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1 – Biodiversité

La diversité de la nature n'est pas continue mais consiste en des entités discrètes composées d’individus
et séparées les unes des autres par des discontinuités. Celles-ci, désignées sous le terme d’espèce, sont
considérées comme les unités de base de la diversité et sont les unités fondamentales considérées par le
biologiste.  Les  espèces  sont  cependant composées  de  nombreux  individus  caractérisés  par  des
phénotypes (phena)  variés  et, lorsque ces phénotypes sont très  hétérogènes, il  peut arriver que des
individus appartenant effectivement à une même espèce soient affiliés à tort à des espèces différentes
(Figure  1.1).  La notion de biodiversité inclut non seulement l’ensemble des espèces  et leur  histoire
évolutive, mais aussi la variabilité génétique au sein et entre populations d'espèces (une population est
un groupe d'individus se reproduisant entre eux plus fréquemment qu'avec des individus extérieurs à la
population  Freudenstein et al.  2017), ainsi que la répartition de celles-ci dans les habitats locaux, les
écosystèmes  et  les  paysages  (National  Research  Council  (US)  Committee  on  Noneconomic and
Economic  Value  of  Biodiversity,  1999).  Les  associations  d’espèces  dans  un  environnement  (les
communautés) reflètent à la fois l'histoire des “stocks” présents à un endroit à un moment donné et les
réponses différentes des communautés à des différences physico-chimiques de l'environnement et des
interactions entre les membres de la communauté.

Figure 1.1 : Dimorphisme sexuel ayant conduit à la définition de deux espèces différentes. Le mâle bleu irisé
du -satyr céruléen Caeruleuptychia helios (à gauche) et la femelle (à droite) ont été affiliées à la même espèce
sur la base d’une analyse de leur l'ADN (d’après Nakahara et al. 2018).

La manière la plus immédiate pour  appréhender la biodiversité au sein d’un écosystème consiste à
dénombrer les espèces (plus généralement les taxa, c’est-à-dire des entités conceptuelles regroupant
des êtres vivants sur la base de caractères partagés) présentes dans un écosystème, en les pondérant
par leur abondance, ou en les replaçant dans un contexte phylogénétique. On estime alors une diversité
alpha.  Lorsque l’on compare différents écosystèmes, ceux-ci peuvent partager un nombre d’espèces
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semblables  bien  que  leurs  compositions  taxonomiques  soient  différentes.  On  peut  alors  évaluer  la
différence « compositionnelle » dans « l’environnement » par le calcul de la diversité beta. Les diversités
alpha et beta permettent de caractériser les unités de biodiversité, mais pas d’évaluer les interactions
spécifiques,  ni  le  rôle que peuvent jouer les espèces -  individuellement ou collectivement -  dans le
fonctionnement des écosystèmes (National Research Council  (US)  Committee on Noneconomic and
Economic Value of Biodiversity, 1999 ). Ces derniers aspects sont appréhendés à travers l’étude de la
biodiversité fonctionnelle, définie comme « la variation des traits  biologiques dans l'espace fonctionnel
occupé  par  une  unité  écologique »  (Escalas et  al.  2019).  Les  traits  fonctionnels  correspondent  aux
caractères biologiques des organismes (respiration, nutrition, croissance, reproduction...) qui impactent
leur  valeur  sélective  (c’est-à-  dire  la  capacité  des  individus  à  produire  une  descendance  viable,
également  appelée  fitness)  via ses  effets  sur  leur croissance,  leur reproduction  ou  leur survie.  Ils
déterminent  les  interactions  de  ces  organismes  avec  les  conditions  abiotiques  du  milieu  et  les
interactions  avec  les  autres  espèces.  En  ce  sens,  ils  sont  une  des  clés  du  passage  de  la  réponse
fonctionnelle des individus au fonctionnement de l'écosystème (Violle et al.  2007).  Pour appréhender
cette diversité fonctionnelle, il est nécessaire de considérer différents niveaux d'organisation biologique
depuis les gènes, les espèces, les communautés, jusqu’à la planète dans son ensemble.

2 - Biodiversité microbienne

Parmi les entités qui concourent au fonctionnement des écosystèmes, les communautés microbiennes
sont connues depuis longtemps pour jouer un rôle clé dans le fonctionnement général de la biosphère
(Falkowski et al. 2008). Elles interviennent en effet dans de nombreux processus biogéochimiques, sont
les  médiatrices  de  processus  vitaux  des  écosystèmes  comme  la  production  primaire,  le  cycle  des
nutriments, la propagation des maladies et la transformation de polluants (Ducklow, 2008, Giller et al.
2004). De façon surprenante, leur diversité spécifique et fonctionnelle et les mécanismes régissant leur
dispersion et leur histoire évolutive demeurent encore mal compris.

La  compréhension  de  la  diversité  fonctionnelle  d’une  communauté  dépend  de  la  mesure  de  traits
fonctionnels qui,  pour les  micro-organismes, sont difficiles à évaluer à l’échelle du phénotype et qui
nécessitent souvent leur mise en culture. Or la grande majorité des micro-organismes restent encore de
nos jours difficiles à mettre en culture. Par contre, la relative simplicité de la physiologie microbienne et
des  modalités  de  la  régulation  génétique  de  ces  traits  (dont  l’induction  dépend  de  la  taille  des
populations, de l’activité cellulaire et des conditions de l’environnement) facilite l’association entre gènes
et fonctions et permet d’appréhender l’écologie fonctionnelle des communautés microbiennes à travers
l’étude de leurs génomes, de leurs transcriptomes ou de leurs protéomes (Esacalas et al 2019). L’essor
des approches moléculaires ces dernières  décennies (comme la  PCR, le  séquençage, les empreintes
génétiques), le développement des techniques “omiques” et les avancées en matière de puissance de
calcul informatique, permettent maintenant d'accéder à une fraction de  micro-organismes jusqu'alors
inaccessibles par les techniques culturales et d'approfondir ces questions.

18 



3–   Contexte de génomique environnementale  

Le développement des approches de génomique environnementale  a permis de mettre en lumière un
ensemble de nouveaux éléments remettant en cause notre vision de la diversité et notre compréhension
du  monde  microbien.  En  premier  lieu,  les  approches  de  métagénomique  ont  révélé  une  diversité
microbienne  largement  sous-estimée,  incluant  la  découverte  de  nouveaux  phyla  (Rinke et  al.  2013
Castelle et al. 2015, Castelle et Banfield 2018), la redéfinition de certains groupes taxonomiques (Parks
et al. 2018, Keeling et Burki 2019), ou la réévaluation des hypothèses précisant l’origine phylogénétique
des eucaryotes (Spang et al 2015, Eme et al. 2017). Les études métagénomiques ont également révélé
que la plupart des espèces bactériennes ne sont pas clonales (Venter et al.  2004, Vergin et al.  2007,
Rosen et al. 2015). Ces éléments remettent dès lors en cause la définition de l’espèce chez les bactéries
et les archées. Enfin, il a été mis en évidence une grande diversité de profils génomiques en termes de
contenu en gènes et de fonctions portés au sein d’une même « espèce microbienne », associée à un
taux de renouvellement important de ce contenu (Coleman et al.  2006, Bhaya et al.  2007, Biller et al.
2014).  Ces observations ont donné lieu au développement du concept de pangénome, sous-tendant
l’existence d’un pool de gènes communs à l’ensemble des individus d’une espèce et une constellation de
gènes  accessoires  qui  peuvent  constituer  autant  de  profils  fonctionnels  au sein même des  espèces
(Medini et al.  2020). Ces «constats» remettent aussi en cause notre vision de la notion de génome au
sein d’une espèce, de l’organisation de l’information génétique dans ces génomes, ainsi que la nature
des processus qui gouvernent leur composition génique et fonctionnelle. Ceci a également un impact
important sur la manière dont on doit concevoir les interactions microbiennes dans le cadre des études
d’écologie des communautés notamment.

L’écologie  des  communautés  vise  à  comprendre  les  interactions  entre  les  différents  acteurs
(populations / espèces) au sein des communautés, la caractérisation de propriétés émergentes associées
à ces assemblages, ainsi que celle de leur impact sur le fonctionnement de l’écosystème. Le flou dans la
définition de l’espèce bactérienne ou archéenne, associé à la faible caractérisation taxonomique des
communautés (découverte de beaucoup de nouvelles unités taxonomiques sans référence proche dans
les  phylogénies)  rend  la  résolution  de  la  composition  spécifique  des  communautés  microbiennes
procaryotiques complexe. Il en résulte un glissement récent des questions d’écologie des communautés
depuis  l’interrogation  du  qui vers  le  quoi,  à  savoir,  identifier  les  fonctions  qui  sont  réalisées
indépendamment de la question de qui les porte (Koskella et al.  2017). Cependant une telle approche
laisse en suspend la question du comment, c’est à dire l’identification des facteurs biologiques, évolutifs
ou environnementaux qui gouvernent la formation et le maintien ou non des assemblages microbiens.

4– Positionnement du travail présenté dans ce rapport

A l’échelle des micro-organismes, les fréquences alléliques peuvent changer au cours d’une génération
par le fait de transferts horizontaux de gènes (Koonin  et Wolf,  2009) de sorte que ces changements
peuvent se produire suffisamment rapidement pour affecter des interactions écologiques (Messer  et al.
2016, Good et  al.  2017).  Le  fait  que  les  processus  écologiques  (changement  de  l’abondance  des
individus  dans  le  temps)  dans  les  communautés  microbiennes  se  superposent  avec  les  processus
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évolutifs (changement de la fréquence des gènes dans le temps) chez les  micro-organismes (Shapiro
2018) a conduit de nombreux auteurs à argumenter que la génomique des populations microbiennes ne
peut  être  séparée  de  l‘écologie.  C’est  dans  ce  contexte  que  je  souhaite  placer  les  travaux  que  je
présente ici.

