=0.0143). Unfed males were bigger than
females with a mean value for this leg segment of 870.16 +95.07pm (N=48) and 830.68
+74.88pm (N=59), respectively. While years and zones of sampling had no impact, the

infection status affected tick size (ANOVA, F543= 11.137 , p= 6.84e-06).

Females had a mean value of 868.14 +62.2pm when only infected by Coxiella-LE (N=51).
This value reach 829.135 +56.11pm (N=8)and 820.34 +77.07pm (N=22) in case of a co-
infection with Rickettsia and Spiroplasma, respectively (Fig. 2a). When females were infected
by all these three bacteria (N=8) the mean value of their leg segment significantly dropped to
761.04 +66.43pm (p= 2.06e-3)(Fig. 2a). Triple infection thus had a strong impact on the
female tick size with a reduction of more than 10% compared to females singly infected by
Coxiella-LE. Unfed males only infected by Coxiella-LE had a mean value for the segment
studied of 934.16 +65.34pm (N=41). In case of co-infection with Spiroplasma this value
reach 873.64 +86.32pm, (N=24) and dropped to 774.61 +13.44pm (N=2, p=0.04) (Fig. 2b) in
case of a co-infection with Rickettsia. The segment is also significantly reduced for males
infected by all bacteria, with a mean value of 777.21 £60.12pm (N=7), compared to males

only infected by Coxiella (p=8.38e-4) (Fig. 2b). Thus, in males, as in females, a strong cost is
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associated with multiple infections in D. marginatus.

Impact of co-infections on transmission and density of symbionts

Seven engorged D. marginatus females were kept alive after sampling on their bovine host
until they laid eggs. All of them were positive for Coxiella and Spiroplasma, but only 5 out of
7 were infected with Rickettsia. After emergence, the infection status of some larvae from
each batch was determined to estimate the rate of maternal transmission (Fig. 3). The rate of
vertical transmission reached more than 80 % for Coxiella-LE, but was lower for Spiroplasma
and Rickettsia, with an average of 27% for both symbionts. However, important variations
were present between families. For instance, all larvae were infected by Spiroplasma in some
families (L1), whereas in others only 8.33% of the larvae were positive for this symbiont (L8)
(Fig. 3). Opposite results were found when looking at the vertical transmission rate of

Rickettsia for these two different families.

gPCR assays developed to determine the infection status of larvae also gave specific
information about density of each symbionts within new-born larvae. Equivalent density of
Coxiella-LE were also found in single of multi infected ticks (Generalized linear mixed
model, t value=0.352, p= 0.7252) (Fig. 4) Other symbionts are also equally present in singles
or multiply infected hosts but, due to low sampling size, the impact of the batching on the
infection status could not have been tested. Symbionts density in larvae does not seem
impacted by the infection status (ANOVA, F;3=0.1153, p=0.9505 for Rickettsia,;

F335= 0.2307, p= 0.8744 for Spiroplasma).
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DISCUSSION

Ticks have been extensively studied for their ability to vector pathogens. However, during the
last decade, many studies have made it clear that ticks do not only host pathogens. These non-
pathogenic symbionts have to be studied too as they could impact tick biology or interact with

transmission of pathogens (Bonnet et al., 2017).

Results obtained from individuals collected two different years show that D. marginatus are
frequently infected by Coxiella-LE, Rickettsia and Spiroplasma symbionts. Coxiella-LE
infection has reached fixation in the population tested for adults, supporting the idea of a
potential role of these bacteria for their tick hosts (Mediannikov et al., 2003; Jasinskas et al.,
2007; Klyachko et al., 2007; Liu et al., 2013). On the contrary, Spiroplasma and Rickettsia
were found at intermediate prevalence, infecting respectively more than % and nearly % of the
population. Pathogenic potential of tick-borne Spiroplasma has not been determined, but they
are considered as 'potential zoonotic bacterium' due to their abundant occurrence in the
salivary glands of some tick species (Taroura et al., 2005). Rickettsia rpoB sequences
amplified in the tick DNA templates correspond perfectly with Rickettsia slovaca, which is
considered as a pathogen responsible for a syndrome characterized by scalp eschars and neck
lymphadenopathy following tick bites, call the “SENLAT” (Angelakis et al., 2010). These
bacteria have already been frequently reported associated with Dermacentor ticks in Europe
(Parola et al., 2013). If Spiroplasma and Rickettsia found in D. marginatus ticks could be
potential tick-borne pathogens, their high prevalence and their vertical transmission make
them endosymbionts of ticks above all. It is then interesting to measure their impact on the

ticks and to study the interaction between the symbiotic bacteria, since most individuals do
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not only harbor Coxiella-LE and that more than 13% of the individuals are infected by all

three bacteria.

In this study we managed to observe a significant decrease in size in multiply-infected
D. marginatus. Triply infected ticks have a 10% lower size than the ones only infected by
Coxiella-LE. Such observation is striking on individuals sampled in the field, as many
environmental factors are not controlled. Co-infections could have both an impact on
symbiotic communities and on the host (Ferrari and Vavre, 2011). But even on well-known
insect models, as aphids, their associated phenotype are not always described and are

sometimes hard to explain (Mclean et al., 2017).

Generally insect’s body size is positively correlated with their fitness, examples in
hymenopteran parasitoids show that bigger individuals have better reproductive success
(Kazmer and Luck, 1995; West et al., 1996). In arachnids size and morphology are also
important for the fitness, since decrease in leg length negatively impact the ability of
individuals to hunt their prey or to flee their predators (Dor and Hénaut, 2013; McGinley et
al., 2013). Our results seems to indicate hight costs associated with multiple infections in D.
marginatus ticks, however it would be important to test the causality of the infection status on
the ticks fitness in laboratory condition with breeding methods. In fact, nothing could refute
the reverse hypothesis which would be that a decrease in ticks fitness could enhance their

probability to be multiply infected.

In anyways these result raise the question of the maintenance of these symbionts in co-

infections in such high prevalence in D. marginatus ticks.

High cost associated with multiple infection have already been described in other arthropods
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it could result of a intra-host competition between symbionts and may impact the benefits
provided by some of these micro-organisms. For example, decrease in Coxiella-LE
abundance, could affect the ability of this symbiont to provide B vitamins to the tick (Guizzo
et al., 2017). However, we could not detect any direct interaction among symbionts on their
respective density. Another possibility is that Spiroplasma and/or Rickettsia are virulent.
Interestingly, in function of the sex, different patterns were observed. In particular, males
D. marginatus infected by CLEDm and Rickettsia are as small as triply infected ones, while in
females triply infected individuals were the most affected by infection. Male-specific
virulence of Rickettsia could be explained by the fact that virulence must be better controlled
in females when maternal transmission occurs. Our results indeed show that vertical
transmission does occur for all three symbionts from mother to larvae, but at very different
rates. Results show that vertical transmission is high, but still incomplete for Coxiella-LE in
D. marginatus. The rate of transmission calculated here (80%) is lower than the ones
calculated in other studies (>99%). Different rates of vertical transmission among Coxiella-
LE depending on their relationship with their tick hosts are possible but biases in our study
could also explain the lower ratio. In order to detect symbionts in larval DNA templates,
specific quantitative PCR assays have been developed. This method is more sensitive than
normal PCR assays, especially for small quantities of DNA (Heid et al., 1996; Smith and
Osborn, 2009). However, most studies on transmission of Coxiella-LE in tick hosts have been
conducted in laboratory conditions. On the contrary, ticks were sampled in their natural
environment and it is possible that engorged female had not achieved a complete oogenesis
since their blood meal was interrupted. Coxiella-LE are known to infect tick eggs during their
maturation (Lalzar et al., 2014), and interruption of blood meal in female ticks could have

impacted the transmission of symbionts. This is even more plausible that despite only the
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most engorged females were chosen to lay eggs, only half of them (7/15) produced a
significant batch of eggs. If transmission to larvae is indeed incomplete, the fact that Coxiella-
LE was found fixed in adults could reveal important transtadial selection for individuals
infected by Coxiella-LE, as expected if this symbiont provides B vitamins to the tick. As
opposed to the relatively high rate of vertical transmission for Coxiella-LE, the rates of
maternal transmission were low for Spiroplasma and Rickettsia symbionts, reaching

respectively 27%.

Given the high cost of multiple infections and the low maternal transmission of Spiroplasma
and Rickettsia, we can wonder how these symbionts and multiple infections are maintained in
D. marginatus. Under strict vertical transmission, symbionts should either provide benefits to
their host, or manipulate their reproduction to be maintained in host populations (Ferrari and
Vavre, 2011). None of these hypotheses appears plausible. First; the benefit provided would
have to be very high to compensate for the high cost and the low transmission rate. Second,
prevalence of these symbionts are similar in both sexes, excluding manipulation of sex-ratio
by the symbionts. Finally, given the low frequency of the symbionts, cytoplasmic

incompatibility would be an insufficient driving force to maintain infection.

A most likely hypothesis is thus that other ways than maternal transmission are used by
Spiroplasma and Rickettsia. These symbionts are able to colonize ticks salivary glands
(Taroura et al., 2005; Narasimhan and Fikrig, 2015), which could facilitate horizontal
transmission during a blood meal. Seroprevalences of R. slovaca are commonly reported in
domestic ruminants suggesting its circulation within mammalian hosts (Fuente, 2008; Ortufio
et al., 2012; Ahantarig et al., 2013). Co-feeding could also occur as described for many tick-
borne pathogens, like the causative agent of Lyme disease, Borrelia burgdorferi (Randolph et

al., 1996; Voordouw, 2015). Interestingly, this hypothesis could also explain the high cost

103



associated with multiple infections. Indeed, while vertical transmission tend to align the
interests of hosts and symbionts, horizontal transmission may select for a level of virulence
that optimize the transmission of the symbionts. In any case, these results suggest that
horizontal transmission of endosymbionts may actually play a major role on the epidemiology
of symbionts and not only at the evolutionary scale. Other examples have recently
demonstrated cases of horizontal transmission in other biological models such as Wolbachia
and Rickettsia in whiteflies through plants (Brownlie and Johnson, 2009; Li et al., 2017).
Mixture of vertical and horizontal transmission may favor rapid transitions in the symbiont
way of life in the arthropod host (from mutualism to parasitism), but also in the vertebrate
host. This mode of transmission alter the classic vision of the symbiosis since different
selection apply on the different ways of transmission. It thus raises the question of defining
which organism between the arthropod and the vertebrate is the main host for the symbiont,

the vector and/or the reservoir.
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Different letters denote significant differences at the p < 0.05 level using Tukey’s post hoc tests for
pairwise comparaison. 105
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Organisms Name Sequence Origin Tm

. Cox_mpoB_F2 GGGCGNCAYGGWAAYAAAGGSGT
Coxiellaceae Cox_mpoB_RI CACCRAAHCGTTGACCRCCAAATTG (Duron et al. 2017) 56°C
, Cox_tick_16S_F1 CGTAGGAATCTACCTTRTAGWGG )
Conlat Cox_tick_16S_R2 GCCTACCCGCTTCTGGTACAATT (o Gt A1) S
o mpoB-Fav CGTGTTGAAGGCGGTAATT
Rickettsia mpoB-Rav AAGAAAGCCACAAGCACGTT (Paddock et al. 2010) 58°C
_ 16F1 CTAATACATGCAAGTCGAACG _
Spiroplasma 16R1 TTGCTGATTCGCGATTACTAG (Bietal.2008) 65°C
, poFl TGCGTAGTAATCAAGGAACTTCA (Heres et al. 2010) .
Spiroplasma poR GCTCAHACTTCCATTTCHCCAAA (Bi et al. 2008) 26°C PCR
Cox_Dmarginatus_16S F  AAATGACTTGGTGCCTTCGG . o
CILIBD Cox_Dmarginatus 165 R TCCAGCTTCATGGAGTCGAG i Sty I
. 16S_Spiro_ixo_F AACTTCTACGGAAGGCAGCA ‘ .
Spiroplasma 168_Spiro_ixo R TTCCACCGCTACACATGAAA this study 38°C
o moB_Rslov_F CGGATAACGGTGAAATTGCT .
Ricketisia poB_Rslov R GGCGATTCACTTTTTGGTGT LA S
_ q18S_F2 AGCTCGTAGTTGGATCTCAGT ‘ .
D. marginatus q18S_R2 GAATTTCACCTCTAGCGCCG this study >8°C
T mpoB_Rick_slo_F GGCAGGAAGACACGGAAATAA )
LT moB_Rick_slo R CGGAAGACCTAGAGGGTTAAGA ity ey o
. poB_Spiro_Ixo_F GGCTGGAAGACACGGAAATAA .
Spiroplasma mpoB_Spiro_Ixo R TCCGCGATGGTACTCCTAAT this study 62°C
poB_CoxDmar F GAATATCGGAGAGGGTGCATTAG ‘ Gl
ClLEIDin mpoB_CoxDmar R CTGGGTTTCACCTTTAGGAGTT s Sy o
‘ 188 tick_Dmarg_F CGCACGAAACAGAGCAATAAC ,
D. marginatus 18S_tick Dmarg R CCCTATCCCAATCACGAAAGAA this study 62°C

