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Abstract : Contribution of Multilocus sequence analysis to the phylogeny and
taxonomy of two major groups of plant pathogenic bacteria : Xanthomonas
and Pseudomonas. The genus Xanthomonas and pseudomonads of the “syringae”
group encompass most of the plant pathogenic bacteria, among which several quar-
antine otganisms tegistered by the European Council Directive 2000/29/CE and
bioterror agents registered in dual-use goods regulations. However the taxonomy of
these groups is still controversial or even out-of-date in the case of ““syringae” group,
which makes difficult the drafting and the revision of the statutory texts.

Sequencing of protein-coding genes is more and more used to resolve phylogenetic
relationships between highly related species, and within species. Multilocus se-
quence analysis (MLSA) is a potential alternative to DNA-DNA hybridizations to
define bacterial species provided that a sufficient degree of congruence between
both methods could be demonstrated.

In this study, we sequenced fragments of four housekeeping genes (apD, dnaK, ¢fP
et gyrB) for a collection representative of Xanthomonas genus and gyrB and rpoD genes
for more than one hundred strains representative of the nine genomospecies of the
“syringa¢” group. Within these two taxa, species and genomospecies are supported
by extensive DNA-DNA similarity values which allowed comparison of the meth-
ods. Our results showed that MLSA is as resolutive as DNA-DNA hybridizations to
circumscribe species or genomospecies, and phylogenetic trees are in agreement
with previous DNA fingerprints results. Within “syringae” group, each genomospe-
cies is represented by a discrete cluster supported by bootstrap values above 98%.

* Cortespondance et tités 2 part : marion.le-saux@angers.inra.fr
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The only incongruence is represented by genomospecies 3 and 8 which form a
unique cluster in MLSA. Additional hybridization experiments are needed to solve
this point. Partial sequencing of only one gene is sufficient to assign unkown iso-
lates to a genomospecies but unsufficient to resolve the phylogenetic relationships
between the genomospecies. Within Xanthomonas, MLSA data evidenced the dis-
tance of X. albilineans, X. hyacinthi and X. translucens from the core genus, and the
relationships between previously and newly described species. In both genera,
MILSA resolves phylogenetic relationships between highly related species more
accurately than 7y trees. These data will strongly support the taxonomic studies that
are needed in these two major groups of plant pathogenic bacteria.

Pseudomonas/ Xanthomonas/ phylogeny/ taxonomy/ housekeeping gene

Résumé : Le genre Xanthomonas et les Psendomonas du groupe « syringae » représen-
tent deux groupes majeurs de bactéries phytopathogenes, pour autant leur taxono-
mie est encore controversée, voire obsoléte dans le cas du groupe « syringae». Le
séquencage de plusieurs genes de ménage (ou MLSA pour Multilocus Sequence
Analysis) est une approche dont I’apport a la systématique des bactéries est indénia-
ble. Elle permet de définir avec plus de précision les relations phylogénétiques entre
especes proches, pour lesquelles le gene 775 avait montré ses limites. Dans le cadre
de ce projet nous avons séquencé les genes apD, dnaK, ¢fP et gyrB pour une collec-
tion représentative du genre Xanthomonas et les géne gyrB et rpoD pour une centaine
de Psendomonas du groupe « syringae ». Pour les deux genres, nos résultats montrent
que la MLSA possede un seuil de résolution équivalent a celui des hybridations
ADN-ADN, technique de référence pour la délimitation de ’espéce bactérienne.
Les données obtenues sont cohérentes avec celles de cette technique et celles des
empreintes génétiques. La MLSA a permis d’¢lucider les relations phylogénétiques
qui lient les espéces et fournit des données essentielles pour les remaniements tax-
onomiques envisagés pour ces deux groupes.