Ceux-ci relèvent de l’étude de la biodiversité microbienne de l’environnement à l’échelle du gène et du
génome, également appelée génomique environnementale.  Ces travaux ont  dans un premier  temps
porté sur le développement de méthodes bio-informatiques pour la caractérisation de la biodiversité
microbienne  des  communautés aquatiques  naturelles  de  l’environnement  par  des  approches  de
métagénomique (Roux et al. 2011) et de metabarcoding en séquençage haut débit (Taib et al. 2013). Ils
ont,dans un second temps, porté sur la compréhension des mécanismes évolutifs à même d’expliquer la
diversité  génétique  des  populations  microbiennes  aquatiques,  libres  issues  de  l’environnement.  Les
travaux présentés portent sur des modèles procaryotes et eucaryotes.

Ce manuscrit est organisé en trois parties. 

Dans la première partie, je présente les travaux en lien avec l’analyse de la diversité microbienne par
des approches de  metabarcoding.  Après une introduction présentant le problème de la définition de
l’unité de mesure de la diversité microbienne, je présente la notion d’unité taxonomique opérationnelle
(OTU) et les différentes approches développées pour les inférer. Je décris ensuite les contraintes induites
par les nouvelles technologies de séquençage (NGS) pour l’estimation de la diversité microbienne et
présente l’approche retenue dans l’équipe à travers le développement de la chaîne de traitement PANAM
(travaux de thèse de Najwa Taib).  J’illustre celle-ci  à travers la présentation de quelques travaux en
collaboration avec des écologues microbiens. Dans un second temps, je reviens sur le débat actuel entre
OTU et ESV pour la caractérisation de la diversité microbienne et présente les arguments en faveur de
l’utilisation d’unités phylogénétiques de diversité.

Dans  la seconde partie,  je  présente  les  travaux relatifs  à  la  caractérisation  des  unités  de  diversité
microbiennes  dans  les  populations  naturelles  et  l’étude  des  forces  évolutives  qui  gouvernent  la
dynamique de leur pangénome. Après une brève comparaison des approches d’analyse de la diversité
taxonomique basée  sur  des  gènes  marqueurs  (metabarcoding)  par  rapport  à  l’analyse  de génomes
complets, j’introduis les éléments essentiels à la notion de pangénome. Les travaux concernant l’analyse
de la  dynamique évolutive  du  génome accessoire  d’une population environnementales de  bactéries
appartenant au genre Prochlorococcus, écotype HLII sont ensuite présentés (travaux de thèse de Hélène
Gardon). 

Pour terminer, la troisième partie est dédiée à la présentation de travaux en collaboration. J’introduirai le
projet  MICROSTORE,  porté  par  l’équipe  (C.  Lepère)  auquel  je  suis  associée  et  qui  constitue  un
développement complémentaire à mes travaux de recherche.  Cette partie me permet par ailleurs de
présenter brièvement  les travaux que j’ai effectués pour l’essentiel avant mon intégration au sein du
LMGE .
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PARTIE I

APPROCHE   METABARCODING  
ou

LA   DESCRIPTION DE LA DIVERSITE SPECIFIQUE   
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Le développement des approches de métagénomique / génomique environnementale a permis de mettre
en lumière un ensemble de nouveaux éléments remettant en cause notre compréhension du monde
microbien.  En  premier  lieu,  les  approches  de  métagénomique  ont  révélé  une  diversité  microbienne
largement sous-estimée, incluant la découverte de nouveaux phyla (Rinke et al.  2013,  Castelle et al.
2015,  Castelle  et  Banfield  2018).  Comme  dit  plus  haut,  la  diversité  peut,  en  premier  lieu,  être
appréhendée par le dénombrement des espèces qui occupent un espace (écosystème).

1   – Notion d’espèce et définition opérationnelle de l’espèce en microbiologie  

La littérature scientifique traitant de la nature des espèces est riche et n’est pas le propos ici  (se reporter
à  Freudenstein et  al.  2017  et  ses  références). Il  semble  intéressant  cependant de  revenir  sur  la
distinction entre le concept de l’espèce d’une part et l’espèce considérée d’un point de vue opérationnel
d’autre  part.  Le  concept  d'espèce  est  une  notion  principalement  ontologique  au  sens  où elle  fait
référence à « une idée du type d'entité désignée par le terme espèce » et doit servir de référence pour la
classification correcte des « espèces ». L’espèce opérationnelle doit, quant-à-elle, permettre de restituer
de  manière  pragmatique  l’ensemble  des  propriétés  (phénotypiques)  propres  aux  individus  qui
constituent cette espèce. Il s’agit alors d’une notion épistémologique traduisant la définition de critères
opérationnels par lesquels une espèce peut être reconnue dans la nature (Feudenstein et al. 2017))

Le  concept  d’espèce  est  « multiforme »  et  dépend,  pour  beaucoup,  du  point  de  vue  adopté  pour
caractériser cette unité de diversité. Dans les travaux de Darwin (1859), les espèces sont vues comme
des lignées, c’est-à-dire un continuum d’individus, constituées dans le temps. Ce concept  a toutefois
longtemps été éclipsé par le concept d'espèce biologique  proposé par Mayr selon lequel « Les espèces
sont des groupes de populations naturelles qui se reproduisent effectivement ou potentiellement entre
elles et qui sont isolées des autres groupes sur le plan de la reproduction » (Mayr 1942). Une population
implique donc une unité de lieu et de temps et constitue « un groupe dans lequel des individus adjacents
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échangent au moins occasionnellement des gènes entre eux de manière reproductive, et dans lequel des
individus adjacents se reproduisent plus fréquemment qu'avec des individus extérieurs à la population »
(Freudenstein 2017).

La vision de l’espèce comme lignée évolutive, est revenue en force à partir des années 70, alimentée par
la pensée phylogénétique ainsi que de nombreuses études empiriques dans la continuité des travaux de
Woese (Woese 1977, Doolitlle 1999). Cette vision de « l'espèce comme lignée » est devenue commune
dans la pratique et la systématique  actuelle (systématique phylogénétique) est maintenant largement
basée sur cette idée (Lecointre et Le Guyader 2017). L’espèce taxonomique est alors décrite comme un
groupe monophylétique et se caractérise par une coalescence exclusive d’allèles (De Queiroz 2007).

La  définition  de  l'espèce,  tant  biologique  que  phylogénétique,  trouve  ses  limites  dans  le  monde
microbien en particulier chez les procaryotes du fait de l'absence de reproduction sexuée (stricto sensu)
et de l'existence d’échanges de matériel génétique (transferts horizontaux de gènes), y compris entre
individus distants, c’est à dire n’appartenant pas à la même lignée phylogénétique (Médigue  et al. 1991,
Doolittle  1999,  Ochman et  al.  2000).  Cependant, les  bactéries  forment  clairement  des  groupes
génétiquement et phénotypiquement distincts.  Des modèles explicatifs, autres que celui de l’espèce
biologique ont été proposés pour décrire la structuration de la diversité microbienne comme par exemple
le  modèle d’écotype  (Cohan  2001  –  Figure  1.2).  Dans  ce  modèle,  les  groupes  génotypiques
correspondent à des niches écologiques et des événements périodiques de sélection purgent la variation
génétique dans chaque niche séparément, induisant une cohérence génétique au sein des écotypes et
une différenciation génotypique entre écotypes (Kumar et al. 2015).

Figure 1.2 : Quatre modèles  de diversité microbienne.
Les ovales colorés représentent  différentes niches. Le
génotype des bactéries est  représenté par  la  couleur
des parois,  les  lignées  phylogénétiques  sont
représentées  au  dessus.  Le  modèle  de  l’écotype
propose  que  chaque  niche  soit  occupée  par  des
génotypes uniques. Le modèle de l'alimentation croisée
propose que les génotypes peuvent survivre grâce aux
métabolites  sécrétés  par  les  autres.  Le  modèle  de
migration  et  transfert  de  gènes  suppose  que les
génotypes migrent et acquièrent du matériel génétique
leur permettant de survivre dans la communauté dans
une  nouvelle niche.  Enfin,  le  modèle  du  rapport  de
ressources suggère  que  différents  génotypes
s'approprient les ressources de la niche qui ne limitent
pas  la  croissance des génotypes  coexistants  (d’après
Mitri 2019).
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BOX 1 - Gène marqueur, amplicon et lectures

Dans  un  étude  de  diversité
microbienne,  l’ADN  d’un  ensemble
d’individus  est  extrait  à  partir  d’un
échantillon issu de l’ environnement.
Un gène marqueur de référence (en
général  l’ARNr  16S  ou  18S)  est
spécifiquement  ciblé  par  des
amorces  et  amplifié  par  PCR.  Le
produit  de  cette  amplification  est
enrichi  de  la  portion  d’ADN
spécifique  du  gène  ciblé,  appelé
amplicon.  Les  séquences  produites
lors  du  séquençage  de  ces
amplicons  sont  appelées  lectures
(reads). Celles-ci peuvent couvrir une
extrémité de l’amplicon (séquençage
single-end) ou les deux (séquençage
paired-end).