Table 1. Primers used in this study
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Discussion

Les résultats obtenus a partir d’individus recueillis au cours de trois années montrent
que les tiques D. marginatus sont fréquemment infectées par les symbiotes Coxiella-LE,
Rickettsia et Spiroplasma. L'infection par Coxiella-LE a atteint la fixation chez les adultes
dans cette population, soutenant 1'idée d'un role nutritionnel de ces bactéries pour leurs hotes.
Au contraire, Spiroplasma et Rickettsia sont associés a des prévalences intermédiaires,
infectant respectivement plus de % et pres d’% de la population. Ainsi, il est fréquent de
retrouver des infections multiples chez les tiques D. marginatus et plus de 13 % des individus
échantillonnés dans cette étude étaient infectés par ces trois symbiotes simultanément. Ces
infections multiples ont un impact important sur la taille des tiques. Chez les femelles, les
tiques triplement infectées ont ainsi une taille 10% plus petite que celles seulement infectées
par les Coxiella-LE. Une telle observation est frappante pour des individus échantillonnés sur
le terrain, car de nombreux facteurs environnementaux ne sont pas contrélés et semblent
indiquer un fort impact de ces infections multiples sur la taille, et potentiellement sur la valeur
adaptative des tiques. Pour évaluer les interactions entre ces bactéries, nous avons étudié leur
transmission et leur densité. Cependant, nous n'avons pas pu détecter d'interactions directes
entre les symbiotes sur ces deux parametres. Ces résultats doivent toutefois étre confirmés
étant donné les faibles effectifs étudiés. De plus si nos résultats semblent indiquer un fort cofit
aux infections multiples chez les tiques D. marginatus adultes, il serait important de vérifier
cette hypothése en conditions controlées, avec des tiques issues d’élevage. En effet si cette
hypothese est trés probable, comme le montrent de nombreux exemples de cofits associés a
des co-infection chez d’autres arthropodes (Mouton et al., 2004; Oliver et al., 2006), rien ne
confirme la causalité entre la co-infection et la taille des tiques. On peut ainsi faire
I’hypothése que certaines tiques du fait d’une fitness moindre seraient plus propices a de
multiples infection.

Le cofit élevé de ces infections multiples est toutefois treés intéressant car il pose la
question du maintien de ces symbiotes chez D. marginatus. Avec un mode de transmission
vertical strict, ces symbiotes devraient soit, apporter des avantages a leur hote, comme c'est
stirement le cas pour les Coxiella-LE, soit manipuler leur reproduction (Ferrari & Vavre,

2011). Ces deux hypotheses sont cependant trés improbables au vu de la faible transmission
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maternelle et du cofit élevé de Spiroplasma et Rickettsia. Ces deux symbiotes utilisent
probablement la transmission horizontale et sont d'ailleurs retrouvés dans les glandes
salivaires des tiques (Jasinskas et al., 2007; Narasimhan & Fikrig, 2015). Les séquences des
bactéries Rickettsia étudiées sont tres proches de celles de R. slovaca. Or les séroprévalences
de R. slovaca sont communément détectées chez les ruminants domestiques suggérant sa
circulation chez les hotes mammiferes (Ortufio et al., 2012). Le phénomeéne de co-feeding
pourrait également faciliter leur transmission comme c'est le cas pour pour Borrelia
burgdorferi, I'agent responsable de la maladie de Lyme (Randolph et al., 1996; Voordouw,
2015). Cette hypothese pourrait également expliquer le cofit élevé associé aux infections
multiples, car si la transmission verticale tend a aligner les intéréts des hotes et des symbiotes,
la transmission horizontale sélectionne les symbiotes ayant un niveau de virulence qui

optimise leur transmission.

Afin de vérifier nos conclusions, il serait tout de méme intéressant de tester la
transmission horizontale de ces bactéries. Pour cela des expériences sur des tiques issues
d’élevages et en conditions controlées devraient étre réalisées. Ces expériences pourraient
déterminer si des tiques non infectées par Spiroplasma ou Rickettsia peuvent effectivement

acquérir ces symbiotes par co-feeding.

116



Discussion generale

117



118



L'objectif de ce travail de theése était d'étudier les relations qu'entretiennent les
Coxiella endosymbiotiques de tiques avec leurs hotes, mais aussi de comprendre quand et

comment a évolué la pathogénie dans ce genre bactérien.

I. Role des Coxiella-LE chez les tiques

1) Des symbiotes certainement nutritionnels ...

Sur tous les continents, on retrouve des bactéries du genre Coxiella associées a de
nombreuses espéces de tiques. La forte incidence de ces bactéries chez les tiques est, de plus,
souvent associée a des prévalences importantes puisque les Coxiella-LE sont généralement
fixées dans les populations étudiées. La réalisation de la phylogénie du genre Coxiella a
permis d’observer I’importante diversité génétique de ces bactéries et indique que Coxiella et
tiques sont intimement associées. Les Coxiella-LE sont d'ailleurs les principaux symbiotes a
transmission maternelle retrouvés chez ces arthropodes et leur tropisme particulier, dans les
tubes de Malphigi, pourrait indiquer un role nutritionnel (Lalzar et al., 2014; Bonnet et al.,
2017).

Chez les hématophages stricts la supplémentation en vitamines B est essentielle du fait
de leur régime alimentaire. Tous les génomes de Coxiella séquencés possedent les genes
nécessaires a la biosynthése de vitamines B et des cofacteurs associés (Smith et al. 2015;
Gottlieb et al. 2015 ; Article 1). La présence de ces genes, notamment dans les génomes
fortement réduits (CLEEA, CLEDm), conforte I’idée d’un role nutritionnel de ces bactéries.
Les Coxiella-LE sont donc vraisemblablement des symbiotes obligatoires pour leur hote
tique. Des expériences in vivo de supplémentation en vitamines B doivent toutefois confirmer
ce role nutritionnel en restaurant une valeur adaptative normale chez des tiques ayant subi
I'élimination de ces symbiotes (en utilisant des antibiotiques par exemple), comme cela a été

réalisé chez d’autres arthropodes hématophages (Nogge, 1981; Hosokawa et al., 2010).
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2) ... mais avec une histoire évolutive particuliére

Si les Coxiella-LE semblent étre des symbiotes obligatoires de tiques assurant la
supplémentation en vitamines B, I’histoire évolutive des bactéries Coxiella est trés différente
de celle classiquement observée chez d’autres symbiotes nutritionnels. La phylogénie de ce
genre bactérien est tout d’abord globalement incongruente avec celle des tiques : il n’y a donc
pas co-cladogénese entre les Coxiella-LE et leur hote excepté au sein de genres de tiques
particuliers. Ce phénomene est pourtant typiquement observé dans le cas des symbioses
obligatoires (Clark et al., 2000; Lo et al., 2003). De plus, les faibles prévalences, voire méme
I’absence de Coxiella-LE chez certaines especes de tiques, indiquent que d’autres symbiotes,
notamment des Fransicella-LE, doivent assurer la supplémentation en vitamines B dans
certaines especes. Les symbiotes assurant la biosyntheése de vitamines B chez les tiques
peuvent ainsi étre remplacés par des bactéries apparentées ou par d’autres especes
bactériennes (Duron et al. 2017). Ces remplacements fréquents suggerent de nombreux
transferts horizontaux dans le genre Coxiella.

Par ailleurs, si chez certaines Coxiella on assiste a une forte érosion génomique
(CLEAA et CLEDm), classique chez des symbiotes obligatoires, d’autres, comme CRt et
CLEOmar possédent des génomes plus grands ou de nombreux pseudogénes et éléments
mobiles sont retrouvés. Ces génomes ressemblent plus a des génomes retrouvés aprés une
transition récente vers le mode de vie endosymbiotique ou de symbiotes secondaires. Il est
tentant de proposer que ces bactéries, en maintenant une certaine plasticité de leur génome,
puissent présenter une plus grande capacité a coloniser de nouveaux hotes et a exclure des
bactéries ayant déja subi une érosion importante de leur génome.

Ces différents éléments suggerent fortement que la symbiose Coxiella-tique est donc

bien plus dynamique que les interactions classiques entre hotes et symbiotes nutritionnels.
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IL. Virulence dans le genre Coxiella

La phylogénie du genre Coxiella montre I’émergence de C. burnetii au sein d’une
grande diversité de Coxiella-LE, toutes présentes chez les tiques (Duron et al., 2015a).
L’hypothese de I’émergence unique et récente de la pathogénie semblait étre la plus plausible
suivant le principe de parcimonie. Pourtant le séquencage et I'étude de nouveaux génomes de
Coxiella-LE, notamment celui de CLEOmar -tres proche phylogénétiquement de C. burnetii-,
contredisent cette hypothese. En effet, les principaux genes responsables de la virulence chez
C. burnetii sont retrouvés fonctionnels ou a I'état de pseudogenes chez des Coxiella-LE. Ces
genes ne sont pas indispensables a la symbiose avec les tiques et sont généralement
compléetement perdus dans les génomes fortement réduits, mais leurs traces dans des clades
distincts de Coxiella-LE témoignent d'une présence ancestrale. Par exemple, des genes codant
pour le systeme de sécrétion de type IV, permettant a C. burnetii de survivre et de manipuler
le fonctionnement de ses cellules hotes, sont retrouvés intacts ou a l'état de pseudogénes dans
les génomes de CRt et de CLEOmar (Gottlieb et al. 2015 ; Article 2). Ce systéeme de sécrétion
n'est pourtant jamais fonctionnel chez les Coxiella-LE et n’est donc pas nécessaire a
I’interaction avec les cellules hotes de tique. Il semble donc que dans le genre Coxiella de
multiples pertes de la virulence au profit de stratégies mutualistes aient eu lieu au cours de
1’évolution.

Afin de réconcilier la phylogénie et les caractéristiques génomiques, il est nécessaire
d’envisager que des branches sont manquantes dans I’arbre phylogénétique réalisé. Il doit
ainsi exister des réservoirs de pathogenes inconnus ou éteints dans le genre Coxiella. En effet,
les bactéries Coxiella-LE ont été découvertes récemment chez les tiques et d'autres bactéries
appartenant au genre Coxiella peuvent encore étre échantillonnées chez d'autres types d'hotes,
voire méme dans l'environnement. Ainsi 1’histoire évolutive du genre Coxiella pourrait
ressembler a celle du genre Francisella ou des bactéries pathogénes sont a 1’origine de
I’émergence de symbiotes de tiques a transmission maternelle (Gerhart et al., 2016).
Toutefois, dans le genre Coxiella, ces transitions auraient pu avoir lieu a de multiples reprises.