Pseudomonas/ Xanthomonas/ phylogénie/ systématique moléculaire/ géne
domestique

1. INTRODUCTION

La systématique bactérienne connait un tournant majeur en raison de
Pacces généralisé au séquengage ; la phylogénie moléculaire n’utilise plus ex-
clusivement les genes de 'opéron ribosomique et le concept d’espéce bactéri-
enne est ardemment discuté, a la lumiére des apports de la génétique des
populations. Le séquengage de génes de ménage (Multilocus Sequence Analy-
sis, MLSA) est envisagé comme une alternative aux hybridations ADN-ADN
(méthode lourde et maitrisée par peu de laboratoires) pour la description de
nouvelles especes [12]. Pour valider ce transfert, le comité .44 Hoc pour la ré-
évaluation de la définition d’espece en bactériologie encourage Iétude de
collections de souches pour lesquelles de nombreuses données d’hybridation
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ADN-ADN sont disponibles [22]. La plupart des bactéries phytopathogenes
appartiennent a des complexes d’especes dont la classification et la nomencla-
ture demeurent encore confuses en raison des divergences entre les classifica-
tions phénotypiques et génotypiques. Cette particularité en fait d’excellents
modeles pour I’étude du concept d’espeéce et le développement de nouvelles
approches de systématique.

Les bactéries phytopathogenes sont regroupées dans un nombre assez re-
streint de genres. Cette homogénéité taxonomique cache une diversité tres
grande qui s’exprime au niveau pathologique. L'exemple des Pseudomonas du
«groupe P. syringaer et des Xanthomonas, divisés en des dizaines de pathovars
définis par 'hote et le type de maladie causée, est caractéristique. Ainsi, plus de
400 hotes végétaux différents sont attaqués par ces bactéries, dont plusicurs
especes de grand intérét économique (riz, canne a sucre, banane, Citrus...) et
I'on assiste de facon récurrente a 'émergence de populations pathogenes re-
sponsables d’épidémies dont Iincidence socio-économique peut-étre majeure.
En Europe, ces observations ont conduit a I'inscription de plusieurs de ces or-
ganismes dans les annexes de la ditective européenne 2000/29/CE (P. syringae
pv. persicae, X. arboricola pv. pruni, X. axongpodis pv. phaseoli...) et dans la régle-
mentation des biens a double-usage (civil et militaire) : X. albilineans, Xanthomonas
pathogenes des Citrus et X. oryzae pv. oryzae.

La taxonomie du genre Xanthomonas a été révisée par Vauterin ef al. [24],
qui a décrit 20 especes sur la base de données d’hybridations ADN-ADN.
Depuis de nouvelles especes ont été décrites dont certaines remettent en
cause la classification établie par Vauterin ez a/. [24] entralnant des confusions
[14], [8], [20], [21], [9]. Les Pseusdomonas du « groupe P. syringae» constituent
une lignée monophylétique au sein du genre Pseudomonas [16], [4] qui regroupe
dix especes et plus de 50 pathovars. Les travaux de Gardan ez a/ [11], basés
sur Phybridation ADN-ADN ont montré qu'au moins neuf genomospecies
pouvaient étre distinguées chez les pathovars de P. syringae et les especes ap-
parentées, mettant ainsi en évidence des especes synonymes et des especes
cryptiques. En raison de I'absence de caractéres phénotypiques discriminants,
seules deux genomospecies ont pu étre élevées au rang d’espece.

Ainsi, un écueil majeur, pour la caractérisation de ces bactéries émergentes
en vue de Iétablissement et de la révision des textes réglementaires, est une
systématique encore a ce jour controversée (cas des Xanthomonas) ou non
révisée (cas des Pseudomonas), et on constate l'absence d’outils simples
d’identification tant au niveau de 'espéce que du pathovar. Les techniques
actuellement utilisées (AFLP et rep-PCR) pour caractériser les pathovars [19],
[18] génerent des données difficilement reproductibles, et ne permettent pas
la constitution de bases de données ouvertes a la communauté scientifique.