D’un  point  de  vue  opérationnel,  les  espèces  procaryotes  sont  définies  à  partir  de  caractères
phénotypiques et génotypiques (similarité de séquences sur un gène marqueur, similarité nucléotidique
moyenne  ou  nombre  de  gènes  partagés  à  l’échelle  des  génomes  (Richter  et  Rossello-Mora  2009,
Achtman et Wagner 2008). Lorsque les traits phénotypiques ne peuvent pas être décrits, une désignation
provisoire  de  l'espèce candidate  peut  être  proposée sur  la  base d'une discrimination  exclusivement
génétique. Celle-ci sera alors décrite sous la dénomination de Candidatus sp. Cette situation est souvent
retrouvée dans les études de microbiologie de l’environnement dont une grande partie de la diversité ne
peut pas être maintenue en culture, par manque de connaissances des condition de croissance de ces
organismes. Ces limites empêchent de fait l’étude et la caractérisation de leur physiologie. Ainsi,  la
diversité taxonomique des communautés naturelles est dans les faits évaluée de manière pragmatique,
essentiellement  à  travers  l’analyse  de  gènes  marqueurs  conservés  tels  que la  petite  sous-unité  du
ribosome (ARNr 16S et 18S) et les définitions d’unités taxonomiques opérationnelles ou OTU (Operational
Taxonomic  Unit).  Plus  récemment,  des  approches profitant  des  avancées  technologiques  liées  au
séquençage et reposant sur la caractérisation du pourcentage d’identité nucléotidique moyen à l’échelle
des génomes (ANI) ont été proposées.  Dans ce cas,  un seuil de similarité est fixé pour assigner deux
génomes à une même espèce (Goris et al. 2007, Konstantidinis et Tiedje 2005, Richter et Rossello-Mora
2009).  Bien que  les  approches  présentées  ici  ne  soient  pas  exhaustives,  on peut  noter  que  toutes
utilisent  un  seuil  universel  d’identité  entre  les  séquences  comparées pour  définir  une  unité
opérationnelle de diversité / espèce.
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1.1 – Les OTUs, mesure opérationnelle de la richesse spécifique

1.1.1 – OTUs basés sur   une   clusterisation selon un seuil de similarité  

Les OTUs sont définis à partir de l’analyse de la séquence de la petite sous-unité du ribosome (SSU, ou
ARNr  16S  chez  les  procaryotes  et  18S  chez les  eucaryotes).  Celle-ci  est  ciblée  et  amplifiée
expérimentalement  par  PCR  pour  produire  des amplicons  (BOX  1).  Les  séquences  des  amplicons
présentant au moins 97% d'identité sont ensuite agrégées entre elles pour constituer les OTUs. Ce seuil
de 97% a été défini par Stackebrandt et Goebel (1994) comme équivalent au seuil d'hybridation ADN-
ADN de 70% observé dans des expériences de ré-association réalisées entre les membres d'espèces
bactériennes  préétablies,  issus  d'organismes  mis  en  culture.  Les  OTUs  sont  le  plus  souvent  traités
comme l’observation d’une espèce (à noter que pour les approches par ANI, il est admis qu’un seuil de
clusterisation à 95% d’identité produit des résultats  semblables à ceux obtenus au seuil d'hybridation
ADN-ADN de 70% cité ci-avant). 

De nombreuses méthodes de clusterisation ont été proposées pour définir des OTUs moléculaires. La
description la plus concurremment faite de ces approches distingue la clusterisation d’OTUs à partir du
jeu de séquences uniquement (de novo) et les approches par clusterisation sur des séquences références
(closed-reference ou  open-reference). Il existe par ailleurs des distinctions algorithmiques, qui ont un
impact non moins négligeable sur la qualité des OTUs générés. Ainsi on peut distinguer les algorithmes
de classification hiérarchique, les méthodes gloutonnes et les méthodes non basées sur la définition d’un
seuil.

Figure 1.3 : Représentation schématique de quelques algorithmes de clusterisation (A) trois stratégies de la
clusterisation hiérarchique au seuil de 96% d’identité. Les lettres représentent des séquences, les lignes entre
les lettres précisent un lien entre les séquences au seuil défini. La clusterisation par liaison simple produit un
groupe ABCDE et un singleton F.  L’approche par liaison complète, génère deux groupes, ABC et CDE et un
singleton F. Ces deux groupes sont ici distincts car les distances entre (A,B) et (D,E) sont supérieures au seuil
défini.  (B) clusterisation gourmande implémentée dans UCLUST. Le premier cluster testé dont le centroïde
partage avec la séquence requête un pourcentage d'identité inférieur ou égale au seuil  fixé, intégrera ce
cluster (d’après http://www.drive5.com)

Les méthodes de classification hiérarchique de type liaison complète, liaison simple ou liaison moyenne
(complete linkage, single linkage, average linkage), sont utilisées dès les premières études de diversité
microbienne par séquençage Sanger. La liaison complète, qui associe au sein d’un même OTU toutes les
séquences partageant entre elles un similarité supérieure au seuil fixé est souvent préférée, car elle
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seule garantit que toutes séquences groupées dans un même OTU sont distantes au maximum du seuil
défini (Figure 1.3). Contrairement aux approches de classification hiérarchique par liaison complète, les
classifications  par liaison simple sont basées sur  la transitivité des relations de similarité. Ainsi, si une
séquence A est similaire à une séquence B au seuil défini et que B est similaire à C, alors on consid ère
que A est similaire à C. Ces méthodes sont implémentées dans des outils tels que Dothur ( Schloss et
Handelsman 2005) et Mothur (Schloss et al.  2009). Du fait de l’accroissement de la taille des jeux de
données liés aux technologies NGS, ces approches ont été progressivement abandonnées, en particulier
la liaison complète, car trop coûteuses en ressources informatiques (temps et mémoire).

Les algorithmes de clustering gloutons (CD-HIT (Li  et Godzik 2006), UCLUST, USEARCH (Edgar 2010),
VSEARCH  (Rogne et  al.  2016)  et  approches  dérivées)  sont  des  heuristiques  des  classifications
hiérarchiques ; elles fournissent une solution rapide, raisonnable mais pas nécessairement optimale. Le
principe  général  de  ces  algorithmes  consiste  à  traiter  progressivement  un jeu  de  séquences en
commençant par une. L’idée est qu’à chaque ajout d’une nouvelle  séquence, on choisit la solution qui
semble la meilleure pour le problème posé en l’état des données considérées (on parle d’optimum local),
en espérant que ces choix amèneront à une solution globale optimale. Pour réduire le temps de calcul
associé à la construction des OTUs, les méthodes gloutonnes définissent pour chaque cluster (OTU) une
séquence de référence, appelée  seed ou  centroïde contre laquelle les séquences non encore classées
seront comparées. Ainsi, toutes les séquences d’un OTU définies à un seuil de similarité donné ne seront
pas comparées entre elles et il  est possible que certains couples de séquences au sein de l’OTU ne
satisfassent pas le seuil de similarité requis. Par ailleurs, selon les algorithmes considérés, les séquences
peuvent être traitées par ordre de taille décroissante, par ordre d’abondance décroissante ou de manière
non ordonnée. Un inconvénient majeur des approches gloutonnes est que le résultat dépend largement
de  l’ordre  dans  lequel  les  séquences  sont  analysées.  Ainsi,  il  n’est  pas  garanti  que  différents
ordonnancements des séquences produisent les mêmes OTUs, ni les mêmes séquences représentatives
d’un OTU.

1.1.2 - OTUs basés sur   une   clusterisation   indépendante d’  un seuil de similarité  

Il est peu à peu apparu que l’équivalence entre la définition d’un OTU au seuil de 97 % d’identité de la
séquence de l’ARNr et l’espèce microbienne telle que proposée par Stackebrandt and Goebel (1994)
n’était pas universelle à l’échelle des microorganismes (Stachenbrandt et Ebers 2006). Au seuil de 97 %
d’identité,  près  de  46 %  des  souches  bactériennes  types  (c’est  à  dire  d’espèces   de  référence
maintenues en laboratoire) analysées sur la base de leur séquence d’ARNr 16S quasi complète sont
assemblées dans des OTUs « mixtes » (Mysara et al. 2017). De même, les OTUs générés selon ce même
seuil peuvent parfois agréger des séquences appartenant à des lignées phylogénétiques distinctes,  et
conduire à une hétérogénéité écologique des OTUs inférés (Koeppel and Wu 2013). Ceci peut s’expliquer
notamment  par  des  fluctuations de  la  vitesse  d’évolution  de  lARNr  16S  (ou  18S)  entre  lignées  ou
espèces, qui induit une divergence plus ou moins marquée entre les séquences (Caron et al. 2009, Brown
et al 2015). 
Si  différentes lignées évoluent à différentes vitesses, il  n’existe pas  un seuil unique à l’ensemble de
l’arbre de la vie et il conviendrait alors de s’affranchir de l’utilisation d’un seuil de clusterisation universel
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à  l’ensemble  des  taxa  microbiens.  Ainsi  il  a  été  proposé  d’appliquer  des  seuils  de  clusterisation
différentiels, calculés dynamiquement lors de l’analyse des amplicons (Mysara et al 2017). Ceux-ci sont
d’abord assignés taxonomiquement au niveau de la famille, puis clusterisés sur la base d’un seuil pré-
défini spécifique à chaque famille taxonomique. 

Figure 1.4 : Approche de clusterisation par SWARM. SWARM regroupe les amplicons itérativement en utilisant
une distance  local de différentiation d, permettant aux OTUs de croître jusqu'à leurs limites naturelles (i.e.,
aucun autre amplicon ne peut être ajouté). Afin d’éviter la sur-agrégation des amplicons,  l'abondance de
chaque amplicon est considérée (dégradé de rouge, plus la couleur est intense, plus l’amplicon est abondant).
Les liaisons rares caractérisées par des abondances faibles sont alors rompues. Une option fastidious permet
de postuler l'existence d'amplicons virtuels de liaison pour greffer de petits OTUs sur les plus grands (d’après
Mahé et al. 2015).

D’autres approches n’utilisent pas de seuil  de clusterisation.  SWARM par exemple (Mahé  et al 2014,
2015) analyse des graphes en « plaçant les amplicons dans un espace multidimensionnel discrétisé » et
considère que chaque variant d’une séquence peut être représenté dans un espace voisin distant d’une
valeur équivalente à la distance d’édition qui sépare les deux séquences (Figure 1.4). Dans cet espace
discrétisé, une séquence différant d’un nucléotide par rapport à une séquence de référence lui  sera
voisine à une distance d=1 ; l’espace occupé par cette séquence sera dit “plein”.  Les clusters générés
par l’outil SWARM (appelés essaims et non des OTUs) sont donc des continuum d’espaces non vides
séparés d’une distante d avec une séquence voisine depuis la séquence graine de l’amplicon considéré.

Figure 1.5 : Décomposition itérative d'un jeu de
séquences fictives  selon  le  critère  d’entropie
minimale (entropie de Shannon). A chaque étape,
les  lectures  sont  groupées  dans  des  nœuds
caractérisés par un profil d'entropie (indiqués par
des  barres  noires  à  chaque  position)  et  une
valeur d'entropie totale pour le nœud.  A chaque
itération, les nœuds  avec une valeur d'entropie
supérieure  à  0  sont décomposés  selon  la
distinction  établie par la  position du nucléotide
d'entropie  maximale.  L’algorithme  se  termine
lorsque l’entropie des nœuds est inférieure à un
seuil  minimal  m’  calculé  dynamiquement  en
fonction des données (d’après Eren et al. 2015).
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La  méthode  MED  (Mimimal  Entropy  Decomposition)  est,  quant-à-elle  ,basée  sur  la  décomposition
d’entropie  minimale  pour  partitionner  les  données  environnementales  en  unités  phylogénétiques
homogènes (Eren et al.  2015). En effet calculer l’entropie de Shannon pour caractériser des signatures
nucléotidiques, permet de distinguer des signaux biologiques pertinents du bruit de fond sans avoir  à
calculer des similitudes entre paires de séquences (Eren et al. 2015). A partir de l’ensemble des données
considérées  (de  même  taille),  MED  calcule  l’entropie  à  chaque  position  nucléotidique  le  long  des
séquences cibles, puis partitionne le jeu de séquences en les distribuant dans différents sous-ensembles
définis à partir des positions d’entropie maximale (Figure 1.5). L’algorithme s’arrête quand plus aucun pic
d’entropie n’est discernable pour un jeu de données.