Au cours de leur évolution, les bactéries du genre Coxiella auraient développé
différentes stratégies symbiotiques transitant du parasitisme au mutualisme. La dynamique de
ces transitions fait du genre Coxiella un intéressant sujet d’étude. L’étude de nouvelles

bactéries de ce genre est essentielle pour comprendre les mécanismes permettant de telles
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transitions. Outre le séquencage d’autres Coxiella-LE de tique, il apparait important de
rechercher des Coxiella dans d’autres réservoirs potentiels. Par exemple, des bactéries
présentant de forts taux d'homologie avec des bactéries du genre Coxiella semblent capables
d'infecter des hotes non apparentés a l'ordre des Ixodida. Coxiella cheraxi serait, ainsi,
responsable de maladies chez les écrevisses, tandis que différentes Coxiella-LE seraient a
I'origine de maladies chez les oiseaux (Cooper et al., 2007; Shivaprasad et al., 2008). Les
informations sur ces Coxiella sont pour I’instant trés limitées, mais préciser leur position
phylogénétique et analyser leur génome pourraient permettre de mieux comprendre

1I’évolution du genre Coxiella et les transitions de leur mode de vie.

III. Dynamiques des interactions symbiotiques chez les
arthropodes

L’étude de I’histoire évolutive du genre Coxiella montre que les interactions
symbiotiques de ces bactéries sont tres diverses et surtout tres dynamiques. De nombreuses
transitions dans le continuum mutualisme-parasitisme ainsi que des captures d’hdtes
fréquentes semblent avoir faconné ce genre bactérien. Dans cette partie nous allons détailler
les mécanismes qui pourraient étre a ’origine de telles transitions évolutives. La fréquence et
la rapidité de ces transitions sont un point important a prendre en compte dans 1’évolution des

interactions symbiotiques.

1) Transmission mixte

Bien que les bactéries endosymbiotiques utilisent principalement la transmission
verticale, des études montrent que certaines sont aussi capables de se transmettre
horizontalement (Vavre et al., 1999; Russell et al., 2003). Les transferts horizontaux sont
connus chez les bactéries symbiotiques, mais leurs conséquences ont peut-étre été sous-
estimées. En effet, ces phénomenes ne sont généralement observés que par la reconstruction
de phylogénies et ne semblaient étre importants qu’a des échelles évolutives, en permettant
sporadiquement la capture de nouveaux hotes. En réalité, il semble que certains
endosymbiotes d’arthropodes utilisent des modes de transmission mixte, couplant a la fois
transmission verticale et horizontale. Dans le troisiéme chapitre de ce manuscrit, nous avons

étudié différents symbiotes de tiques dans le cadre de co-infections et avons proposé que ce
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mode de transmission pourrait étre fréquent chez certains symbiotes de tiques.

Cette transmission mixte peut avoir un impact sur les stratégies des symbiotes. En
effet, nous avons vu que la virulence et la transmission sont intiment liées. Plusieurs exemples
récents montrent également comment certains symbiotes d’insectes phytophages pourraient
étre transférés horizontalement via la plante a des fréquences élevées (Frago et al., 2012). 11
est vrai que de nombreux virus utilisent ce mode de transmission (Roossinck, 2011), ainsi que
des bactéries comme les Rickettsia endosymbiotiques de 1’aleurode Bemisia tabaci (Caspi-
Fluger et al., 2012). Si ce mode de transmission permet aux symbiotes d’infecter des hotes
arthropodes non-infectés il peut a la fois modifier 1’évaluation de I’interaction avec I’héte
arthropode en favorisant des symbiotes plus virulents, mais également sélectionner des
symbiotes capables de se répliquer au sein de 1’hote intermédiaire (Frago et al., 2012).
L’infection de ces nouveaux hotes peut conduire a de nouvelles interactions symbiotiques
totalement différentes de celles mettant en jeu ces mémes symbiotes avec des hdtes
arthropodes. Par exemple, deux bactéries du genre Arsenophonus ont développé des stratégies
parasitaires chez les plantes et sont responsables du « syndrome des basses richesses » et de la
chlorose marginale du fraisier (Zreik et al., 1998; Bressan et al., 2011). Ces bactéries,
"Candidatus Arsenophonus phytopathogenicus" et "Candidatus Phlomobacter fragariae", sont
paraphylétiques, mais émergent toutes les deux dans des clades de symbiotes d’arthropodes
(Salar et al., 2009). Cela implique deux événements distincts ayant mené a 1’émergence de la
virulence envers des plantes dans ce genre bactérien. Ces deux bactéries restent toutefois
principalement associées a des cicadelles, chez qui elles passent la majorité de leur cycle et
sont capables de se transmettre verticalement (Sémétey et al., 2007; Bressan et al., 2009). Le
taux de transmission vertical chez ces hotes est toutefois relativement faible et la transmission
via la plante permettrait d’expliquer les fortes prévalences chez les cicadelles observées dans
la nature (Bressan et al., 2009). En cas d’épidémies du « syndrome des basses richesses », la
prévalence de A. phytopathogenicus peut ainsi augmenter de 10 a 80-95 % chez son hote

phytophage (Bressan et al., 2011).

Des symbiotes d’arthropodes peuvent donc devenir des parasites de plantes ou d’autres
organismes. Mais les transmissions mixtes peuvent aussi mener a 1’apparition de stratégies
mutualistes chez des parasites. Les bactéries du genre Burkholderia sont associées avec de

nombreux hotes comprenant des vertébrés, des arthropodes ainsi que des plantes (Coenye &
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Vandamme, 2007). Burkholderia gladioli appartient ainsi a un clade de bactéries parasitant
différentes especes de plantes (Jeong et al., 2003; Ura et al., 2006). Si la majeure partie des
souches de B. gladioli sont responsables de maladies chez les plantes, une souche de B.
gladioli est pourtant intimement associée a une espece de scarabée. Cette souche a développé
des stratégies mutualistes chez ce nouvel hote, en produisant des antibiotiques permettant

d’assurer la protection des ceufs pondus (Florez et al., 2017).

Ainsi, la transmission mixte pourrait permettre a certains symbiotes de mieux se transmettre,
mais avec comme conséquence possible des capacités accrues de changements d’hétes et des

transitions rapides sur le continuum mutualisme-parasitisme (Fig.d.1).

2) Role des arthropodes

Les transmissions mixtes sont généralement retrouvées chez des symbiotes
d’arthropodes parasitant d’autres organismes. Ce mode de vie facilite les échanges entre
organismes. Or, d'apres Combes (2001), la mise en place d’une association symbiotique entre
deux organismes ne peut survenir que dans des conditions particuliéres. Dans son ouvrage,
Combes utilise ainsi la métaphore des filtres de rencontre et de compatibilité. Pour infecter un
organisme, un symbiote doit pouvoir franchir ces deux filtres. Le premier, nécessite d’entrer
un contact avec cet hote potentiel, tandis que le second, requiert les capacités nécessaires a la
survie, la reproduction et la transmission au sein de cet organisme. Le mode de vie parasitaire
de certains arthropodes permet l'ouverture du filtre de rencontre pour leurs symbiotes et
favorise ainsi les transitions d'un hote a 'autre (Fig.d.1)

De plus, ces arthropodes sont fréquemment infectés par de nombreux symbiotes
différents. Ces co-infections peuvent faciliter les échanges de génes entre les différents
partenaires symbiotiques impliqués. Certains endosymbiotes, comme la bactérie Rickettsia
buchnerii, possédent par exemple de nombreux éléments mobiles dans leur génome (Gillespie
et al., 2012; Kurtti et al., 2015). Parmi ceux-ci on retrouve des éléments mobiles appelés
RAGE (pour “Rickettsiales Amplified Genetic Elements”) insérés dans le génome et méme
dans les plasmides de cette bactérie. Ces éléments semblent faciliter les transferts géniques et
auraient faconné le génome des bactéries du genre Rickettsia en ayant notamment favorisé
I’acquisition de facteurs de virulence (Gillespie et al., 2012).

Les échanges de genes permettent ainsi a certaines bactéries d’acquérir de nouvelles
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fonctions leur permettant de développer de nouvelles stratégies symbiotiques. Si 1’acquisition
de facteurs de virulence peut entrainer 1’émergence d’interactions parasitaires, d’autres
fonctions, au contraire, vont permettre 1’émergence du mutualisme. Ainsi une souche de
bactérie Wolbachia pipientis, connue pour étre un parasite manipulateur de la reproduction,
est devenue un symbiote obligatoire chez la punaise de lit, Cimex lectularius, suite a
I’acquisition des voies de synthese de la vitamine B (Hosokawa et al., 2010).

Ces échanges de genes entre symbiotes infectant la méme espéce montrent que I’hypothése
«you are what you eat» expliquant les transferts de geénes chez les eucaryotes
phagotrophiques (Doolittle, 1998) peut étre étendue a « you are what you meet » dans le cas
de co-infections chez les arthropodes (Gluck-Thaler & Slot, 2015). Toutefois, certains
symbiotes ayant subi une importante réduction génomique et ayant notamment perdu les
genes impliqués dans la recombinaison pourraient ne plus étre capables d’acquérir de
nouvelles fonctions et seraient ainsi moins aptes a ces transitions.

Les arthropodes, et particulierement les exoparasites, peuvent alors étre considérés comme

des carrefours évolutifs pour les micro-organismes les infectant.
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I'V. Conclusion

Au terme de ce travail et au vu des résultats récents de la littérature, 1’évolution des
bactéries endosymbiotiques peut s’avérer complexe avec des transitions évolutives plus
fréquentes qu’on ne I’imaginait. Cette dynamique rapide pourrait étre notamment retrouvée
chez les symbiotes infectant des arthropodes capables de parasiter d’autres organismes, le
mode de vie de ces derniers facilitant les contacts interspécifiques. De plus, certains de ces
symbiotes semblent pouvoir recourir a un mode de transmission mixte, couplant la
transmission verticale avec de la transmission horizontale fréquente. Cette forme de
transmission pourrait favoriser des changements rapides dans les interactions entre espéeces.
Dans un contexte ou I’environnement change rapidement, les pressions de sélections qui
agissent sur le symbiote pourraient également varier. En particulier des modifications de la
structure des populations d’arthropodes ou de leurs hotes (fragmentation, changement
climatiques) pourraient modifier 1’importance relative de la transmission verticale et de la

transmission horizontale et conduire a des évolutions rapides des interactions.

L’étude des bactéries du genre Coxiella est un bon moyen de comprendre ces
transitions évolutives. La comparaison des génomes des Coxiella-LE et C. burnetii devrait
permettre d’identifier de nouveaux candidats impliqués dans la virulence. Car si la majorité
des genes spécifiques détectés chez C. burnetii n’ont pas de fonction assignées, ils n’en
demeurent pas moins intéressants pour comprendre les mécanismes utilisés par cette bactérie
pour infecter et survivre au sein des cellules qu’elle parasite.

Il est aussi nécessaire de comprendre comment les Coxiella ont pu capturer de
nouveaux hotes et comment elles cohabitent avec les nombreux symbiotes pouvant infecter
les tiques. De nombreuses difficultés se dressent néanmoins car ces bactéries n’étant pas
cultivables en milieu axénique et ne peuvent pas étre modifiées génétiquement. L’élevage de
leur héte tique peut également s’avérer problématique, surtout en ce qui concerne les phases
de gorgement. Toutefois les enjeux en terme de biologie évolutive sont importants pour mieux
comprendre 1’évolution des symbioses chez ces arthropodes.