Le projet a pour objectif de caractériser des collections représentatives
du genre Xanthomonas et du « groupe P. syringae » par séquencage de plusieurs
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genes de ménage, et de comparer les structures phylogénétiques obtenues
aux données génomiques (AFLP et hybridations ADN-ADN).

Il s’appuie sur une ressource majeure dans le domaine, la Collection
Francaise de Bactéries Phytopathogenes (CEBP), entretenue par TUMR A77
(INRA, Beaucouzé, France).

2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Collections étudiées

La tres grande majorité des souches utilisées dans cette étude provien-
nent de la CFBP. Pour le «groupe P. syringae » nous avons caractérisé
I’ensemble des souches des travaux de Gardan e /. [11] auquel nous avons
ajouté des représentants des pathovars décrits depuis cette date, ainsi que les
souches type de P. congelans et P. caricapapayae. La collection de souches de
Xanthomonas représente la diversité spécifique du genre. Une emphase pat-
ticuliere a été donnée a I'espece X. axonopodis, la plus diverse du genre. Les
souches ont été cultivées sur milieu LPGA (Levure 7g/L, Peptone 7 g/L,
Glucose 7g/L, agar, 15 g/1) a 27 °C.

2.2. Amplification PCR et séquencgage des génes de ménage

Pour les souches du genre Pseudomonas, Vamplification PCR a été réalisée
a partir de suspensions bactériennes bouillies. Une portion d’environ 900 pb
des genes grB (codant pour la sous-unité B de I'ADN gyrase) et 70D (co-
dant pour PARN polymérase facteur sigma-70) a été amplifiée selon le pro-
tocole décrit par Yamamoto e7 a/. [26].

I”ADN des souches de Xanthomonas a été extrait suivant le protocole dé-
crit par Llop ez al. [15]. Les séquences partielles (environ 500 pb) des quatre
genes domestiques suivants (répartis sur le chromosome de X. camprestris pv.
campestris souche ATCC33913) : aspD (codant pour la chalne beta de PATP
synthase), dnaK (codant pour la protéine chaperonne DnaK), ¢P (codant
pour le facteur d’élongation P) et gyB ont été obtenues a I'aide des amorces
décrites dans le tableau 1.
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Tableau I : Amorces utilisées pour 'amplification de fragments de genes dans le
genre Xanthomonas.

Géne  Amorce PCR Sequence (5°-37) Amorce pour le sfquencage  Sequence (5°-37)

apDd  PH-ATPD-F* GOGCALGATCGTTC AGAT emiATPCIF TTCAGATCATCGGCGCGOT
PXE-ATPD-R*  GCTCTTGGTCGAGGTGAT emi ATPCRR. TTGOTC GAGHTGATGCGCT

dnek  PH-DNAKF*  GOTATTGACCTCOGCACCAC ernidnall1F ACCAAGGACCOCGAAGTGCT
PH-DNAKE*  ACCTTCGOCATACGGGTCT etnidnal 2R, COATCGACTTCTTGACC AGG

efP P-:{-EFP-F* TCATCACCOAGACCOAATA emniefpl F TCACCOAGACCGAATACG
P-X-EFP-E* TOCTHETTGACGAACAGT P-X-EFP-E* TOCTGOTTGACGAACAGT

grE emigwBIF TOCGCGGCAATATCCTCAAD ermigyrBIF COCTACCACCGCATCATCCT
emigyrB4R GCGTTOTCCTOGATRARGTC emigyrB 3R AGGTGCTGAAGATCTGGTCG

Les produits PCR ont été confiés a la plate-forme OUEST-Génopole ou
a Macrogen pour purification et séquengage.

2.3. Analyses phylogénétiques

Les alignements ont été réalisés a I'aide du logiciel Multalin [7]. Les don-
nées de séquences ont été concaténées et des arbres phylogénétiques ont été
réalisés a l'aide de la méthode Neighbor-Joining (en utilisant le parametre
kimura 2) du package PHYLIP [10]. La robustesse de la topologie obtenue a
été évaluée par une analyse de ré-échantillonnage (bootstrap, 1000 réplicats).