1.2– Limites de la notion d’OTU dans un contexte de séquençage de seconde génération

1.2.1 – Un saut technologique

L’émergence des technologies de séquençage à haut débit au milieu des années 2000 (NGS) a permis
aux biologistes d’étudier la diversité microbienne à partir de millions de séquences (au lieu de quelques
dizaines). Ce saut technologique rend inopérantes les approches d'analyse « traditionnelles » du fait de
la quantité des données produites, mais aussi en raison de leur qualité.  Cette quantité de données,
jamais  atteinte  dans  le  domaine de la  microbiologie  environnementale,  a nécessité  un changement
d'échelle dans les ressources informatiques mobilisées, tant pour son stockage que pour son traitement.
A titre d'exemple, la technique Illumina HiSeq2500 peut produire jusqu'à 600 Gigaoctets (Go) de données
ce  qui  correspond  à  6x109 séquences  (Scholz et  al.  2012)  et  nécessite  environ  0.6  Téraoctets  (To)
d'espace disque. De nos jours, les séquenceurs Illunima NovaSeq produisent jusqu’à 6 Tb de données par
run.

Du point de vue de leur qualité, les séquences produites par les technologies NGS se caractérisent par
des biais dans la production des séquences (Figure 1.6) et des taux d’erreur caractéristiques (tableau
1.1).

Tableau 1.1 : Caractéristiques de quelques plateformes de séquençage NGS. SE : single end, PE :
paired-end. * Données constructeur. (adapté de Goodwin et al. 2016). 
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Figure 1.6 : Aperçu des biais qui peuvent apparaître aux différentes étapes du metabarcoding (A) Différentes
espèces  (différentes  couleurs)  avec  différentes  abondances (taille  des  cercles)  sont  présentes  dans
l’échantillon.  (B)  Après  extraction  de  l’ADN   et  amplification  de  marqueurs  ciblés  (ARNr  par  exemple),
certaines espèces peuvent être perdues du fait des biais dans les  primers qui échouent à amplifier certains
taxons ou d’une quantité de matériel insuffisante pour être « captées » par les primers dans le cas d’espèces
rares.  Des  erreurs  dans  les  séquences  initiales  peuvent  également  être  introduites  lors  de  l’étape
d’amplification (substitutions,  insertions,  délétions,  chimérisme) conduisant à  la  génération de séquences
dérivées de séquences originales (petits cercles en périphérie des cercles initiaux, de même couleur que ceux-
ci). (C) Des erreurs de séquences peuvent également être introduites lors de l’étape de séquençage, incluant
également de possibles « sauts de tag » dans le cas d’échantillons multiplexés. (D) Regroupement des lectures
issues d’amplicons pour former des OTUs et définition d’une séquence de référence appelée seed ou centroïde
(d’après Elbrecht et al. 2018).

Ces biais et erreurs peuvent se produire à l’étape d’amplification PCR des séquences initiales (c’est-à
dire-en  amont  du  séquençage)  et  induire  la  perte  ou  la  sur-représentation  de  certains  types  de
séquences  présentes  dans  l’échantillon,  la  production  de  séquences  artéfactuelles  porteuses de
substitutions,  d’insertions  ou  de  délétions  nucléotidiques,  ou  correspondant  à  la  fusion  de  deux
séquences différentes (chimères).  Des  erreurs peuvent également se produire lors  du séquençage à
proprement parler. Il est admis que les erreurs de « lecture » des séquences-type lors de l’amplification
se produisent aléatoirement, sont indépendantes entre elles et entre séquences. Comme les séquences
« vraies » présentes dans l’échantillon original, les séquences porteuses d’erreurs vont être amplifiées
de manière exponentielle  dès lors qu’elles existent. Ainsi, bien que rares à leur apparition (une erreur
apparaîtra sur un brin d’ADN), elles peuvent constituer un nombre significatif de séquences à l’issue du
séquençage. Si on admet que les séquences « vraies » sont en plusieurs exemplaires dans l’échantillon
original, l’abondance des séquences porteuses d’erreurs devrait toutefois être plus faible que celles des
séquences « vraies ».  Contrairement aux erreurs d’amplification, qu’aucune information technique ne
permet de détecter,  les  erreurs de séquençage peuvent dans une certaine mesure être tracées par
l’analyse d’informations  qualitatives associées à la production des séquences (Figure 1.7).  Il a pu être
établi  que ces erreurs ne sont  pas indépendantes et pour certaines technologies,  elles  ne sont  pas
aléatoires  (Shirmer et al.  2015, Callahan et al.  2019 ). Dans ce contexte, l’usage des OTUs  répond à
d’autres objectifs que la seule définition d’une unité de base de la diversité microbienne. Ils permettent
en effet  de  réduire  la  dimension du jeu de données  issu du  séquençage massif,  de  supprimer des
variants artéfactuels ou d’agréger des variants de séquences légitimes (vraies) qui peuvent réellement
exister au sein d’un génome bactérien (c’est le cas des espèces avec plusieurs opérons ARNr dans leur
génome  (Acinas et al.  2004), et eucaryotes (Stoddard et al.  2015, Nearing et al.  2018, Callahan et al.
2019)  ou  entre  taxa  proches.  Ainsi,  bien  que  répondant  à  deux  objectifs  difficilement  conciliables
(conceptuels et méthodologiques), les OTUs sont devenus l'unité de mesure de la richesse spécifique en
écologie microbienne, la notion d’espèce n’étant cependant jamais totalement absente dans l’esprit des
microbiologistes. 
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Figure 1.7 : Distribution des erreurs de séquençage le long d’un amplicon en fonction dde la position du
nucléotide et du score de qualité. Sont présentés les taux de substitutions, d'insertions et de délétions (A)
Miseq   ; (B) PacBio CCS sur les lectures non chimériques et non contaminantes. Les bases de faible qualité
qualité sont représentées par des couleurs plus foncées (d’après Shirmer et al. 2015 et Callahan et al. 2019).

1.  2  .2 – Une réduction de l’information exploitable  

Le  gène de l’ARNr  se caractérise  par  la  présence de régions  hypervariables  (v1 à  v9)  (Goebel  and
Stackebrandt,  1994)  présentant  chacune  des  taux  de  variabilité  différents  (Figure  1.8).  Cette
caractéristique a participé à sa popularité car ces régions donnent accès à des niveaux de résolution
taxonomique différents (Liu et al. 2007, 2008, Wang et al. 2007). Cependant, cela introduit une difficulté
majeure dans un contexte de NGS. En effet, là où le séquençage Sanger permettait de générer des
séquences de près de 1 kb, les NGS produisent des séquences courtes (entre 50 et 450 pb), associées à
des  taux  d’erreur  relativement  élevés.  Ces  contraintes  techniques  ont  eu  pour  conséquence  de
contraindre les biologistes à cibler des zones réduites de l’ARNr 16S ou 18S, induisant une réduction de
l’information exploitable. 

Figure  1.8 :  Représentation  de  la  variabilité
nucléotidique le long de la séquence du l’ARN 16S
de  Escherichia  coli  K-12  MG1655 (NCBI  Gene  ID
947777), La variabilité est exprimée par l’entropie
de Shannon (d’après Johnson et al. 2019).

La  région  choisie  peut  alors  avoir  un  impact  important  sur  la  diversité  microbienne  observée
(Schmalenberger et al. 2001, Taib   et al.   2013  , Mysara et al. 2017) et il devient nécessaire d'adapter les
seuils de clusterisation des OTUs à la région considérée. Ainsi, pour l'ARNr 16S, le seuil de clusterisation
varie de 96% à 98% selon la région étudiée (Kim et al.  2011) ;  ces auteurs préconisent par ailleurs
l'utilisation des régions v1-v3 et v1-v4 pour une meilleure affiliation des bactéries, et de la région v1-v3
pour les archées. Pour les eucaryotes, Caron et al. (2009) préconise un seuil de 95% pour clusteriser les
séquences de protistes au niveau de l'espèce. Chez ces derniers,  les régions v4 et v9 sont les plus
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utilisées pour des études de diversité (Amaral-Zettler et al.  2009,  Behnke et al.  2011,  Dunthorn et al.
2012, Debroas et al. 2017). Dans une étude plus récente, Mysara et collaborateurs montrent cependant
chez les bactéries qu’au niveau taxonomique de la  famille  les profils de conservations  de l’ARNr 16S
varient en fonction des régions variables ciblées et que ces variations ne sont pas cohérentes entre les
familles. Par exemple, la famille des Methanomicrobiaceae présente une conservation de séquence de la
région V9 plus forte que celle de la famille des Methanosarcinaceae, alors même que ces deux familles
appartiennent à la même classe d’archées (Mysara et al. 2017).

2  – Traitement des données de   metabarconding   issues de NGS     : PANAM  

Comme  nous  venons  de  le  voir,  le  développement  des  technologies  de  séquençage  de  seconde
génération (NGS) ont profondément modifié la manière dont la biodiversité microbienne  pouvait être
appréhendée. Les études de diversité ont dès lors nécessité la mise en place de nouvelles stratégies
d’analyse et la définition d'outils adaptés pour prendre en compte le changement d’échelle lié à la masse
de  données  produites,  mais  également  les  contraintes  techniques  associées  à  ces  nouvelles
technologies. 