D’un point de vue appliqué, les tiques sont également les principaux vecteurs d’agents

pathogenes en Europe (Jongejan & Uilenbenberg, 2005). Par ailleurs, la manipulation ou

126



I’utilisation du compartiment symbiotique pour limiter les populations de vecteurs ou leur
capacité vectorielle se développent (Hoffmann et al., 2011; Iturbe-Ormaetxe et al., 2011;
Aliota et al., 2016; Dutra et al., 2016) et pourraient étre appliquées aux tiques ou des
interactions entre symbiotes et pathogénes ont déja été détectées (Burgdorfer et al., 1981b;
Macaluso et al., 2002; Steiner et al., 2008; Narasimhan et al., 2014; Gall et al., 2016; Bonnet
et al., 2017). Toutefois, atteindre cet objectif nécessite une bien meilleure connaissance des

symbiotes de ces arthropodes et de leurs interactions avec les pathogenes.
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Abstract

Q fever is a highly infectious disease with a worldwide distribution. lts causative agent, the
intracellular bacterium Coxiella burnetii, infects a variety of vertebrate species, including hu-
mans. Its evolutionary origin remains almost entirely unknown and uncertainty persists re-
garding the identity and lifestyle of its ancestors. A few tick species were recently found to
harbor maternally-inherited Coxiella-like organisms engaged in symbiotic interactions, but
their relationships to the Q fever pathogen remain unclear. Here, we extensively sampled
ticks, identifying new and atypical Coxiella strains from 40 of 58 examined species, and
used this data to infer the evolutionary processes leading to the emergence of C. burnetii.
Phylogenetic analyses of multi-locus typing and whole-genome sequencing data revealed
that Coxiella-like organisms represent an ancient and monophyletic group allied to ticks. Re-
markably, all known C. burnetii strains originate within this group and are the descendants
of a Coxiella-like progenitor hosted by ticks. Using both colony-reared and field-collected
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gravid females, we further establish the presence of highly efficient maternal transmission
of these Coxiella-like organisms in four examined tick species, a pattern coherent with an
endosymbiotic lifestyle. Our laboratory culture assays also showed that these Coxiella-like
organisms were not amenable to culture in the vertebrate cell environment, suggesting dif-
ferent metabolic requirements compared to C. burnetii. Altogether, this corpus of data dem-
onstrates that C. burnetii recently evolved from an inherited symbiont of ticks which
succeeded in infecting vertebrate cells, likely by the acquisition of novel virulence factors.

Author Summary

How virulent infectious diseases emerge from non-pathogenic organisms is a challenging
question. Here, we address this evolutionary issue in the case of Q fever. Its causative
agent, the intracellular bacterium Coxiella burnetii, is extremely infectious to humans and
a variety of animals. However, uncertainty persists regarding its evolutionary origin, in-
cluding the identity and lifestyle of its ancestors. In this article, we show that C. burnetii
arose from a rare evolutionary transformation of a maternally-inherited endosymbiont of
ticks into a specialized and virulent pathogen of vertebrates. While arthropod symbionts
are typically transmitted maternally and thought not to be infectious to vertebrates, we es-
tablish here that one Coxiella symbiont has evolved the necessary adaptations to exploit
the vertebrate cell, leading to the emergence of Q fever.

Introduction

‘Query fever’ (Q fever) is a highly infectious zoonotic disease first identified in 1937 [1,2,3,4,5].
The causative agent, the obligate intracellular bacterium Coxiella burnetii, infects a variety of
vertebrate species, including humans. Sporadic cases in humans occur annually worldwide, but
occasional outbreaks are also common [1,2,3,4]. For example, in the Netherlands more than
4,000 human cases were reported between 2007 and 2010 [6]. While most human cases are
self-limiting with fever and fatigue, acute forms range from mild flu-like symptoms to pneu-
monia or hepatitis. The disease can also become chronic (mainly endocarditis), and, though
rarely fatal, remains highly debilitating even when treated with antibiotics [1,2]. Most human
cases are linked to contact with infected livestock, especially goats and sheep, which suffer
abortion and reproductive disorders. Infection usually occurs by the inhalation of aerosolized
resistant small cell variants that are present in the excretions of infected animals. Other modes
of transmission including ingestion of unpasteurized milk or dairy products; human-to-human
contact is also possible but considered rare [1,2,4,5]. One of the most virulent reference strains
of C. burnetii (strain RSA 493 / Nine Mile I [7]) was isolated from a guinea pig on which field-
collected Rocky Mountain wood ticks Dermacentor andersoni had fed, suggesting that trans-
mission through tick bites may also occur [8]. The small cell variants of the bacterium can sur-
vive and remain highly infectious for long periods in the environment, leading to the
classification of C. burnetii as potential bioterrorism agent [9].

The evolutionary origin of Q fever is unclear since the C. burnetii ancestor and its primary
lifestyle remain entirely unknown. Historically, C. burnetii was assigned to the taxonomic
order Rickettsiales (Alphaproteobacteria), but it has been recently considered more closely re-
lated to the Legionellales order (Gammaproteobacteria) because of its genetic proximity to the
Legionnaires' disease agent, Legionella pneumophila [10]. The Legionellales order includes
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many other intracellular bacteria infecting non-vertebrate species, such as, for instance, Rickett-
siella species that are both widespread and biologically diverse in arthropods [11,12,13]. Within
the Coxiella genus, the only known relative of C. burnetii which has been formally identified is
C. cheraxi, a pathogen of crayfishes [14]. Many past descriptions of Coxiella were likely biased
toward the detection of pathogenic strains since most C. burnetii isolates were collected from
humans or domestic ruminants during Q fever outbreaks [1,5,15]. However, the advent of 16S
rRNA gene sequencing as a universal DNA barcoding marker in bacteria has led to the descrip-
tion of a few novel Coxiella-like organisms in non-vertebrate species (listed in [16]), and partic-
ularly in ticks [17,18,19,20,21,22,23,24,25]. All these Coxiella-like organisms are closely related,
but genetically distinct to C. burnetii, suggesting that some diversity exists within the Coxiella
genus. The highly conserved nature of the 16S rRNA gene sequences has prevented researchers
from establishing the exact relationship between C. burnetii and Coxiella-like organisms, and a
sister clade relationship is commonly assumed [16,18,21,22,23].

The Coxiella-like organisms differ from C. burnetii in their biological traits and some may
behave as subtle symbionts engaged in intricate interactions with ticks. In ticks belonging to
Ornithodoros, Amblyomma and Rhipicephalus genera, Coxiella-like organisms were found to
massively infect ovaries and to be maternally inherited through the egg cytoplasm
[18,20,21,26]. In these tick species, the presence of the bacteria in the Malpighian tubules fur-
ther suggests a possible role in nutrition by potentially provisioning their hosts with essential
nutriments [20,21,26]. Indeed, the elimination of these bacteria with an antibiotic treatment
was shown to negatively impact the fitness of the lone star tick A. americanum [27]. According-
ly, when the Coxiella-like bacterium found in A. americanum was recently sequenced [16], no
recognizable virulence genes were found, indicating that this bacterium is likely non-pathogen-
ic. In contrast, its genome encodes major vitamin and cofactor biosynthesis pathways, suggest-
ing that it may be a vitamin-provisioning endosymbiont. This interaction exhibits the typical
hallmarks of maternally-inherited symbionts with essential roles in arthropod biology [28,29].
Such patterns have been found in other exclusive blood-feeding species like bedbugs [30] and
tsetse flies [31], two insect groups which rely on a single food source throughout their develop-
mental cycle and harbor beneficial microbes that provide nutrients absent from their restricted
diets. The Coxiella-like organisms of ticks share obvious similarities with these
beneficial endosymbionts.

Here, we examine the origin of the Q fever pathogen, C. burnetii, by inferring the evolution-
ary processes that have shaped diversity within the entire Coxiella genus. To this aim, we first
sampled an extensive range of ticks, with 58 tick species examined, and developed a sensitive
detection method that reveals a wider Coxiella diversity than recognized in past studies. Sec-
ond, instead of relying solely on the 16S rRNA gene, a molecular marker that is notoriously in-
adequate for inferring reliable fine-scale phylogenies [32], we used a novel multilocus typing
method, allied to Whole Genome Sequencing (WGS) data, and conducted phylogenetic analy-
ses on a large amount of DNA sequence data. Third, we examined two major ecological fea-
tures of Coxiella-like organisms, i.e. their ability to be maternally-inherited through the tick
egg cytoplasm and to grow in a vertebrate cell environment suitable to C. burnetii. Altogether,
this corpus of data has led to the characterization of a large genetic and ecological diversity
within the Coxiella genus, far beyond the C. burnetii type species. The Coxiella-like organisms
of ticks form an ancient lineage of maternally-inherited tick endosymbionts that do not lie as a
sister-clade to C. burnetii but rather form a basal lineage illustrative of the ancestral Coxiella
life style.
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Fig 1. Geographic origin of the sampled ticks and distribution of Coxiella and Rickettsiella infections. Square size indicates the number of
populations sampled per geographic area. Numbers refer to the tick species whereas letters discriminate the different populations screened within a species;
this nomenclature is detailed in Table 1. The colors within squares indicate the infection status of populations. Two tick species were infected by both Coxiella
and Rickettsiella at the species level, but not at individual and population levels.

doi:10.1371/journal.ppat.1004892.g001

Results
Ticks commonly harbor Coxiella-like organisms

We performed an extensive screening for the presence of Coxiella in 916 tick specimens from
58 species belonging to the two main tick families, Ixodidae (hard ticks, 36 species) and Argasi-
dae (soft ticks, 22 species) (Fig 1 and Table 1). Except for 37 specimens (6 species) derived
from laboratory colonies, all other tick specimens were sampled from natural populations in
Europe, Americas, Africa, Oceania and Asia (n = 112 localities). In these populations, ticks
were collected either in the host habitat or directly on hosts (Table 1). To detect C. burnetii and
its relatives, we developed a detection method based on a nested polymerase chain reaction
(PCR) using total tick DNA extracts to amplify a 539-542 base-pair (bp) fragment of the Cox-
iella rpoB gene (Table A in S1 Text).

Using this procedure, all the tick-borne bacteria we detected belong to the Legionellales
order and can be unambiguously assigned either to Coxiella or to its sister genus, Rickettsiella.
Whole tick DNA extracts from more than two thirds of the specimens (637 out of 916, 69.6%)
and the species (40 out of 58, 70.0%) were found to be positive for Coxiella (Fig 1 and Table 1).
Coxiella was found in most tested genera of hard ticks (Rhipicephalus, Ixodes, Amblyomma,
Dermacentor, Haemaphysalis) and soft ticks (Ornithodoros, Argas). In almost all infected
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Table 1. List of tick species and populations included in the analysis, with details on their origin, the population sample size, and the prevalence
of Coxiella spp. and Rickettsiella spp.

Tick species

1-  Antricola guglielmonei
Estrada-Pefia, Barros-
Battesti and Venzal, 2004

2-  Argas monachus Keirans,
Radovsky and Clifford,
1973

3- Ornithodoros amblus
Chamberlin, 1920

4 - Ornithodoros brasiliensis
Aragao, 1923

5-  Ornithodoros capensis
Neumann, 1901

6 - Ornithodoros costalis
Diatta, Bouattour, Durand,
Renaud and Trape, 2013

7 - Ornithodoros denmarki
Kohls, Sonenshine and
Clifford, 1965

8-  Ornithodoros erraticus
Lucas, 1849

9-  Ornithodoros
kairouanensis Trape,
Diatta, Bouattour, Durand
and Renaud, 2013

10  Ornithodoros maritimus
- Vermeil and Marguet,
1967

11 Ornithodoros marocanus
- Velu, 1919

Sample sites

1-A, Porto Velho, Rondonia,
Brazil

2-A, Chaco, Argentina

3-A, Lobos de Tierra Island,
Peru, 2009

4-A, Sao Francisco de Paula,
Brazil

5-A, Juan de Nova Island,
Mozambic Channel, 2011

5-B, Réunion Island
6-A, Kenitra, Morocco, 2006

6-B, Sidi Akhfennir, Morocco,
2006

6-C, Boujdour, Morocco,
2006

6-D, El Argoub, Morocco,
2006

6-E, Lahmiris, Morocco, 2010

6-F, Mostaganem, Algeria,
2012

6-G, Oudhna, Tunisia, 2010
7-H, unknown

8-A, La Calle, Tunisia, 2009

8-B, Taher, Algeria, 2010
9-A, Kairouan, Tunisia, 2010

10-A, Medes Island, Spain,
2009

10-B, Zembra Island, Tunisia,
2009

10-C, Carteau, France, 2014

11-A, lzemmourén, Morocco,
2009

11-B, Berkane Oued Kiss,
Morocco, 2006

Tick host species or habitat

Argasidae (soft ticks)

Bat guano in cave

Unknown

Peruvian Pelican (Pelecanus
thagus), Peruvian Booby (Sula
variegata)