2.4. Hybridations ADN-ADN

Les ADN génomiques utilisés pour les hybridations ADN-ADN ont été
extraits suivant le protocole de Brenner e al [6]. Les hybridations ADN-
ADN ont été effectuées par la technique dite nucléase S1 / acide trichloroa-
cétique comme décrit par Gardan ez a/. [11].

3. RESULTATS ET DISCUSSION

3.1. Phylogénie du complexe « P. syringae et especes apparentées »

Lanalyse phylogénétique des séquences met en évidence des résultats tres
comparables avec les deux genes girB et 7poD : une structuration en groupes
discrets, portés par de longues branches, et validés par de fortes valeurs de
bootstrap (fig. 1). Lorsqu’on compare ces résultats aux données d’hybridation
ADN-ADN; on constate que la plupart des genomospecies correspondent a
ces groupes monophylétiques validés par de tres fortes valeurs de bootstrap.
C’est le cas des especes P. viridiflava (genomospecies 6, notée GO) et P. can-
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nabina (GY), et des genomospecies G2, G4 et G7. La genomospecies G1
forme un groupe monophylétique sur I'arbre 7poD, mais pas sur I'arbre gyrB.
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Figure 1: Arbre phylogénétique des Pseudomonas du «groupe syringae » construit par
Neighbor-Joining d’aprés les séquences concaténées de fragments des génes 7poD et
grB. Les valeurs de bootstrap significatives (= 80 %) sont indiquées (1 000 répli-
cats). Les souches dont I'appartenance a une genomospecies a été déterminée par
hybridation ADN-ADN sont sutlignées en couleur ; le nom de la genomospecies

aa1
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est précisé apres le nom du taxon (ex. G1). Les souches type sont encadrées. Les
souches dont le génome est séquencé sont indiquées par une fleche.

En revanche, sur les deux arbres, les genomospecies G3 et G8 (pv. #heae,
actinidiae et P. avellanae) sont mélangées dans le méme groupe phylogénét-
que. Le méme résultat est obtenu sur le dendrogramme de F-AFLP (don-
nées du laboratoire non montrées). Il s’agit du seul cas d’incongruence entre
les données MLSA et F-AFLP d’une part, et hybridations ADN-ADN
d’autre part. Il est a noter que ces deux genomospecies ne sont distinguées
que sur la base de deux wvaleurs d’hybridations [11]. Une étude
d’hybridations ADN-ADN avec de plus nombreuses valeurs croisées entre
ces deux genomospecies est en cours pour confirmer ou infirmer I'existence
de deux genomospecies distinctes.

Par ailleurs, cette étude a permis de mettre en évidence plusieurs synony-
mies de noms d’espéce. L’espece P. #remae, définie comme la genomospecies 5
par Gardan ez a/. [11] se place au sein des souches de la genomospecies 2 dans
cette étude. Nous avons confirmé ce résultat par hybridations ADN-ADN :
P. tremae hybride a 71-80 % avec les souches de la genomospecies 2 et 28-
52 % avec les souches des autres genomospecies. Ainsi P. tremae, P. meliae, P.
amygdali, P. savastanoi et P. fieuserectae appartiennent a la méme genomospecies.

Lespece P. congelans, qui correspond a des souches isolées de la phyl-
losphere d’herbe, se place clairement parmi les souches de la genomospecies 1
et ne constituerait donc pas une nouvelle espece. Sur la base d’un arbre phy-
logénétique du gene de PARNr16S, Behrendt ¢ 4. [5] avaient identifié P. savas-
tanoi (genomospecies 2) comme I'espece la plus proche et n’avaient utilisé que
cette espece pour les hybridations AND-ADN. Des discordances entre les
topologies des arbres déduits du géne s et des genes de ménage ont déja été
montrées dans le genre Pseudomonas [26], [2]. Elles sont dues au faible pouvoir
résolutif du géne 75 lorsqu’il s’agit d’étudier des especes ayant divergé trés
récemment. Cet exemple met en exergue les limites de la phylogénie basée
uniquement sur le gene de PARNr 16S pour révéler les relations phylogéné-
tiques entre especes proches et identifier les plus proches voisins phylogéné-
tiques d’un isolat lors des études taxonomiques.