Dans  les chaînes de traitement pour l'analyse de la diversité microbienne adaptée aux amplicons de
nouvelle génération (tel que Mothur (Schloss et al.  2009), QIIME (Caporaso et al.  2010,  Bolyen et al.
2019), PyroTagger (Kunin and Hugenholtz, 2010), FROGs  (Escudié et al.  2018)), le regroupement des
lectures issues du séquençage en OTUs permet d'énumérer les unités cohésives de diversité génétique
présentes dans l’échantillon. Le nombre et la taille des OTUs sont alors utilisés pour qualifier la diversité
de l'échantillon indépendamment de toute référence extérieure (approche  de novo).  Il  est également
possible  d’analyser  ces  OTUs,  dans  un  contexte  taxonomique  en  comparant  les  séquences
représentatives  de ceux-ci à des séquences de référence (approche  closed-reference). Ceci permet de
relier  les OTUs à ce qui est connu dans les bases de données de référence et de les associer à des
groupes taxonomiques dont les métabolismes et la fonction dans les écosystèmes sont peut être connus
et décrits.  Ces outils implémentent par ailleurs des approches probabilistes (classifieur bayessien RDP)
ou  de  recherche  de  similitude  (BLAST)  pour  la  caractérisation  taxonomique  des  séquences
environnementales.
Les approches phylogénétiques sont une alternative pour l'affiliation taxonomique (Liu  et al. 2008). Elles
présentent l'avantage de prendre en compte les relations de parenté entre différents organismes et
d'analyser  la  séquence  dans  un  contexte  évolutif.  Ces  approches  permettent  ainsi  d’attribuer  une
taxonomie aux séquences qui ne possèdent pas de séquences de référence proches dans les bases de
données, mais aussi de décrire de nouveaux clades (Figure 1.11). Largement utilisées dans les analyses
de diversité microbienne antérieures à l’avènement des NGS, ces approches ont été délaissées dans le
contexte  du  séquençage  de  seconde  génération.  Outre  la  complexité  algorithmique  des  méthodes
phylogénétiques, la taille des séquences générées par les techniques de séquençage semblait constituer
une limitation à leur utilisation.  Ainsi, les topologies des phylogénies construites à partir de fragments
courts (~200 pb) ciblant différentes régions hypervariables du gène de l’ARNr 16S sont significativement
différentes de celles obtenues à partir des séquences complètes du gène, indiquant une perte du signal
phylogénétique.  Les  topologies  des  phylogénies  varient  par  ailleurs  en  fonction  des  régions
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hypervariables considérées du fait des variations de vitesses d’évolution le long de ce gène (Liu  et al.
2007, Liu et al.  2008 ; Huse et al.  2008 ; Youssef et al.  2009). Jeraldo et collaborateurs (Jeraldo et al.
2011)  soulignent  cependant  qu’à  partir  de  fragments  de 400  pb  on  peut  obtenir  des  phylogénies
semblables aux phylogénies des séquences complètes. C’est dans ce contexte qu’a partir des années
2008 nous avons développé PANAM, une chaîne de traitement des amplicons de seconde génération
(Phylogenetic  Analysis  of  Next  Generation  Amplicons  –  Taib   et  al.    2013  )  proposant  une  approche
phylogénétique pour l’affiliation taxonomique des séquences issues de NGS. 

2.1 – PANAM pour une affiliation phylogénétique des séquences d’amplicons

L’originalité de PANAM est de proposer une chaîne de traitement permettant l’affiliation taxonomique des
séquences par une approche phylogénétique. Comme d’autres chaînes de traitement populaires (QIIME
MOTHUR), PANAM est organisé en modules dédiés i) au pré-traitement des séquences d’amplicons et à la
génération des OTUs, ii)  à l’affiliation taxonomique des OTUs (PANAM à proprement parler) et iii)  au
calcul d’indices de diversité (Figure 1.9). Cet outil permet de traiter des jeux de  données NGS sur un
ordinateur  personnel,  les  différentes  étapes  étant  réalisées  de  manière  séquentielle.  Le  temps  de
traitement varie de 20 minutes pour 1 000 OTUs à un peu moins de 7 jours pour 1 million d’OTUs.

Figure  1.9 :  Chaîne  de  traitement  des  amplicons  par  PANAM2.  Après  une  évaluation  de  la  qualité  et  un
nettoyage des séquences (suppression des séquences courtes  ou contenant des nucléotides non identifiés
(N)),  les lectures par paires sont assemblées et démultiplexées (dans le cas de séquençage simultané de
plusieurs échantillons), c’est à dire que  le jeu de données est décomposé en fonction des échantillons.  Les
séquences chimériques sont détectées et supprimées, les jeux de données par échantillon sont normalisés et
les  séquences  faible  abondance  sont  supprimées.  Les  amplicons  sont  ensuite  regroupés  en  OTUs  selon
l’algorithme glouton cluster_smallmem de la suite logiciel VSEARCH avant d’être affiliés taxonomiquement sur
la base d’une approche phylogénétique. Une table d’OTUs décrivant la taxonomie des OTUs et leur abondance
dans les échantillons analysés est produite et divers indices de diversité sont calculés.

PANAM comprend une base de données de séquences de référence, un fichier de taxonomie et des
profils d’alignements de référence. Cette chaîne de traitement écrite en perl est décrite dans sa version
initiale  dans  l’article  de  Taib   et  al.    2013  .  Dans  sa version la  plus  récente,  PANAM  utilise les  outils
VSEARCH (Rogne et al. 2013 pour la recherche de similarité entre séquences et la formation des OTUs,
HMMER (Eddy 1998) pour l'alignement des séquences représentatives des OTUs contre les séquences de
référence et FASTTREE (Price et al. 2010) pour la phylogénie.
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Figure 1.10 : Affiliation phylogénétique par PANAM. Une classification primaire trie et répartit les lectures en
groupes selon la taxonomie de leur meilleur résultat USEARCH/VSEARCH (1). Un fichier contenant les lectures
alignées avec les les séquences de référence du groupe correspondant est généré par une approche de type
alignement  de  profil  par  HMMER  (2).  Ce  fichier  est  utilisé  par  FASTTREE  pour  construire  un  arbre
phylogénétique, qui est ensuite analysé pour attribuer une taxonomie à chaque lecture et pour signaler les
clades putatifs (3) (d’après Taib   et al.   2013  ).
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Les lectures issues des NGS analysées par PANAM sont comparées à une base de données dédiée de
séquences de référence extraites de la base de données SSURef du projet de base de données SILVA
(Pruesse et al. 2007, Yilmaz et al. 2014). Celle-ci fournit des informations taxonomiques, une évaluation
de la qualité et un alignement expertisé des séquences d'ARNr 16S et 18S. La base de données PANAM
inclut les séquences de plus de 1200 pb, avec un score de qualité > 75%, et une valeur pintail > 50 tel
que défini dans SILVA. La base de données complète contient 302 832 séquences soit 11 028 séquences
d’archées, 258 573  de bactéries et 33 231 d’eucaryotes.  Pour accélérer le traitement phylogénétique,
les alignements des séquences de références sont divisés en 37 groupes phylétiques (dont 24 groupes
pour  les  eucaryotes,  10  pour  les  bactéries  et  3 pour  les  archées).  Les  groupes  de  plus  de  1000
séquences sont regroupés au seuil de 97% d'identité.
Pour  chaque  groupe  phylétique,  un  groupe  externe contenant  une séquence de chacun des  autres
groupes  phylétiques  plus  deux séquences  de métazoaires  est  ajouté  à l'alignement  pour  permettre
l’enracinement de l'arbre phylétique produit. Il permet également de préciser la parenté des séquences
divergeant à proximité de la racine du groupe phylétique auquel elles sont affiliées. Les alignements des
séquences de référence de chaque groupe phylétique sont résumées dans un profil HMM. Un fichier
contenant la taxonomie EMBL et SILVA de chaque séquence de la base de données de référence est
également généré

Pour réaliser l’affiliation phylogénétique dans PANAM (Figure 1.10), les  séquences représentatives des
OTUs préalablement calculés sont d’abord comparées à la base de données de référence avec VSEARCH.
Chaque amplicon est ensuite ajouté au profil phylétique correspondant à la taxonomie de la séquence de
référence de meilleur score, ainsi que les séquences de référence des cinq meilleurs résultats de la
comparaison. Une fois assignées à leur groupe phylétique, les séquences représentatives des OTUs sont
alignées sur le profil de l’alignement de référence correspondant de manière à produire des alignements
incluant les séquences de référence et les séquences représentatives des OTUs à affilier. 
Pour chaque groupe phylétique de référence, un arbre phylogénétique est calculé en utilisant FASTTREE
(modèle Jukes-Cantor + Cat et 100 bootstrap). Si le nombre de  séquences représentatives des OTUs
appartenant à un groupe phylétique dépasse 30.000, ce groupe est divisé en fichiers contenant moins de
30 000 séquences. Les arbres sont ensuite analysés pour générer des fichiers contenant la taxonomie
des séquences insérées et signaler les clades environnementaux qui pourraient être mis en évidence à
partir  de  séquences  représentatives  des  OTUs (Figure  1.11).  Une  évaluation  de  la  taxonomie  est
proposée selon le principe de l'ancêtre commun le plus proche ou du plus proche voisin (BOX 2).

BOX 2 – NN et LCA
-  Le plus proche voisin (NN) :  la séquence  d’intérêt (en rouge) va
acquérir la taxonomie complète de la première séquence référencée
à partir du nœud fils qu’elle partage avec son ancêtre commun.

- L'ancêtre commun le plus récent (LCA) : chaque nœud référence la
taxonomie commune à tous ses descendants.  La séquence d’intérêt
hérite de la taxonomie du premier nœud fils qu’elle partage avec son
ancêtre commun. Dans ce cas, la taxonomie sera plus robuste mais
pourra être incomplète.
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Figure 1.11 : Phylogénies des Cercozoa et Perkinsea générées par PANAM après l’insertion de séquences
environnementales. Les séquences insérées (issues de la technologie NGS Roche 454) sont représentées
en rouge.  Les  clades  freshwate tels  que  décrits  à  partir  de  séquences  d’ARNr  18S  quasi  complètes
obtenues à partir de séquençage Sanger sont correctement restitués (d’après Taib   et al.   2013  ).