Unknown

Sooty Tern (Onychoprion
fuscatus)

Sea bird nests

Rodent burrows

Rodent burrows

Rodent burrows

Rodent burrows

Rodent burrows
Rodent burrows

Rodent burrows
Sea bird nests

Rodent burrows

Rodent burrows
Rodent burrows

Yellow-legged Gull (Larus
michahellis)

Yellow-legged Gull (Larus
michahellis)

Yellow-legged Gull (Larus
michahellis)

Rodent burrows

Rodent burrows

28

20

20

Coxiella
prevalence
(number of
infected tick
specimens)

0.00 (0)

1.00 (3)

1.00 (5)

1.00 (3)
1.00 (28)
1.00 (3)
0.00 (0)
0.00 (0)
0.00 (0)
0.00 (0)

0.00 (0)
0.00 (0)

0.00 (0)
1.00 (1)
1.00 (1)

1.00 (2)
1.00 (3)

1.00 (20)

1.00 (20)
1.00 (8)
1.00 (1)

1.00 (1)

Rickettsiella
prevalence (number
of infected tick
specimens)

0.00 (0)

0.00 (0)

0.00 (0)

0.00 (0)
0.00 (0)
0.00 (0)
1.00 (7)
1.00 (18)
1.00 (2)
1.00 (2)

1.00 (1)
1.00 (4)

1.00 (4)
0.00 (0)
0.00 (0)

0.00 (0)
0.00 (0)

0.00 (0)

0.00 (0)
0.00 (0)
0.00 (0)
0.00 (0)

(Continued)
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Table 1. (Continued)

20

Tick species

Ornithodoros merionesi
Trape, Diatta, Belghyti,
Sarih, Durand and
Renaud, 2013

Ornithodoros moubata
Murray, 1877

Ornithodoros normandi
Larrousse, 1923

Ornithodoros occidentalis
Trape, Diatta, Durand and
Renaud, 2013

Ornithodoros peruvianus
Kohls, Clifford and Jones,
1969

Ornithodoros porcinus
Walton, 1962

Ornithodoros rostratus
Aragao, 1911

Ornithodoros rupestris
Trape, Bitam, Renaud and
Durand, 2013

Ornithodoros sonrai
Sautet and Witkowski,
1943

Sample sites

11-C, Bir-Jdid, Morocco,
2009

12-A, Guelmin, Morocco,
2006

12-B, Sidi Akhfennir,
Morocco, 2006

13-A, Laboratory strain
derived from field specimens
of unknown origin

14-A, Bizerte, Tunisia, 2010

14-B, Oudhna, Tunisia, 2010
15-A, Fes, Morocco, 2010

15-B, Kenitra, Morocco, 2006

15-C, Beb-Lerba, Morocco,
2010

15-D, Oued Choufcherk,
Morocco, 2010

15-E, Bouira, Algeria, 2010
15-F, Berrouaghia, Algeria,
2010

15-G, Chlef, Algeria, 2010

16-A, Chile

17-A, Laboratory strain
derived from field specimens
collected in Mahitsy,
Madagascar, 2008-2010

18-A, Salta, Argentina

18-B, Laboratory strain
derived from field specimens
collected in Nhecolandi,
Pantanal, Brazil

19-A, Saida Mt Daia, Algeria,
2012

19-B, Mostaganem, Algeria,
2012

20-A, Dielmo, Senegal, 2002

20-B, Kanene Khar, Senegal,
2003

20-C, Richard-Toll, Senegal,
2003

Tick host species or habitat

Rodent burrows

Rodent burrows

Rodent burrows

Unknown

Rodent burrows
Rodent burrows
Rodent burrows
Rodent burrows
Rodent burrows

Rodent burrows

Rodent burrows
Rodent burrows

Rodent burrows
Common vampire Bat

(Desmodus rotundus)

Unknown

Environement

Environement

Rodent burrows

Rodent burrows

Rodent burrows

Rodent burrows

Rodent burrows

18

20

17

19

Coxiella
prevalence
(number of
infected tick
specimens)

1.00 (1)

0.00 (0)

0.00 (0)

0.00 (0)

0.00 (0)
0.00 (0)
1.00 (4)
1.00 (4)
1.00 (4)

1.00 (4)

1.00 (4)
1.00 (4)

1.00 (4)
1.00 (3)

0.00 (0)

1.00 (18)

1.00 (4)

1.00 (1)

1.00 (2)

1.00 (20)

1.00 (17)

1.00 (19)

Rickettsiella
prevalence (number
of infected tick
specimens)

0.00 (0)

1.00 (1)

1.00 (2)

0.00 (0)

1.00 (1)
1.00 (2)
0.00 (0)
0.00 (0)
0.00 (0)

0.00 (0)

0.00 (0)
0.00 (0)

0.00 (0)
0.00 (0)

0.00 (0)

0.00 (0)

0.00 (0)

0.00 (0)

0.00 (0)

0.00 (0)

0.00 (0)
0.00 (0)

(Continued)
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Table 1. (Continued)

21

22-

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36-

37

Tick species

Ornithodoros spheniscus
Hoogstraal, Wassef, Hays
and Keirans, 1985

Ornithodoros sp.
(capensis species
complex)

Amblyomma americanum
(Linnaeus, 1758)

Amblyomma cajennense
(Fabricius, 1787)

Amblyomma loculosum
Neumann, 1907

Amblyomma variegatum
(Fabricius, 1794)

Dermacentor marginatus
(Sulzer, 1776)

Dermacentor occidentalis
Marx, 1892

Dermacentor reticulatus
(Fabricius, 1794)

Dermacentor silvarum
Olenev, 1931

Dermacentor variabilis
(Say, 1821)

Haemaphysalis punctata
Canestrini and Fanzago,
1878

Hyalomma impeltatum
Schulze and Schlottke,
1930

Hyalomma lusitanicum
Koch, 1844

Ixodes frontalis (Panzer,
1798)

Ixodes hexagonus Leach,
1815

Ixodes kerguelenensis
André and Colas-Belcour,
1942

Sample sites

20-D, Sogoli, Mali, 2007
20-E, M’'Chouneche, Algeria,
2009

21-A, Pan de Azucar, Chile,
2010-2013

22-A, Boa Vista Island, Cape
Verde, 2008

23-A, Laboratory strain
derived from field engorged
females collected in
Oklahoma, USA, 1976—2004

24-A, Chapada Gaucha,
Brazil, 2013

25-A, Petite lle, La Réunion,
2012

26-A, La Réunion

27-A, Cavaillon, France,
2011

27-B, Les Plantiers, France,
2013

28-A, Hopland, Mendocino
Co, California, 1985

29-A, Proveysieux, France,
2011

Tick host species or habitat

Rodent burrows
Rodent burrows

Humboldt penguin (Spheniscus
humbolditi)

Cape Verde Shearwater
(Calonectris edwardsii) and
Brown Booby (Sula leucogaster)

Ixodidae (hard ticks)
Unknown

Unknown

Wedge-Tailed Shearwater
(Puffinus pacificus) nests
Unknown

Vegetation

Vegetation

Environement

Vegetation

30-A, Laboratory strain derived from field specimens collected in
Xiaowutai National Natural Reserve Area, China

31-A, Queen's biology
station, Ontario, Canada,
2013

32-A, East Sussex, England,
2011

33-A, Zimbabwe, 1998

34-A, Veneguera, Canaries,
2010

35-A, Bretagne, France, 2008
36-A, Bretagne, France, 2008

36-B, Beaumont-Monteux,
France, 2008

37-A, Crozet Archipelago,
2003

Vegetation

Vegetation

Zebu (Bos indicus)

Vegetation

Eurasian Collared Dove
(Streptopelia decaocto)

European Red Fox (Vulpes
vulpes)

European Hedgehog (Erinaceus
europaeus)

Sea bird nests

10
37

16

20

Coxiella
prevalence
(number of
infected tick
specimens)

1.00 (10)
1.00 (37)

1.00 (3)

1.00 (16)

1.00 (20)

1.00 (3)
1.00 (3)
1.00 (2)
1.00 (1)
1.00 (1)
0.00 (0)
0.00 (0)
1.00 (2)

0.00 (0)

1.00 (5)

0.00 (0)

0.00 (0)
0.00 (0)
1.00 (1)
1.00 (1)

0.00 (0)

Rickettsiella
prevalence (number
of infected tick
specimens)

0.00 (0)
0.00 (0)

0.00 (0)

0.00 (0)

0.00 (0)

0.00 (0)
0.00 (0)
0.00 (0)
0.00 (0)
0.00 (0)
0.00 (0)
0.00 (0)
0.00 (0)

0.00 (0)

0.00 (0)

0.00 (0)

0.00 (0)
0.00 (0)
0.00 (0)
0.00 (0)

0.00 (0)

(Continued)
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Table 1. (Continued)

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

Tick species

Ixodes pacificus Cooley
and Kohls, 1943

Ixodes persulcatus
Schulze, 1930

Ixodes ricinus (Linnaeus,
1758)

Ixodes scapularis Say,
1821

Ixodes tasmani Neumann,
1899
Ixodes unicavatus

Neumann, 1908

Ixodes uriae White, 1852

Ixodes sp.1
Ixodes sp.2

Rhipicephalus annulatus
(Say, 1821)

Rhipicephalus australis
Fuller, 1899

Rhipicephalus bursa
Canestrini and Fanzago,
1878

Sample sites

38-A, Hopland, Mendocino
Co, California, 1985

39-A, Oulu, Finland, 2011

40-A, Lehmasaari, Finland,
2011

40-B, Rioja, Spain, 2011
40-C, Mafra, Portugal, 2013

40-D, Neuchatel, Switzerland,
2012

40-E, Chur, Switzerland,
2012

40-F, Sénart, France, 2010

40-G, Ain, France, 2004

41-A, Queen's biology
station, Ontario, Canada,
2013

42-A, Kilarney Circuit,
Coolangubra, Australia, 1982

43-A, Ariy Kamen Islet,
Kamchatka, Russia, 2008

44-A, Possession Island,
Crozet Archipelago, 2003

44-B, Hornoeya Island,
Norway, 2010

44-C, Triangle Island,
Canada, 2010

44-D, Pitchie2, Kamchatka,
Russia, 2008

44-E, Grimsey, Iceland, 2003

45-A, Guiglo, Ivory Coast,
1994

46-A, Guiglo, Ivory Coast,
1994

47-A, Burkina-Faso, 2013

47-B, Gogonou, Benin, 2012

48-A, CCA Farm, New
Caledonia, 2003

48-B, BMMMM Farm, New
Caledonia, 2003

49-A, ltalia

Tick host species or habitat

Environement
Vegetation
Vegetation

Vegetation
Vegetation
Vegetation

Hazel grouse (Tetrastes bonasia)

European Roe Deer (Capreolus
capreolus), rodents and
passerines

Vegetation
Vegetation

Common Wombat (Vombatus
ursinus)

Black-legged Kittiwake (Rissa
tridactyla) and Red-legged
Kittiwake (Rissa brevirostris)

King Penguin (Aptenodytes
patagonicus)

Briinnich's Guillemot (Uria
lomvia)

Rhinoceros Auklet (Cerorhinca
monocerata)

Red-faced Cormorant
(Phalacrocorax urile)

Atlantic Puffin (Fratercula
arctica), Common Guillemot (Uria
aalge) and Black-legged
Kittiwake (Rissa tridactyla)

Leopard (Panthera pardus)
Dog (Canis familiaris)

Zebu (Bos indicus)

Zebu (Bos indicus)
Cattle (Bos taurus)

Cattle (Bos taurus)

Cattle (Bos taurus) and Sheep
(Ovis aries)

20

20
16
16

22

20

20

14

20

25

12

12

17

Coxiella
prevalence
(number of
infected tick
specimens)

0.00 (0)
0.00 (0)
0.00 (0)

0.00 (0)
0.00 (0)
0.00 (0)

0.00 (0)

0.00 (0)

1.00 (1)

0.00 (0)

0.00 (0)

0.00 (0)

0.00 (0)
0.00 (0)
0.50 (7)
0.00 (0)