L’espece P. caricapapayae se place avec les souches de la genomospecies 7.
Seule souche type d’espéce de ce groupe identifiée a ce jour, elle donnera le
cas échéant son nom a cette genomospecies.

Les pathovars décrits depuis 1999, ont pu étre classés sans ambiguité dans
une genomospecies. P. syrinage pv. fraxini, nerii, castaneae, cunninghamiae, daphni-
phylli; raphiolepidis, retacarpa, broussonetiae, cerasicola appartiennent a la geno-
mospecies 2. Ce résultat a été confirmé par hybridation ADN-ADN pour
quatre de ces pathovars. P. syringae pv. alisalensis et pv. coriandricola se regrou-
pent avec P. cannabina (genomospecies 9), mais ces trois taxons forment trois
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branches distinctes. P. syringae pv. spinaceae, avii et actinidiae se placent dans le
groupe phylogénétique incluant les souches des genomospecies 3 et 8.

Le génome de trois souches du « groupe P. syringae» est actuellement sé-
quencé. 1l s’agit de P. syringae pv. syringae B728a, P. syringae pv. phaseolicola
1448A et P. syringae pv. tomato DC3000. Bien qu’elles portent le méme nom
d’espece, ces trois souches représentent trois genomospecies différentes (fig.
1). Afin que ce statut d’especes différentes soit intégré dans les études de
génomique comparative, il devient urgent de nommer ces genomospecies.

La MLSA est donc un outil puissant dont le niveau de discrimination est
équivalent a celui des hybridations ADN-ADN. Le séquencage d’un seul géne
suffit pour attribuer une souche a4 une genomospecies, mais est insuffisant
pour décrire les relations phylogénétiques qui les lient. En perspectives, nous
envisageons d’offrir aux phytopathologistes un langage commun en propo-
sant un statut d’espéce aux genomospecies G1, G2, G3/G8, G4, et G7.
L’absence de caracteres phénotypiques discriminants pour identifier ces
espéces sera compensée par un outil rapide d’identification des especes par
comparaison des séquences du gene gy7B ou 7poD a une base de données de
référence disponible sur internet (site de la CFBP).

3.2. Phylogénie du genre Xanthomonas

Une représentation schématique de I'arbre phylogénétique du genre Xan-
thomonas obtenu apres concaténation des séquences des quatre genes de mé-
nage atpD, dnaK, ¢fP et gyrB, est présentée figure 2. Les différentes especes
décrites par Vauterin ¢z /. [25] forment des lignées distinctes soutenues par de
fortes valeurs de bootstrap (ex. X. campestris, X. vesicatoria, X. arboricola). Cet-
taines especes sont regroupées en groupes monophylétiques soutenus par de
fortes valeurs de bootstrap. Cest le cas par exemple de X. hortorum, X. populi
et X. gnarae (bootsrap de 100 %) et de X. albilineans, X. hyacinthi et X. transiu-
cens (100 %) (fig. 2). Ce dernier groupe est phylogénétiquement tres éloigné
des autres espéces du genre Xanthomonas, et Pamplification de certains genes
de souches de ce groupe a posé probleme. Le génome d’une souche de X.
albilineans sera bientot disponible. Ces données permettront de dessiner de
nouvelles amorces plus adaptées a ce groupe d’especes tres divergentes.