2.2 - Performance des affiliations phylogénétiques sur amplicons NGS

Dans le cadre de la thèse de Najwa Taib, nous avons montré que les affiliations par le biais d’une analyse
phylogénétique sont précises et surpassent la classification par apprentissage ou par comparaison de
séquences, en particulier pour la classification des eucaryotes unicellulaires pour les amplicons de taille
modérée (>350 pb) (Taib   et al.   2013  ). Pour ce qui concerne les eucaryotes, différentes régions du gène
de l'ARNr 18S ont été  testées par la simulation d'amplicons d'une longueur de 400 bp à partir d'une
région conservée ciblée par des amorces directes sur les régions V1-V2, V3-V4, V4, V5-V6, V6,V7, V8-V9
(amorces directes :NSF4, NSF370, NSF573 NSF963, NSF1179 et NSF1419). Les résultats d'affiliation au
niveau du genre différaient en fonction de la méthode d’affiliation (similitude, classification bayessienne,
phylogénie NN ou LCA), de la région du gène de l’ARNr ciblée et des taxons considérés. En considérant
les méthodes d'affiliation, la plus grande précision a été obtenue par l’approche PANAM-LCA (comprise
entre 64,2% (V5-V6) et 79,2% (V8-V9) au niveau du genre) à l'exception de l'amplicon V5-V6 pour lequel
les  affiliations  par  BLAST sont  plus  précises.  La  précision de PANAM-LCA pour  la  région V4,  la  plus
couramment ciblée dans les études de metabarcoding, est de 76,8 %. La « très bonne performance » de
la région V8-V9 pour les affiliations des eucaryotes a largement été soulignée (cette région est utilisée
dans le projet TARA océan). Il mérite cependant d’être noté que cette région est souvent absente des
bases de données publiques, les résultats obtenus à partir de cette région ont été basés uniquement sur
300 séquences incluses dans la base de données de référence. Pour les bactéries, la restitution
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BOX 3 – Sensibilité, précision, justesse

Pour évaluer les performances des outils de classification, on considère en général un ensemble d’entités
dont on connaît  a priori la catégorie, mais que l’on cherche à retrouver  via les outils de classification. A
partir des résultats de la classification de ces entités et du dénombrement des résultats corrects (vrais
positifs  /  vrais  négatifs)  et  des  résultats  incorrects  (faux  positifs  /  faux  négatifs),  on  évalue  les
performances des outils de classification en termes de :

 sensibilité /  rappel   :  part des entités correctement attribuées à
une  catégorie  rapportée  à  l’ensemble  des  entités  qui
appartiennent effectivement à cette catégorie ;

 précision   :  part  des  entités  attribuées  correctement  à  une
catégorie  rapportée  à  l’ensemble  des  entités  qui  ont  été
attribuées à cette catégorie ;

 justesse     :   part de prédictions correctes rapportée à l’ensemble
des prédictions.

taxonomique inférée par PANAM est équivalente aux résultats  obtenus avec les méthodes d'affiliation
implémentées dans QIIME : au niveau du genre, la  précision varie de 82,7% pour RDP à 90,3% pour
PANAM-NN et 91,4 % pour BLAST (Figure 1.12). 

Figure 1.12 : Précision de l'affiliation phylogénétique de PANAM. (A) Précision de l'affiliation phylogénétique
de PANAM-LCA, PANAM-NN, STAP, BLAST et le classifieur RDP sur les séquences ccomplètes d’ARNr 18S. (B)
Précision de l'affiliation phylogénétique en relation avec la région variable ciblée. La spécificité a été testée
avec  PANAM-LCA  et  une  longueur  de  séquence  égale  à  400  pb.  (C)  Spécificité des  affiliations  par  rang
taxonomique sur la région V4 telle que définies par les amorces de référence pour différents outils. Dans tous
les cas, 1 000 séquences de longueur quasi complètes ont été choisies au hasard dans la base de données de
référence d’où elles ont été retirées et retirées de celle-ci pour les simulations. Pour PANAM, les simulations
ont été répétées 5 fois (d’après Taib   et al.   2013  ).
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La publication en 2018 de l’outil HmmUFOtu pour l’affiliation taxonomique de lectures assemblées ou
non,  confirme  l’efficacité  de  l’approche  phylogénétique  sur  l‘analyse  de  similarité  telles  que  celles
proposée dans QIIME pour produire des affiliation précise sur de rangs taxonomiques fins (Zheng et al.
2018).
Les  différences  enregistrées  entre  la  qualité  des  annotations  entre les  bactéries et  les  eucaryotes
reposent principalement sur le fait que la diversité eucaryote est moins richement décrite dans les bases
de données que ne peuvent l’être les clades bactériens ou archéens (Bik et al. 2012 , Taib   et al.   2013  ).
Ces  résultats illustrent la supériorité de l'approche phylogénétique pour caractériser les communautés
peu étudiées ou les  micro-organismes pour lesquels  nous ne connaissons pas toute l'étendue de la
diversité.

2.3 – Quelques illustrations

Le développement de PANAM a permis à l’équipe d’analyser la biodiversité microbienne sur des modèles
bactériens, archéens ou eucaryotes unicellulaires dans le cadre de projets propres ou en collaboration. 
A travers la présentation de points particuliers de quatre études en écologie microbienne, j’illustre dans
cette partie l’apport du  metabarcoding et de son traitement par PANAM  pour la caractérisation de la
diversité microbienne dans les environnements aquatiques. Les deux premières études portent sur la
caractérisation de communautés picooeucaryotes dans différents lacs (Tai  b   et al.    2013  ,  Li   et al.    2017   -
partie 2.3.1) et me permettent d’illustrer l’apport du  metabarconding pour la découverte et d’unités
taxonomiques minoritaires dans les écosystèmes. La troisième étude (Hugoni   et al.   2013   - Partie 2.3.2)
traite de la dynamique temporelle et de l’activité de la communauté archéenne d’une zone côtière en
méditerranée. Elle permet d’illustrer l’apport de la phylogénie dans la discrimination de groupes archés
caractérisés par des dynamiques saisonnières et des activités contrastées. La quatrième étude (Hugoni
et al.    2015   -  partie  2.3.3) est  centrée sur l’étude de la dynamique de la communauté  microbienne
nitrifiante dans l’estuaire de la Charente. Cette étude me permet d’illustrer comment l’association de
données environnementales avec les informations phylogénétiques restituées par PANAM peut amener à
définir  des  écotypes,  c’est-à-dire  des  groupes  d’OTUs  spécifiques,  caractéristiques  de  conditions
environnementales particulières.

Collaborations
- Isabelle MARY - Isabelle DOMAIZON – Hélène AGUOGE – Pierre GALAND (EC2CO 2010-12)
- Shengnan LI     (doctorante) - Xiaoli SHI 
- Kabilan Mani – Judith Bragança (Bourse d’étude du gouvernement indien)
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2.3.1 –     Des   Mamiellales   lacustres  

La plupart des espèces eucaryotes sont définies par des différences morphologiques, mais comme la
majorité des micro-organismes issus de l’environnement, leurs caractéristiques phénotypiques peuvent
difficilement être décrites dans la mesure où on ne sait  pas encore les mettre en culture.  Aussi,  la
composition des communautés de protistes dans les écosystèmes lacustres est essentiellement décrite à
travers des approches moléculaires. 
Une des  difficultés liée  à la  description des communautés  de protistes réside  dans  la disparité  des
observations faites selon les techniques moléculaires utilisées pour caractériser ces communautés. Ainsi
certains  taxa (Chlorophyta et  les  Haptophyta), bien que  constituant  une proportion  significative  des
communautés sur la base de comptages par la méthode FISH (Hybridation In Situ en Fluorescence)
(Lepère et al.  2010), se trouvent en faible proportion  voire absent  avec des approches de  clonage-
séquençage (Lepère et al.  2006, Tarbe et al.  2013, Morris et al.  2002, Lefranc et al.  2005).  Dans ce
contexte,  nous  avons  appliqué  une approche  de  metabarcoding NGS  (Roche  454)  sur  huit lacs  et
réservoirs de la région Auvergne Rhône-Alpes pour caractériser la composition des communautés de
protistes  des  eaux  de  surface  durant  la  période  de  stratification  thermique  (Taib   et  al.    2013  ).  Les
amplicons générés ciblant la région V4-V5 du gène de l’ARNr 18S. Après nettoyage, tri et normalisation
des données, les lectures ont été clusterisées à un seuil de 95 % d’identité (Caron et al. 2009, Mangot   et  
al.    2013  ).  En plus de décrire les communautés de ces lacs (ce dont je m’abstiendrai ici), le traitement
des données par PANAM a permis de montrer que peu d'OTUs eucaryotes lacustres avaient été décrits
jusqu’alors.  Ces  OTUs  correspondent  pour  l’essentiel  à  des  taxa  retrouvés dans  différents
environnements par les approches de clonage-séquençage, mais en relativement faible abondance et
pour lesquels il existe peu d’informations disponibles. De nouveaux OTUs appartenant à des taxa encore
jamais décrits dans les écosystèmes lacustres ont également été trouvés. C’est le cadres Foraminifères
et  des  Mamiellales  qui,  bien  que  rares,  forment  des  clades  lacustres  soutenus  par  des  valeurs  de
bootstrap élevées (Figure 1.13). 

Figure 1.13 : Principaux clades détectés au sein des Mamiellophyceae à partir d’amplicons ARNr 18S (425pb).
Les OTUs ont été générés au seuil de 95 % d’identité. La distribution des OTUs au sein des différents lacs
étudiés montrent une présence du clade 1 principalement dans le lac Pavin tandis que le clade 2 est retrouvé
dans le lac de la Godivelle (d’après Taib   et al.   2013  ).
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C’est à notre connaissance la première fois qu'un clade étroitement associé aux Mamiellales est détecté
dans des lacs. Ceux-ci constituent, par contre, le groupe de microalgues photosynthétiques dominant du
picoplancton marin, en particulier dans les eaux côtières (Tardin et Vaulot 2019). Ces résultats suggèrent
que de nouvelles approches ciblant spécifiquement les organismes photosynthétiques dans  en milieu
lacustre sont nécessaires afin d’avoir une meilleure description de ces communautés (Marin et Melkonian
2010).  Une  telle  approche  a  été  mise  en  œuvre  dans  les  travaux  de  Shengnan  Li,  portant  sur  la
caractérisation  de  la  communauté  picoplanctonique  eucaryote  photosynthétique  (PPE)  de deux  lac
chinois  (Li   et al.    2017  ).  Dans cette étude, la communauté PPE a été spécifiquement ciblée  par une
approche de tri cellulaire par cytométrie en flux, avant d’être analysée par metabarcoding NGS (Illumina
Miseq).  L’analyse  de ces données  avec PANAM a permis  non seulement de  confirmer l’efficacité de
l’approche d’enrichissement de la communauté PPE ciblée dans les échantillons, puisque plus de 70 %
des lectures traitées appartenaient au groupe des eucaryotes photosynthétiques, mais également de
révéler un OTU lacustre partageant 99 % d’identité avec une séquence affiliée au genre Ostreococcus sp.
(groupe des Mamiellales), confirmant l’existence d’un taxon lacustre affilié aux  Mamiellales.