0.00 (0)

1.00 (12)
1.00 (12)
1.00 (17)

1.00 (5)
1.00 (12)

1.00 (12)

1.00 (2)

Rickettsiella
prevalence (number
of infected tick
specimens)

0.00 (0)
0.00 (0)
0.00 (0)

0.00 (0)
0.00 (0)
0.00 (0)

0.00 (0)

0.05 (1)

0.00 (0)

0.00 (0)

1.00 (2)

0.00 (0)

0.00 (0)
0.00 (0)
0.00 (0)
0.00 (0)

0.20 (5)

0.00 (0)
0.00 (0)
0.00 (0)

0.00 (0)
0.00 (0)

0.00 (0)

0.00 (0)

(Continued)
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Ta

5

o

51

52

53

54

55

56

57

58

doi

ble 1. (Continued)

Tick species

- Rhipicephalus
decoloratus Koch, 1844

Rhipicephalus evertsi
Neumann, 1897

Rhipicephalus geigyi
Aeschlimann and Morel,
1965

Rhipicephalus microplus
(Canestrini, 1888)

Rhipicephalus pusillus Gil
Collado, 1936

- Rhipicephalus sanguineus
(Latreille, 1806)

Rhipicephalus turanicus
Pomerantzev, 1940

- Rhipicephalus sp.1

- Rhipicephalus sp.2

:10.1371/journal.ppat.1004892.t001

Sample sites

50-A, Burkina-Faso, 2013

50-B, Gogonou, Benin, 2012

50-C, Sandvelt, South Africa,
2011

50-D, Queenstown, South
Africa, 2011

50-E, Vaalwater, South
Africa, 2010

50-F, Lephalale, South Africa,
2010

50-G, Zimbabwe, 1998
51-A, Zimbabwe, 1998

52-A, Burkina-Faso, 2013

52-B, Gogonou, Benin, 2012
53-A, Kpinnou, Benin, 2012

53-B, Ambalanirana,
Madagascar, 2013

53-C, Imeritsiatosika,
Madagascar, 2013

53-D, Eglinton, South Africa,
2011

53-E, Welverdiemda, South
Africa, 2011

53-F, Laboratory strain
derived from field engorged
females collected in Kpinnou,
Benin, 2012

54-A, Gard, France, 2006
55-A, Brazil

55-B, Montferrier-sur-Lez,
France, 2013

56-A, ltalia

56-B, Kerkyra, Greece, 2012
57-A, Guiglo area, lvory
Coast, 1994

58-A, Guiglo, Ivory Coast,
1994

Tick host species or habitat

Zebu (Bos indicus)

Zebu (Bos indicus)

Blue Wildebeest (Connochaetes

taurinus), Greater Kudu

(Tragelaphus strepsiceros) and

Southern Eland (Taurotragus
oryx)

Zebu (Bos indicus)

Zebu (Bos indicus)

South African Giraffe (Giraffa
camelopardalis giraffa)

Impala (Aepyceros melampus)
Zebu (Bos indicus)

Zebu (Bos indicus)
Zebu (Bos indicus)
Zebu (Bos indicus)
Zebu (Bos indicus)
Zebu (Bos indicus)
Zebu (Bos indicus)

Zebu (Bos indicus)

Girolando (Cattle x Zebu hybrid)

Vegetation
Dog (Canis familiaris)
Dog (Canis familiaris)
Vegetation

Human (Homo sapiens)
Leopard (Panthera pardus)

Dog (Canis familiaris)

n

20

20

17

19

20

14

20

11

Coxiella
prevalence
(number of
infected tick
specimens)

0.95 (19)

1.00 (9)
1.00 (20)

1.00 (17)
1.00 (19)
1.00 (9)

1.00 (11)
1.00 (8)

0.94 (17)
1.00 (3)

1.00 (20)
1.00 (18)
1.00 (14)
1.00 (20)
1.00 (11)

1.00 (7)

1.00 (2)
1.00 (1)
1.00 (1)
1.00 (2)

1.00 (3)
1.00 (3)

1.00 (2)

Rickettsiella
prevalence (number
of infected tick
specimens)

0.00 (0)

0.00 (0)
0.00 (0)

0.00 (0)
0.00 (0)
0.00 (0)

0.00 (0)
0.00 (0)

0.00 (0)
0.00 (0)
0.00 (0)
0.00 (0)
0.00 (0)
0.00 (0)
0.00 (0)

0.00 (0)

0.00 (0)
0.00 (0)
0.00 (0)
0.00 (0)

0.00 (0)
0.00 (0)

0.00 (0)
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species, Coxiella was detected in >90% of the examined specimens, indicating high Coxiella
prevalence in diverse tick species. For example, infection was apparently fixed in populations
of most Rhipicephalus and Ornithodoros species (Table 1). In contrast, Coxiella was frequently
absent in Ixodes species and displayed highly variable prevalence in the five infected species
(out of 12 screened).

Other Legionellales bacteria of the genus Rickettsiella were found in 52 specimens (5.7%)
from six Ornithodoros species and three Ixodes species (Fig 1 and Table 1). In two of the three
Rickettsiella-infected Ixodes species, i.e. I. ricinus and I. uriae, Coxiella was also found, but in
different individuals and in distinct populations (i.e., no co-infection by Coxiella and Rickett-
siella occurred at individual and population levels; Table 1). Adding the Rickettsiella-positive
samples, we found that 689 of the 916 examined tick specimens (75.2%) and 44 of 58 screened
species (76%) harbored either Coxiella or one of its relatives.

High genetic diversity among tick-borne Coxiella

To characterize Coxiella genetic diversity, we developed a multi-locus typing method based on
five conserved bacterial genes including rpoB and four other housekeeping genes: 16S rRNA,
23S rRNA, GroEL and dnaK (Table A and Fig A in S1 Text). Multi-locus sequences were ob-
tained from a subsample of 85 Coxiella- and 12 Rickettsiella-positive tick specimens (one to
four specimens per infected species were examined). All five bacterial genes were successfully
amplified from 71 Coxiella- and 12- Rickettsiella positive specimens representing 35 Coxiella-
and six Rickettsiella-infected tick species. For five other Coxiella-infected species (i.e., 14 indi-
vidual ticks), only three to four bacterial genes were successfully amplified. The sequences were
easily readable without double peaks, indicating that there was no coinfection of Coxiella/Rick-
ettsiella strains in any specimen.

The overall dataset included 33 to 40 alleles per bacterial gene (Table 2) and 51 new multi-
locus genotypes (43 in Coxiella and eight in Rickettsiella). Within the Coxiella genus, all pairs
of 16S rRNA gene sequences are at least 93% identical (Table 2) and range in threshold values
typically used to delineate other Legionellales genera such as Legionella [33] and Rickettsiella
[34]. Each of the infected tick species harbored a specific bacterial genotype or a set of closely
related genotypes. None of the Coxiella multi-locus genotypes identified in ticks was identical
to those of the 15 C. burnetii reference strains (Table B in S1 Text), although some showed
moderate levels of nucleotide identity: pairwise identity between the two groups ranged from
77.8% to 97.7%. For each bacterial gene, the genetic diversity was significantly higher in the
Coxiella strains of ticks than in C. burnetii as illustrated by the metrics on their respective ge-
netic diversity (Table 2, paired t test, all P < 0.02).

Coxiella burnetii originated from a tick-borne Coxiella ancestor

We constructed a multi-gene phylogeny of the entire Coxiella genus using a dataset that includ-
ed the Coxiella and Rickettsiella sequences from ticks, the 15 C. burnetii reference genomes, as
well as sequences from Legionella spp. and more distant outgroups that were available in Gen-
Bank (Table B in S1 Text). The concatenated sequences included 3009 unambiguously aligned
base pairs (bp). Prior recombination tests showed that Coxiella and Rickettsiella strains did not
exhibit a strictly clonal structure, but rather experienced significant genetic exchanges. We thus
applied a sequence-based network approach that does not force relationships to be tree-like
but rather incorporates recombination into the phylogenetic reconstruction. The network re-
sults (Fig 2), as well as the results from the Maximum Likelihood (ML) tree-based analysis (Fig
B in S1 Text), consistently showed that the Coxiella genus can be split into four main clades (la-
beled A-to-D hereafter) with each clade clustering the Coxiella genotypes found in five to 15
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tick species. The phylogenetic analyses also highlight that all C. burnetii isolates cluster into a
unique subclade embedded within the A clade (Fig B and Cin S1 Text and Fig 2). Notably, the
closest relatives of C. burnetii are the Coxiella strains from soft ticks of the Ornithodoros and
Argas genera, suggesting that the common ancestor of C. burnetii originated from a Coxiella
hosted by soft ticks.

The partitioning of Coxiella diversity among tick species revealed a complex structure, indi-
cating a role for both co-divergence and horizontal transfer events in the evolution of this bac-
terial group. Closely related Coxiella-like organisms were frequently found in closely related
tick species, a pattern suggestive of co-divergence between Coxiella and ticks (Fig B in S1 Text
and Fig 2). For instance, all the Coxiella-like organisms found in the 12 examined Rhipicepha-
lus tick species cluster together within the C clade, whereas all the Coxiella-like organisms in
the Ixodes species cluster within the B clade (Fig B in S1 Text and Fig 2). Conversely, some Cox-
iella-like organisms found in related tick species are only distantly related and do not cluster to-
gether (e.g., the Coxiella-like organisms of Ornithodoros soft ticks are scattered among the A, B
and C clades), a pattern suggestive of horizontal transfers among tick species.

Further analyses were conducted by examining public repositories of DNA sequencing data
generated by the whole genome sequencing (WGS) projects of the cattle tick R. microplus and
the deer tick I. scapularis. Using the 1,995,281 bp C. burnetii (str. Nine Mile I RSA 493) genome
as a probe, we found clear evidence of Coxiella infections in R. microplus, but not in I. scapu-
laris. A total of 31 contigs (514-2,349 bp, totaling 34,990 bp) from R. microplus sequencing
were uniquely attributable to Coxiella. They matched 50 genes of C. burnetii with 68-to-100%
nucleotide identity (Fig A and Table C in S1 Text and Fig 3A). Alignment of the 31 Coxiella
contigs to other bacterial genomes, including the 15 C. burnetii reference genomes (19,304 un-
ambiguously aligned bp), corroborates the finding of our prior five loci-based analyses: the
Coxiella strain identified in R. microplus is evolutionarily related, but distinct, to C. burnetii
(Fig 3B).

Coxiella-like organisms are maternally inherited in ticks

It should be noted that the R. microplus WGS DNA examined above was extracted from eggs
of an inbred strain of ticks (Deutsch strain), first derived from a few field specimens sampled in
Texas in 2001, and reared for at least seven generations in the laboratory. The presence of Cox-
iella DNA in the WGS of R. microplus eggs thus raised the issue of their maternal inheritance
in ticks. To address this question, 24 gravid females of four Coxiella-positive tick species were
collected either from seabird nests (O. maritimus, n = 8 females), from a dog (R. sanguineus,

n = 1) or from laboratory colonies (R. microplus, n = 7; A. americanum, n = 8) in order to test
for the presence of Coxiella-infection in the cytoplasm of their progeny (8 to 14 surface-steril-
ized eggs per female were individually examined; i.e., 244 eggs in total). The occurrence of ma-
ternal transmission was detected in all four tick species and in almost all eggs: O. maritimus—
79 Coxiella-positive eggs out of 80, R. sanguineus—14 out of 14, R. microplus—68 out of 70,
and A. americanum—=80 of 80. The mean transmission rate can thus be estimated at 0.988
(95% confidence interval, 0.965-0.994), demonstrating highly efficient maternal transmission
of Coxiella in ticks. Maternal inheritance is thus widespread in the Coxiella genera, being found
in three different clades (A: Coxiella-like organism of O. maritimus; C: R. sanguineus and R.
microplus; D: A. americanum).
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Table 2. Genetic estimates for 85 Coxiella-like strains and for 15 Coxiella burnetii reference strains.