Cette structuration génétique des especes de Xanthomonas est en accord avec
les résultats de Parkinson ez a/ [17] basé sur la séquence partielle du géne gyB.
Cependant, I'arbre construit avec les 4 génes de ménage souligne de fagon beau-
coup plus marquée, la divergence des especes X. albilineans, X. translumens et X.
hyacinthi des autres espéces du genre. Cette observation rejoint les résultats de
Hauben ez a/. [13] basé sur le gene r7s. Ces auteurs soulignent le tres haut degré
de conservation du géne r7s (moyenne des valeurs de similitudes supérieure a
98 % au sein du genre Xanthomonas) et un niveau de résolution qui n’atteint pas
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celui des hybridations ADN-ADN. 1II en résulte que les différentes souches
d’une méme espéce ne forment pas de groupes monophylétiques. Au contraire,
les genes codant des protéines utilisés dans la présente étude, présentent un
niveau de résolution comparable a celui des hybridations ADN-ADN et sont de
bons marqueurs de la différentiation des espéces.

X. campestris

X. hortorum
—100 X. populi
X. cynarae
100< X. vesicatoria
'ms' X. cassavae
X codiaei
0.01
e
100
N X. axonopodis
L 85 | X. euvesicatoria
Lo1—] X. perforans
b X. alfalfae
X. citri
X. fuscans
X. melonis
X. bromi

X. albilineans
———10 X. hyacinthii
X. translucens

Figure 2: Arbre phylogénétique du genre Xanthomonas construit par Neighbor-
Joining a partir des données concaténées de séquences partielles de quatre génes de



M. Fischer-Le Saux et al.

ménage (atpD, dnak; ¢fP et gyrB). Les valeurs de bootstrap (>60) apres 1000 simula-
tions sont représentées sur cette figure.

Depuis la révision du genre Xanthomonas par Vauterin ez al. [24], sept nou-
velles especes ont été décrites. La caractérisation de ’agent pathogene émer-
gent responsable de la graisse de I'artichaut a conduit a la description de X.
gynarae [23]. L’analyse MLSA place cette espece dans le groupe incluant X.
hortornm et X. populi (g 2). Ce résultat concorde avec les données
d’hybridations ADN-ADN, qui montrent que sur les 20 espéces testées, les
plus fortes valeurs d’hybridation sont trouvées avec ces deux especes (49 %).

Les especes X. envesicatoria, X perforans, X. alfalfae, X. citri et X. fuscans ont
été décrites suite a I'étude d’une collection de souches représentant des pa-
thovars de Uespece X. axongpodis [14], [20], [21]. Ces nouvelles especes se pla-
cent dans l'analyse MLSA au sein du groupe constitué des souches de X.
axonopodis dans lequel elles forment chacune des groupes monophylétiques
présentant de fortes valeurs de bootstrap (fig. 2 et 3). Les propositions de
Jones et al. [14] et Schaad et al. [20] ne reviennent donc pas a proposer de
nouvelles espéces dans un systeme de classification établi, mais a proposer un
nouveau systéme de classification qui place la limite d’espéce a un seuil infé-
rieur. Ces deux schémas de classification se chevauchant (deux nomenclatures
différentes sont possible pour les mémes souches), ils ne sont pas compatibles
et c’est a l'utilisateur de faire le choix d’adopter 'une ou I'autre des nomencla-
tures. Les données MLSA ne contredisent aucune des deux classifications (les
especes proposées forment toutes des lignées phylogénétiques distinctes).

Lutilisation d’une collection partielle par Schaad ez @/ [20] pose cepen-
dant probléme. Par exemple, il a été montré récemment par F-AFLP que X.
axonopodis pv. phaseoli est constitué de 4 lignées génétiques [3]. Les représen-
tants d’une seule de ces lignées ont été étudiés par Schaad ez 2/ [20] et re-
classés dans 'espéce X. fuscans subsp. fuscans. Nos données MLSA (fig. 3)
montrent que si 'on adoptait la classification proposée par Schaad ez a/. [20]
les trois lignées génétiques restantes de X. axonmgpodis pv. phaseoli se
placeraient dans des espéces ou sous-especes différentes qui restent a dé-
crire. Une problématique similaire a été montrée avec les souches du patho-
var mangiferacindicae [1].