2.3.2   -   Dynamique des communautés archéennes en mer Méditerranée  

Les  études  sur  la  croissance  microbienne  océanique  ont  révélé  une  corrélation  positive  entre
l'abondance et l'activité des communautés bactériennes dans les eaux côtières de surface (Campbell et
al. 2011, Gaidos et al. 2011). Les microbes les plus abondants contribuent largement au fonctionnement
de l’écosystème, du fait même de leur abondance, toutefois ceux-ci ne sont pas toujours les plus actifs
au sein de la communauté (Campbell et Kirchman 2012, Lennon et Jones 2011). Il a ainsi été montré que
la  fraction rare (les organismes peu abondants) des communautés peut être active (Jones et Lennon
2010),  mais que le taux de croissance des OTUs qui la composent diminuait  lorsque leur abondance
augmentait (Campbell et al. 2011). ainsi, contrairement à l’idée avancée selon laquelle la biosphère rare
constituerait un fraction « dormante » de la communauté,  c’est à dire une faction inactive,  mais en
capacité de se réactiver si les conditions venaient à changer (Pedrós-Alió 2006), ces résultats suggèrent
que la biosphère rare joue un rôle dans le fonctionnement de la communauté.
Les archées marines sont des acteurs du plancton microbien contribuant significativement aux cycles
biogéochimiques  (Hugoni  2013).  Dans  l’étude  rapportée  ici,  une  approche metabarcoding a  permis
d’étudier la structure, l’activité et la dynamique saisonnière à long terme de la communauté archéenne
dans les eaux de surface du nord-ouest de la Méditerranée (Hugoni   et al.    2013  ). Le séquençage NGS
(Roche 454) de l'ADNr et de l'ARNr 16S de 40 échantillons prélevés mensuellement sur 3 ans a permis de
calculer un rapport d’abondance ARNr/ADNr et d’en déduire un indice de la croissance, indicateur de
l’activité des organismes étudiés (Campbell et al. 2011, Gaidos et al. 2011). 

Dans cette étude, sont considérés comme rares les OTUs constitués de moins de 0.2 % des séquences et
présents au plus une fois dans les jeux de séquences normalisés à l’échelle des échantillons (soit 488
séquences).
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Figure 1.14 : Distribution du pourcentage d'identité entre les séquences de la base de données SILVA et les
séquences d'ADNr et d'ARNr 16S des OTUs toujours rares. Un modèle de distributions normales (lignes noires)
identifie les groupes d'OTUs communs (c'est-à-dire un pourcentage d'identité élevé) ou peu communs (c'est-à-
dire un pourcentage d'identité faible) dans SILVA (d’après Hugoni et al. 2013).

Sur l’ensemble des OTUs abondants détectés, 15 présentaient une différence d’abondance entre les
saisons hiver et été. Certains OTUs peuvent donc être abondants à certaines saisons et devenir rares à
d’autres.  Quand ils  sont détectés,  les OTUs abondants  sont actifs.  Près de la moitié des OTUs rares
présentaient des similitudes faibles avec les séquences de la base de données SILVA, ce qui suggère que
ces  OTUs  appartiennent  à  une  fraction  sous-échantillonnée  des  écosystèmes.  Ces  derniers  sont
retrouvés dans le jeu de séquences extrait à partir des ADN génomiques, mais n’apparaissent pas dans
la fraction ARN (Figure 1.14). Ce déficit en ARNr des OTUs toujours rares et présentant une similitude
faible avec les séquences de références issues de SILVA suggère que ces OTUs ne sont pas actifs.

Parmi les  OTUs  actifs,  ceux  affiliés  au  groupe  d’archées  marines  MGI  constituent  une communauté
affichant une dynamique saisonnière, incluant des OTUs abondants et d’autres toujours rares. La plupart
des OTUs sont affiliés au clades MGI.B  et  MGI.A,  étroitement lié à  Nitrosopumilus maritimus, capable
d’oxyder l’ammonium (Könneke et al. 2005). Outre les clades MGI.A et MGI.B déjà décrits et comportant
à la fois des OTUs abondants et  rares,  l’approche phylogénétique de PANAM  a permis de  mettre en
évidence deux nouveaux clades (MGI.C, MGI.D) constitués exclusivement d'OTUs rares (Figure 1.15). Ces
clades,  semblent  par  ailleurs  répondre  aux changements  des  conditions  saisonnières  puisqu'ils  sont
plutôt actifs en hiver et ont des dynamiques d'activité différentes de celles des clades abondants (Hugoni
et al.    2013  ). Les indices d’activité mesurés sur ces  différents clades suggèrent que les OTUs du clade
MGI.B  sont plus  actifs  que  ceux  du  clade  MGI.A,  même s’ils  ne  sont pas  les  plus  abondants dans
l'écosystème. Le clade MGI.C semble actif lorsqu'il  est présent, alors que le clade MGI.D ne  l’est  pas
toujours.
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Figure  1.15 :  Arbre  phylogénétique  incluant  les séquences  représentatives  des  OTUs  associés  au  groupe
d’archées marines MGI issues d’un échantillon prélevé sur le site de l'Observatoire microbien de Banyuls-sur-
Mer. Les séquences de référence extraites de GenBank sont en gras. Les OTUs abondants sont représentés en
rouge, les rares sont en bleu. Les valeurs de bootstrap >70 sont exprimées en pourcentage de 100 répliques
(barre d'échelle : 10% de divergence de séquence) (d’après Hugoni   et al.   2013  ).
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2.3.3   – Spécialisation de niches des communautés nitrifiantes le long d’un gradient de salinité  

L’eau, l’oxygène, le carbone, l’azote et l’hydrogène constituent 95% de la composition atomique des
organismes vivants qui puisent ces ressources de façon sélective dans leur environnement. La circulation
et le recyclage de ces éléments sont assurés via des flux de matière entre les organismes autotrophes,
hétérotrophes et l’environnement (on parle de cycles biogéochimiques). Ainsi, le bon déroulement de ces
cycles est assuré par une complémentarité écophysiologique des différents intervenants, et la pérennité
des écosystèmes est assurée par le maintien d’une autorégulation, ou homéostasie, entre ces différents
compartiments du cycle. Les micro-organismes y jouent un rôle primordial par leur implication dans des
fonctions très spécifiques, notamment dans le cycle de l’azote (Hugoni 2013). 

Dans le cadre du cycle de l’azote, la distribution des archées oxydant l'ammonium (AOA) dans les eaux
océaniques et les écosystèmes d'eau douce est bien établie  (Mincer et al.  2007, Galland et al.  2010,
Hugoni et al. 2013, Vissers et al. 2013), mais leur contribution relative par rapport aux bactéries oxydant
l'ammonium (AOB) reste floue en particulier dans les systèmes estuariens. En effet, alors que certaines
études rapportent que les AOB dominent dans des conditions estuariennes salines (Mincer et al. 2007),
d’autres montrent que les archées nitrifiantes (AOA) y sont souvent plus nombreuses (Beman et al.
2008) voire dominantes (Bernhard et Bollmann 2010). Dans ce contexte, la structure des communautés
nitrifiantes (part relative des AOA et AOB) dans les eaux de surface de l'estuaire de la Charente a été
suivie pendant 1 an (Hugoni   et al.    2015  ). La structure des communautés archéennes potentiellement
actives a été étudiée sur gradient de salinité par une approche de metabarconding ciblant la région V3-
V5 du gène de l'ARNr 16S.

La quantification de l'abondance du transcrit (ARN) du gène codant pour l’enzyme AmoA, impliqué dans
la réaction d’oxydation de l’ammonium a montré une transition dans les populations actives de l'AOB
dans les eaux douces à l'AOA dans les eaux marines (Hugoni   et al.   2015  ). Ceci est en accord avec des
études  précédentes  qui  suggèrent que  les  l’activité  nitrifiante  des  AOB  est inhibée  dans  un
environnement à haute salinité (Bernhard et al.  2007). Ces auteurs ont  toutefois montré que les AOB
présentaient une large gamme de tolérance à la salinité,  laissant à penser que d'autres paramètres
environnementaux doivent être pris en compte pour comprendre la dynamique de leur activité. 

La phylogénie réalisée sur les OTUs archéens affiliés au clade MGI  a permis de caractériser  six sous-
clades majeurs (Figure 1.16), reflétant l’existence de communautés distinctes le long de l’estuaire. Les
OTUs retrouvés en eau douce appartenaient principalement au clade A spécifique de ce compartiment et
au clade propre  aux sédiments,  tandis  que ceux isolés dans  les eaux mésohalines et  marines  sont
associés au clade A marin. Les OTUs communs aux stations d'eau douce et mésohaline appartiennent au
clade affilié aux sédiments, tandis que les OTUs spécifiques des stations mésohalines ou marines sont
principalement  retrouvées  dans  le  clade  A  marin.  Des  groupes  monophylétiques  associés à  une
variabilité  saisonnière de l'activité d'oxydation de l'ammonium ont été identifiés au sein du clade A
marin,  suggérant une spécialisation écologique de ces  clades qui  pourraient  constituer  de  possibles
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écotypes. Bien que les niches écologiques ne puissent pas être définies dans cette étude (il n’y a pas de
lien statistique clair avec  les paramètres environnementaux mesurés), ce travail confirme l'idée qu’au
sein des archées le clade MGI est composé de différents écotypes, comme précédemment proposé en
milieu  marin (Hugoni   et  al.    2013  ,  Sintes et  al.  2013)  et  lacustre (Auguet et  al.  2012,  Auguet  et
Casamayor 2013, Restrepo-Ortiz et al. 2013).