Locus Function L Strains N;  Ppsi N, P Ay ™ D

16S rRNA Small ribosomal subunit 1066 Coxiella-like 85 93.0— 40 262 0.985 0.038 39.960
organisms 100

Coxiella burnetii 15 99.7- 4 4 0.552 0.001 1.224
100

23S rRNA Large ribosomal subunit 496  Coxiella-like 82 84.2- 34 177 0.978 0.079 39.393
organisms 100

Coxiella burnetii 15 99.4- 2 2 0.133 0.001 0.267
100

GroEL Chaperone protein GROEL 550  Coxiella-like 82 68.7- 37 292 0982 0.179 98.527
organisms 100

Coxiella burnetii 15 99.4- 5 B 0.562 0.002 0.895
100

rpoB DNA-directed RNA polymerase beta 474  Coxiella-like 85 68.7— 38 250 0.981 0.205 97.136
chain organisms 100

Coxiella burnetii I58N99:3= 4 4 0.467 0.001 0.648
100

dnaK Chaperone protein DNAK 423  Coxiella-like 74 69.6— 33 227 0979 0.177 75.789
organisms 100

Coxiella burnetii 15 99.8- 3 1 0.362 0.001 0.381
100

Full concatenated data 3009 Coxiella-like 71 81.8- 36 1139 0.984 0.115 346.990
set organisms 100

Coxiella burnetii 15 99.6— 7 16 0.781 0.001 2.933
100

Analyses are based on nucleotide sequences of five housekeeping genes, excluding sites with alignment gaps and/or missing data. L, sequence fragment
length in base pairs; N;, Number of examined strains; Pg;, Pairwise nucleotide sequence identity (%); N,, number of alleles; Ps, number of polymorphic
sites; Aq, allelic diversity; 1, nucleotide diversity; D, average number of nucleotide differences between sequences.

doi:10.1371/journal.ppat.1004892.t002

Differences in metabolic requirements of Coxiella-like organisms and C.
burnetii

We next compared the metabolic requirements of Coxiella-like organisms with those of C. bur-
netii by assessing their ability to replicate in both an axenic medium ACCM2 (mimicking the
environment of the acidified lysosome-like vacuoles of phagocytes typically colonized by C.
burnetii; [35]) and directly inside vertebrate host cells. First, ACCM2 was inoculated with Cox-
iella-like organisms extracted from eggs of either O. maritimus, R. microplus or A. americanum.
Inoculated media were incubated for 10 days under standard conditions used to amplify C.
burnetii. Although our C. burnetii positive controls readily replicated in the media, the Coxiella
obtained from eggs of the three tick species did not grow. We then incubated egg homogenates
from ticks of O. maritimus and R. microplus with mammalian cell cultures for seven days. Simi-
lar to results under axenic conditions, the incubation of vertebrate cell lines with Coxiella-like
organisms failed to produce Coxiella-containing vacuoles, whereas the same cell lines incubat-
ed with C. burnetii under the same conditions were readily infected. The apparent inability to
amplify tick-borne Coxiella through standardized protocols, well-characterized for C. burnetii,
suggests that, despite their phylogenetic proximity, the Coxiella-like bacteria are adapted to
radically different environments.
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Fig 2. Phylogenetic network with concatenated 16S rRNA, 23S rRNA, GroEL, rpoB and dnaK sequences (3009 unambiguously aligned bp),
including 71 Coxiella-like strains of ticks, 15 C. burnetii reference strains, and bacterial outgroups. The four Coxiella clades are labeled Ato D. A
zoom on the A clade which contains C. burnetii isolates is shown in Supplementary Fig C in S1 Text. Each number corresponds to one tick species as
detailed in Table 1. Blue—Coxiella-like organisms; red—C. burnetii; green—Rickettsiella; black- other bacteria. All multi-locus typing of Coxiella and
Rickettsiella of ticks are new sequences from this study. The scale bar is in units of substitution/site.

doi:10.1371/journal.ppat.1004892.9002

Discussion

Since its original description, C. burnetii infections have been characterized in a wide variety of
hosts. While only two species have been formally identified within the Coxiella genus, we show
here that a far greater diversity of Coxiella exists in ticks. We detect the presence of Coxiella-
like organisms in many more tick species than previously known [17,18,19,20,21,22,23,24,25]
and describe a far wider genetic diversity among these bacteria than previously suspected. The
incidence of Coxiella, as well as of its sister genus Rickettsiella, in ticks is exceptionally high,
with approximately three quarters of tick species infected. Although possible tick-borne trans-
mission of C. burnetii has been reported [1,2,8], none of the 43 new Coxiella genotypes identi-
fied here are identical to C. burnetii. We also demonstrate for genetically divergent Coxiella
strains (i.e., members of the A, C and D clades) found in four tick species that infection is pri-
marily transmitted maternally via the egg cytoplasm. These results converge to support the hy-
pothesis that these Coxiella-like organisms are specific endosymbionts of ticks. Phylogenetic
evidence further shows that one of the Coxiella-like organisms belonging to the A clade and
primarily hosted by soft ticks has served as the progenitor of C. burnetii.

Three complementary lines of argument indicate a much longer evolutionary history for Cox-
iella-tick associations than for vertebrate-Coxiella associations. The first lies in the broad distri-
bution of Coxiella and Rickettsiella bacteria across tick species, genera and families. The second
concerns the extensive genetic diversity found in tick-borne Coxiella strains compared to C. bur-
netii strains, as illustrated by the clear subdivision of this genus into four highly divergent clades
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doi:10.1371/journal.ppat.1004892.9003

(A-D). Finally, the clustering of all C. burnetii strains within one of the clades of tick-borne Cox-
iella shows that the ancestor of C. burnetii was a tick-associated bacterium which succeeded in
infecting vertebrate cells. The remarkably low genetic diversity of C. burnetii, previously noted in
other studies [36,37], indicates a unique and recent emergence of this highly infectious vertebrate
pathogen. Interestingly, this hypothesis was initially raised a decade ago from observations of the
profound differences in genome architecture of C. burnetii relative to other pathogenic intracel-
lular bacteria [38]. It was again emphasized from the genome sequencing of new C. burnetii
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strains [39]. Our data brings further support to this hypothesis by demonstrating that C. burnetii
roots within the Coxiella phylogeny. Comparative genome sequences of C. burnetii [38, 39] and
of the Coxiella-like organism from A. americanum [16] also suggest that Coxiella bacteria differ
substantially in terms of genome size and gene content. The C. burnetii genome (A clade) has a
size of ca 2Mb [38, 39], whereas the genome of the Coxiella-like organism isolated in A. ameri-
canum (D clade) is only about a 1/3 of this size (ie. 0.66 Mb) with a large percentage of missing
genes [16]. This reduction in genome size may limit the transition to pathogenicity, and suggests
that some Coxiella-like organisms may have evolved towards exclusive and irreversibly special-
ized interactions with their tick hosts. Overall, the diversity of genome sizes emphasizes that
members of the different Coxiella clades may have retained a variety of evolutionary strategies to
favour their spread and persistence in their hosts.

We identified Coxiella as a major emerging clade of bacterial endosymbionts allied to ticks.
Coxiella-like organisms are maternally-transmitted through the egg cytoplasm at high frequen-
cy with 98-100% mother-to-offspring transmission, a pattern also reported in previous studies
[20,21,26]. This transmission pattern is the rule for a variety of bacterial endosymbionts that
live exclusively within arthropod cells [28,29,40]. While some, like Wolbachia, are globally
common symbionts estimated to infect ca. 40% of insect species [41,42], others are globally
rare, but common and important in particular arthropod groups [28]. This is precisely the case
for Coxiella-like organisms; although they have not been found in other arthropod species,
they are commonly associated with ticks. This leads to the obvious question of the phenotypic
consequences of Coxiella-tick interactions. In some cases, Coxiella-like organisms of ticks likely
act as obligate mutualistic symbionts required to support normal tick development, potentially
provisioning their hosts with essential nutriments absent in vertebrate blood [16,20,21,26,27].
The ubiquity of Coxiella in some tick groups-such as in the Rhipicephalus genus in which infec-
tion is at fixation- corroborates the hypothesis of an obligate endosymbiont. This is not, how-
ever, the case for all tick species since some, such as I. ricinus and I. uriae, harbour Coxiella-like
organisms at much lower frequencies. In these tick species, Coxiella is more likely to behave as
a conditional mutualist-i.e., that confers advantages under certain environmental conditions-
or as a reproductive parasite-i.e., that manipulates host reproduction toward the production of
daughters (the transmitting sex), as commonly observed in arthropods with a variety of faculta-
tive symbionts [28,40]. It should also be noted that other endosymbionts also occur in ticks
and may have evolved under complex multispecific interactions [17,24]. For instance, whereas
the soft tick O. moubata was not found to be infected by a Coxiella-like organism in the present
study, this tick species has been found to be infected by an endosymbiont belonging to the
Francisella genus [17]. Endosymbionts other than Coxiella may thus interact with ticks, a pat-
tern suggesting that endosymbiotic systems can be dynamic across tick lineages. These differ-
ent hypotheses will now require specific testing.

Another question remains concerning the degree of vertebrate infection risk by the Cox-
iella-like organisms of ticks. Ticks are found worldwide and blood-feed on many different
hosts; a combination of traits that may facilitate tick-to-vertebrate transfers of Coxiella. How-
ever, the bacteria observed in this study seem confined to ticks and, to our knowledge, none
have ever been isolated from a vertebrate or associated with clinical symptoms. This suggests
that these tick-associated bacteria currently pose a much lower infection risk to vertebrates
than C. burnetii. As discussed above, the genome reduction of the Coxiella-like organism isolat-
ed in A. americanum, with the lack of nearly all the genes associated with pathogenicity [16],
corroborates this view. Moreover, the inability to grow tick-borne bacteria in vertebrate cells
highlights the significant barrier that must be overcome by the bacteria to successively achieve
tick-to-vertebrate transmission. This type of transmission may, nonetheless, occasionally
occur; an avian Coxiella-like organism was recently reported to induce fatal systematic
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infections in domestic birds [43,44,45]. A very similar infection pattern was found for another
maternally inherited endosymbiont, Arsenophonus, a widespread bacterium in different insect
groups [41,46,47,48,49]. In particular, some Arsenophonus strains were detected in the phloem
of plants fed on by infected phytophagous insects and were assumed to be opportunistic plant
pathogens [50]. In such cases, the plant host may act as an ecological arenas for the global ex-
change of endosymbionts like Arsenophonus, serving as a possible intermediate host for the
horizontal transfer of bacteria among insect species [48]. In the case of Coxiella-like organisms,
the extent of exchange between different tick species via the vertebrate host is yet to be estab-
lished, but could be favoured by tick co-feeding (ticks feeding in close proximity on the host).
The genetic similarity between Coxiella-like organisms found in unrelated tick species high-
lights the capacity to shift tick host species. Future research is now needed to assess the poten-
tial of different Coxiella-like organisms to infect vertebrates.

The reasons why C. burnetii is a highly virulent pathogen of vertebrates, but not Coxiella-
like organisms (especially those from the A clade) remain unknown. As an intracellular patho-
gen with airborne transmission, C. burnetii has evolved specific mechanisms to survive in the
abiotic environment, as well as to infect and exploit vertebrate cells [15]. Several evolutionary
pathways may explain the acquisition of the genetic material necessary for this major lifestyle
transition; this includes spontaneous genetic mutations in the genome of a tick-Coxiella ances-
tor, or the more likely transfer and integration of virulence genes from a co-infecting pathogen.
The opportunity of gene transfer among bacteria, irrespective of their pathogenic or symbiotic
properties, relies on their frequent co-occurrence within the same tick host [25,51,52]. The
Coxiella-like organisms of the A clade may have dynamic genomes as observed in many arthro-
pod symbionts: although they reside in confined intracellular environments, arthropod symbi-
onts commonly experience variable degrees of recombination and gene transfer
[53,54,55,56,57]. These gene transfers have served as immediate and powerful mechanisms of
rapid adaptation in many endosymbionts, such as Wolbachia [56] and Hamiltonella [55,57].
This mechanism may explain the evolutionary transition from a Coxiella tick-symbiont of the
A clade to the vertebrate pathogen C. burnetii. Other genetic connections are also possible; sev-
eral C. burnetii genes that may contribute to major virulence traits, such as tissue tropism, are
similar to eukaryotic genes and may have been acquired through lateral gene transfers from eu-
karyotes [38,39]. Detailed studies of virulence genes in C. burnetii and their homology with
Coxiella-like organisms of the A clade will now be necessary to understand the remarkable
emergence of the Q fever agent.