En conclusion, nos données soulignent 'hétérogénéité génétique de X.
axonopodis (Approved Lists 1980) emend. Vauterin e a/. 1995 par rapport
aux autres especes du genre. La structure génétique de cette espece révélée
par MLSA est cohérente avec les résultats antérieurs de rep-PCR et I’ AFLP
(18], [3], [1] et d’hybridations ADN-ADN [24], [14], [20]. La question fon-
damentale soulevée par ces données est « ou placer le seuil de délimitation
de Pespece ? ». Une étude plus approfondie par une approche polyphasique
permettra de clarifier la taxonomie de ce groupe qui inclut plusieurs orga-
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nismes d’importance réglementaire du point de vue de la quarantaine ou du

bioterrorisme.
100< X. euvesicatoria

X. alfalfae subsp. citrumelonis
X. campestris pv. betae

X. alfalfae subsp. alfalfae
X. axonopodis pv. allii

94 |:1°0| X. axonopodis pv. phaseoli

8.1 X. axonopodis pv. manihotis

9.2
————87

X. axonopodis pv. begoniae
753| :I X. axonopodis pv. glycines
N N 93-(] X. citr ) '

99-| X. campestris pv. bilvae

63 | X. axonopodis pv. phaseoli
99—

9.6 100 72] X. fuscans subsp. aurantifolii

a9

s7 | X. fuscans subsp. fuscans
X. axonopodis pv. phaseoli

9.3

X. axonopodis

0.01

Figure 3 : Portion de I'arbre phylogénétique du genre Xanthomonas, correspondant a
Pespece X. axonopodis (Approved Lists 1980) emend. Vauterin ez a/ 1995 [24]. Cet
arbre a été construit par Neighbor-Joining a partir des données concaténées de
séquences partielles de quatre genes de ménage (a#pD, dnak, ¢fP et gyrB). Les valeurs
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de bootstrap (>60) apres 1000 simulations sont représentées sur cette figure. Les
indications 9.1 a 9.6 désignent la correspondance avec les groupes identifiés par
Rademaker ez al. [18] par rep-PCR.

4. CONCLUSION

Nos résultats montrent que pour les deux groupes bactériens majeurs de
bactéries phytopathogenes étudiés, la MLSA possede un seuil de résolution
équivalent a celui des hybridations ADN-ADN, et fournit des données co-
hérentes avec cette technique et celles des empreintes génétiques. Cette
approche, facile a mettre en ceuvre, générant des données facilement
échangeables et pouvant étre mises a disposition dans des bases de données,
représente incontestablement une alternative prometteuse aux hybridations
ADN-ADN pour la délimitation des especes bactériennes. 11 reste cepen-
dant a définir quels critéres utiliser pour délimiter le seuil de I'espéce bactéri-
enne. Au-dela de régles strictes et de seuils, le plus raisonnable serait de
conserver une approche polyphasique intégrant la topologie de Iarbre
MLSA et un maximum de données génotypiques, phénotypiques et
écologiques.

Les séquences des genes de ménage issues du présent projet viennent en-
richir la base de données liée aux accessions de la CFBP. En interne, ces
séquences représentent « la carte d’identité génétique » des souches et pour-
ront étre utilisées au cours des controles qualité visant authentification de
I'identité du matériel biologique détenu a la CEFBP. Ces contrdles répondent
aux exigences des lignes directrices de PTOCDE relatives aux pratiques ex-
emplaires concernant les centres de ressources biologiques et aux exigences
de la norme AFNOR NF S 96-900 «qualité des centres de ressources
biologiques » en cours de préparation. En externe, 'objectif est de créer un
service d’identification interactif des Xanthomonas et des Pseudomonas sur le
site web de la CFBP ( http://www.angers.inra.fr/cfbp/ ) au travers d’outils
dédiés a I'identification moléculaire (BLAST en lien avec des bases de don-
nées d’intérét taxonomique, logiciels d’alignements et de reconstruction
phylogénétique).
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