The evolutionary transition observed within the Coxiella genus is one of the rare cases re-
ported to date of an arthropod-inherited symbiont evolving metabolic adaptations leading to
the emergence of a vertebrate infectious disease. Another such transition occurred in the Rick-
ettsia genus. The best-known members of this genus are transmitted by blood-feeding arthro-
pods and are pathogenic in the vertebrate host. However, in recent years, many maternally-
inherited Rickettsia endosymbionts found exclusively in arthropods have been discovered
[58,59]. The examination of the evolutionary history of the Rickettsia genus revealed that this
bacterium originated from endosymbionts of invertebrates and only secondarily became verte-
brate pathogens [58,59]. Like Coxiella, some Rickettsia species of blood-feeding hosts have un-
derwent a horizontal transmission through a vertebrate host, leading to pathogen emergence.
Other bacteria, such as Arsenophonus [47,48] and Sodalis [60] may have had similar life cycle
transitions, but the case of Coxiella is unique in that the arthropod host is no longer required to
complete its life cycle.

In conclusion, we show that C. burnetii arose from a rare and recent event: the evolutionary
transformation of a maternally inherited endosymbiont of ticks into a specialized and virulent
pathogen of vertebrates. This raises a series of exciting questions related to both how Coxiella
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endosymbionts made the major evolutionary transition leading to the emergence of Q fever
and their role in the population dynamics of ticks. Identifying the evolutionary processes that
transform symbiotic bacteria into emerging pathogens will require further exploration into the
biology of the entire Coxiella genus.

Methods
Tick collection

The examined specimens represent the two main tick families, nine genera, 58 species and 112
populations from around the world (Table 1). Field specimens were sampled on various host
species belonging to major mammal and bird families or from their habitats. We also used
specimens from laboratory colonies reared in captivity for at least three generations for six tick
species (derived from field specimens collected in North America, South America, Africa and
China). All samples were preserved in 70-90% ethanol at room temperature until use. Before
storage, tick eggs collected under laboratory conditions were surface-sterilized with 2.6% sodi-
um hypochlorite and 0.5% SDS for 1 min and washed with sterile water to avoid external
bacterial contamination.

Coxiella screening and typing

Tick DNA was individually extracted using the DNeasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN) follow-
ing manufacturer instructions. DNA template quality was systematically verified by PCR am-
plification of the 18S ribosomal RNA (18S rRNA) or the cytochrome oxydase 1 (C01)
arthropod primers (Table A in S1 Text). Tick DNA samples were then tested for Coxiella pres-
ence using a nested PCR assay and sequencing of the rpoB gene using Coxiella-specific primers.
The use of nested PCR was efficient at decreasing the probability of contamination from un-
wanted amplification products. Additional PCR assays on the 16S rRNA, 23S rRNA, GroEL
and dnaK genes were conducted on a subsample of Coxiella-positive tick DNA to obtain addi-
tional DNA sequences for phylogenetic analyses. We used 15 recently published genomes of C.
burnetii (mainly isolated from humans and ruminants) and the genome of Rickettsiella grylli
from woodlice (listed in Table B in S1 Text) as references to design PCR primers. The efficiency
of our typing method was ascertained through positive PCR amplification and clear sequences
for the five loci in four cultured reference strains of C. burnetii (Table B in S1 Text). Gene fea-
tures, primers and PCR conditions are detailed in Table A in S1 Text. All PCR products were
visualized through electrophoresis in a 1.5% agarose gel. Positive PCR products were purified
and sequenced in both directions (EUROFINS). The chromatograms were manually inspected
and cleaned with CHROMAS LITE (http://www.technelysium.com.au/chromas_lite.html) and
sequence alignments were done using CLUSTALW [61], both implemented in MEGA [62].

Coxiella sequences were also searched for in the whole genome sequence (WGS) data of R.
microplus and I. scapularis (GenBank accession numbers ADMZ02000000 and
ABJB000000000, respectively) using the 1,995,281 bp C. burnetii genome (str. Nine Mile I RSA
493, GenBank accession number NC002971) as a probe and the Basic Local Alignment Search
Tool (BLAST) with default parameters. Table C in S1 Text reports the number and content of
Coxiella contigs that were detected in the R. microplus WGS data.

Molecular and phylogenetic analyses

The GBLOCKS program [63] with default parameters was used to remove poorly aligned posi-
tions and to obtain non-ambiguous sequence alignments. Sequences of individual genes that
differed by one or more nucleotides were assigned distinct allele numbers using DNASP [64],
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with the option of excluding sites with alignment gaps and/or missing data. Tick-borne Cox-
iella strains are defined as each unique combination of alleles. The genetic diversity estimates
(P, number of polymorphic sites; Ay, allelic diversity; m, nucleotide diversity; D, average num-
ber of nucleotide differences between sequences) were computed using DNASP. Other statisti-
cal analyses were carried out using the R statistical package. All sequence alignments were
checked for putative recombinant regions using the GENECONYV [65] and RDP [66] methods
available in the RDP3 computer analysis package [67].

Phylogenetic analyses were based on single and concatenated sequences of the five bacterial
genes used in the multi-locus typing scheme and on the 50 Coxiella genes found in the R.
microplus WGS data. Sequence alignments included Coxiella and Rickettsiella sequences ob-
tained in this study from tick DNA, as well as sequences available in GenBank from reference
strains of C. burnetii, Rickettsiella grylli, Legionella pneumophila, L. longbeacheae, and two
more distantly related bacteria, Escherichia coli and Salmonella enterica (Table B in S1 Text).
The evolutionary models fitting the sequence data most closely were determined using the
Akaike information criterion with the program MEGA. For each data set examined, the best-fit
approximation was the general time reversible model with gamma distribution and invariant
sites (GTR+G+I). Network-based phylogenetic analyses were done using SplitsTree, imple-
menting the evolutionary model under the agglomerating NeighborNet algorithm [68]. Tree-
based phylogenetic analyses were done using maximum-likelihood (ML) analyses. A ML heu-
ristic search using a starting tree obtained by neighbor-joining was conducted in MEGA. Clade
robustness was assessed by bootstrap analysis using 1,000 replicates.

Culture assays

We first assessed the ability of tick-borne Coxiella to replicate in an axenic medium as follows.
Tick eggs were surface-sterilized as described above and homogenized by hand in sterile water.
Eggs homogenates were used to inoculate 2ml of the axenic medium ACCM2 [35] and incubated
three days in a humidified atmosphere of 5% CO2 and 2.5% O2 at 37°C. 50pl of each culture
were then diluted in 2ml of fresh ACCM2 and further incubated under the same conditions for
10 days to assess bacterial growth. We then assessed the ability of tick-borne Coxiella to replicate
inside vertebrate host cells as follows. Surface-sterilized tick eggs were homogenized by hand in 1
ml of 10% Feetal Bovine Sérum (FBS) supplemented MEM medium (GIBCO). The homogenate
(0.5 ml) was diluted in 25 ml of 10% SVF-MEM and centrifuged at 4000 rpm (2000g) at 4°C for
30 min. Ten ml of the supernatant was mixed with 10 ml of 10% FSB-MEM and again centri-
fuged at 2000g at 4°C for 30 min. Ten ml of the supernatant was harvested and filtered through a
sterile 0.45 pm pore size filter (MILLIPORE). Two flasks containing confluent Sheep Feetal Thy-
mus cells (SFT) cells were inoculated with 5 ml of the obtained filtrate and incubated at 35°C
and allowed to grow for 12 weeks. Cell culture flasks were observed daily for the presence of con-
tamination or growth signs such as vacuoles containing Coxiella, during the first week then once
a week. As a positive control, a homogenate of C. burnetii was used following the same protocol.

Accession codes

Nucleotide sequences of PCR-amplified fragments of tick-borne Coxiella and Rickettsiella
genes have been deposited in the GenBank nucleotide database under accession codes
KP994768-KP994862 (16S rRNA), KP994678-KP994767 (23S rRNA), KP985445-KP985537
(GroEL), KP985265-KP985357 (rpoB) and KP985358-KP985444 (dnaKk).
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Supporting Information

S1 Text. Table A. Genes and primers used in polymerase chain reaction (PCR) assays to detect
Coxiella and relatives and to control tick DNA quality. The same primers were used for the
Coxiella and Rickettsiella typing, with the exception of the 16S rRNA gene for which different
primers were designed for the two bacteria. Nested PCR amplifications (16S rRNA, 23S rRNA,
GroEL, rpoB and dnaK) were performed as follows: the first PCR run with the external primers
was performed in a 10uLvolume containing 20-50 ng of genomic DNA, 3 mM of each ANTP
(Thermo Scientific), 8 mM of MgCl, (Roche Diagnostics), 3 uM of each primer, 1 uL of 10x
PCR buffer (Roche Diagnostics), and 0.5 U of Taqg DNA polymerase (Roche Diagnostics). A
1-pL aliquot of the PCR product from the first reaction was then used as a template for the sec-
ond round of amplification. The second PCR was performed in a total volume of 25 pL and
contained 8 mM of each dNTP (Thermo Scientific), 10 mM of MgCl, (ThermoScientific),

7.5 uM of each of the internal primers, 2.5 pL of 10xPCR buffer (Thermo Scientific), and

1.25 U of Taq DNA polymerase (Thermo Scientific). Non-nested PCR amplifications (CO1
and 18S rRNA) were performed following conditions similar to the first PCR run used in the
nested PCR assays. All PCR amplifications were performed under the following conditions:
initial denaturation at 93°C for 3 min, 35 cycles of denaturation (93°C, 30 s), annealing

(Tm = 50-56°C, depending on primers, 30 s), extension (72°C, 1-2 min), and a final extension
at 72°C for 5 min. Table B. List, biological features and GenBank accession numbers of the bac-
terial strains used as references in molecular and phylogenetic analyses.” reference strains of C.
burnetii used for primer testing. Table C. List, sequence accession numbers and features of the
31 Coxiella contigs from the whole-genome shotgun sequencing (WGS) of the cattle tick Rhipi-
cephalus microplus. Fig A. Map of the Coxiella burnetii genome (strain Nine Mile I RSA 493)
showing the position of the genetic markers (in blue) used in this study. The arrows indicate
the position along the chromosome of the five housekeeping genes (16S rRNA, 23S rRNA,
GroEL, rpoB and dnaK) used in the multi-locus typing of tick-borne Coxiella infections. The
numbered boxes (1-31) indicate the position of the 31 Coxiella contigs (listed in Table C in S1
Text) detected from the whole genome sequencing of the hard tick Rhipicephalus microplus.
Fig B. Coxiella and Rickettsiella phylogeny constructed using maximum-likelihood (ML) esti-
mations based on 16S rRNA, 23S rRNA, GroEL, rpoB and dnaK concatenated sequences
(3009bp), including 71 Coxiella-like strains of ticks, 15 C. burnetii reference strains and out-
groups. The four Coxiella clades are labeled A to D. Each number corresponds to one tick spe-
cies as detailed in Table 1. Blue, Coxiella-line organisms; red, C. burnetii; green, Rickettsiella;
black, other bacteria. All multi-locus typing of tick-borne Coxiella and Rickettsiella of ticks are
new sequences from this study. Branch numbers indicate percentage bootstrap support for
major branches (1000 replicates; only bootstrap values >90% are shown). Fig C. Inset of Cox-
iella network from Fig 2 with focus on the A clade (Coxiella of soft ticks and C. burnetii). Each
number corresponds to one tick species as detailed in Table 1. Blue, Coxiella-line organisms;
red, C. burnetii. The scale bar is in units of substitution/site.
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