Figure 1.16: Arbre phylogénétique des OTUs archéens potentiellement actifs affiliés au clade MGI  issus de
trois  stations  le  long  de  l'estuaire  de  la  Charente.  Les  valeurs  de  bootstrap  >40  sont  indiquées.  Les
histogrammes  représentent  le  nombre  d'OTUs  dans  chaque  station,  dans  les  stations  d'eau  douce  et
mésohalines, dans les stations mésohalines et marine, et dans les trois stations. Les changements saisonniers
d’activité  pour  les  OTUs  de  la  station  mésohaline  au  sein  du  cluster  A  marin  sont  illustrés  par  une
iconographie (■ : septembre à novembre ; ● : avril à août ; ▲ : décembre à mars, d’après Hugoni   et al.   2015  ).
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3 –   U  ne meilleure estimation de la diversité ?  

Un point  majeur  dans les  études  des  communautés  microbiennes  est la  caractérisation  des  micro-
organismes présents  dans  l’environnement  et  donc  dans  l'échantillon.  L’un  des  principaux  constat
associé  à  l’étude  de  la  diversité  microbienne  par  des  approches  de  séquençage  NGS  réside  dans
l’augmentation importante du nombre d’OTUs caractérisés et donc de la richesse spécifique du monde
microbien (BOX 4). Cette accroissement de la richesse spécifique résulte notamment d’une plus grande
profondeur d’échantillonnage des milieux étudiés, ce qui permet d’accéder à des espèces microbiennes
minoritaires dans les écosystèmes et non encore décrites.  Cette diversité insoupçonnée est souvent
appelée microbial dark matter en référence à la matière noire des physiciens.
Certains  auteurs  remettent  cependant  en  cause  une  partie  de  cette  diversité  nouvelle  et  rare,  et
argumentent que celle-ci est la conséquence du traitement inapproprié des séquences ayant accumulé
de multiples erreurs lors  des étapes d’amplification et de séquençage inhérentes au  metabarcoding
(Sogin et al. 2006, Quince et al. 2009, ). Ces erreurs peuvent en effet fausser l’image des communautés,
tant sur l’estimation du nombre que de la taille ou des contours des OTUs générés. Récemment, les OTUs
ont été remis en cause au profit de ESV (Exact Sequence Variant), en particulier dans le contexte de
l’estimation de la richesse spécifique dans les écosystèmes.

3.1 – Les variants exacts de séquences

3.1.1 –   A  lgorithmes de   débruitage  

Les  procédures  de  débruitage des  données  de  séquençages  pour  limiter  l’inflation de  la  richesse
spécifique  consiste  à  appliquer  une  correction  sur  les séquences  d’amplicons  identifiées  comme
suspectes. Il s’agit d’un traitement bio-informatique des données issues du séquençage visant à inférer
l’ensemble des séquences-type présentes dans l’échantillon au départ, pour pouvoir ensuite identifier les
variants de séquences (Exact Sequence Variant -  ESV) et les réaffecter à leur séquence type originale.
Les  premières  méthodes  de  correction  d'erreur  ont  été  développées  pour  traiter  les  séquences
artéfactuelles issues d séquençage Roche 454 (Quince et al. 2009, 2011, Reeder et Knight, 2010, Rosen
et al. 2012). Elles ont par la ensuite été adaptées aux plateformes Illumina et sont en cours d’adaptation
pour celle PacBio (Callahan et al. 2019).

Trois approches de  débruitage ont été développées pour traiter des lectures issues des technologies
Illumina.  Toutes  s’accordent  à  considérer  l’abondance  des  lectures  comme  un  marqueur  de  leur
inexactitude et modélisent, soit les erreurs de séquençage directement, soit les effets des erreurs de
séquençage sur la distribution des lectures erronées dans le jeu de séquences pour inférer les séquences
vraies, c’est-à-dire celles présentes dans l’échantillon au départ. Par ordre chronologique, les trois outils
les plus couramment cités sont UNOISE2 (Edgar 2016), DADA2 (Callahan et al. 2016) et DEBLUR (Amir et
al. 2017).
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UNOISE2 (Edgar 2016 – Figure 1.17) utilise une stratégie de clusterisation gloutonne des lectures triées
par ordre d’abondance décroissant. Cet outil est basé sur l’idée que les erreurs issues de l’amplification
par PCR, puis du séquençage, vont générer un nuage de séquences dérivées d’une séquence d’origine
telles que  les séquences ayant accumulé des erreurs tôt dans le processus seront plus abondantes et
auront  accumulé  plus  d’erreurs.  Celles-ci seront  donc  plus  distantes  (moins  semblables)  que  les
séquences ayant accumulé des erreurs plus tardivement. A partir d’un  type de séquence, il  est alors
possible de définir une représentation grossière du phénomène d’accumulation des mutations par un
modèle  phénoménologique,  c’est-à-dire  estimé  à  partir  des  observations  représentant  le  biais
d’abondance B(C,M) maximal autorisé pour une séquence M par rapport à une séquence C. Il s’agit en
fait de comparer l’abondance d’une séquence M à la valeur du biais d’abondance prédit B(d) à un seuil
de divergence donné d. Si l’abondance de M est supérieure au biais d’abondance prédit B(C,M) entre les
séquences M et C, alors la séquences M est trop abondante pour que sa présence dans l’échantillon
puisse être expliquée par l’amplification d’une séquence erronée issue du C et cette séquence formera
un zOTU (zero-radius OTUs). Dans le cas contraire, la séquence M est inclue dans C dont l’abondance est
corrigée en conséquence.

Figure 1.17 : Débruitage par UNOISE2 : les séquences dérépliquées constituent des séquences types traitées
par ordre d’abondance décroissante. La distance entre chaque séquence type et le type le plus abondant est
calculée, ainsi que son biais d’abondance maximal. Si l’abondance de la séquence type évaluée, rapporté à sa
distance au type le plus abondant est  inférieure au biais d’abondance maximal théorique, la séquence type
sera incluse dans le cluster du type de la séquence la plus abondante (d’après Edgar 2016).

DEBLUR (Amir et al. 2017 – Figure 1.18) est basé sur une stratégie de ré-estimation des abondances des
différents types d’amplicons à partir  de l’estimation de l’abondance des lectures erronées issues du
séquençage. On part ici du principe que les erreurs de séquençage sont aléatoires mais que leur nature
précise ne peut être connue. Il s’agit alors de modéliser une approximation de ces erreurs en estimant i)
la probabilité moyenne d’obtenir une séquence erronée et ii) la limite supérieure de la probabilité B(K)
pour un amplicon avec une abondance T dans l’échantillon, de générer une lecture avec K erreur.
Partant du principe que les types de séquences les plus abondants correspondent à des séquences vraies
de l’échantillon, on peut à partir d’une  séquence de type i, et pour chaque autre  séquence de type j
distante de (différant de)  K nucléotides, estimer la proportion de séquences de type j correspondant à
une  lecture  issue  de  i  mais  ayant  accumulée  K  erreurs.  Il  devient  alors  possible  de  proposer des
abondances corrigées pour chaque type de lecture dans le jeu de données. L’approche est répétée pour
les différents types de séquences considérées par ordre d’abondance décroissante. Si l’abondance d’un
type vient à devenir nulle, le type est supprimé. Les types maintenus à l’issue de cette analyse sont
appelés sub-OTU. 
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Figure 1.18 : Débruitage par DEBLUR (Amir et al. 2017). Pour un type de séquence avec un abondance donnée,
connaissant la probabilité qu’une séquence produite à partir d’une séquence type soit erronée, on peut esti-
mer le nombre total de séquences (justes ou contenant des erreurs) correspondant à cette séquence type
dans le jeu de données avant séquençage et donc corriger l’abondance attendue pour cette séquence type. 1 –
Soit ci le nombre de séquences de type ri ; c’i le nombre de séquences de type ri dans l’échantillon d’origine.
On cherche à corriger ci et inférer c’i ; 2 – On calcule une approximation de c’i ; 3 - c’i = ci *(1 / 1 - a) où a est
la probabilité moyenne d’obtenir un misread (0.5% par défaut).

DADA2 (Callahan et al.  2016 – Figure 1.19) est l’adaptation pour Illumina d’une méthode initialement
développée  pour la technologie Roche 454 (Rosen et al.  2012). L’approche consiste à i) modéliser les
erreurs de séquençage et ii) estimer une p-value d’abondance pA associée au fait qu’une séquence de
type i soit trop abondante pour être expliquée par des erreurs de séquençage. Cette méthode utilise les
données  qualitatives associées aux lectures pour estimer un modèle d’erreur propre à chaque jeu de
données. 
A partir d’une partition initiale unique, contenant l’ensemble des types de séquences, et considérant le
type le plus abondant comme séquence de référence de cette partition, la probabilité d’abondance pour
chaque autre type dans la partition est calculée. Si les probabilités d’abondance minimale pour les types
minoritaires sont inférieures au seuil WA – paramètre du logiciel, ces types minoritaires sont extraits de
la partition initiale pour former le type de référence d’une nouvelle partition (une pA faible indique qu’il y
a plus de séquences de ce type qu’attendu par le seul fait des erreurs de séquençage). Chaque type de
séquence restant est ensuite comparé aux différents types de référence et assignés à la partition à
laquelle il  ressemble le plus. Ce processus est répété tant que de nouvelles partitions sont inférées.
Enfin, chaque partition est résumée par sa séquence de référence pour constituer un ASV (Amplified
Sequenced Variant) dont l’abondance sera égale à la somme des abondances de tous les types inclus
dans la partition.

Figure 1.19 : Débruitage par DADA2 (Callahan et al. 2016). On peut modéliser le nombre de séquences de type
i qui sont produites à partir d’un amplicon de type j, sachant qu’on a effectivement observé une lecture de
type i. Ceci définit la probabilité d’abondance pA de la séquence de type i si celle-ci est la conséquence d’un
séquençage erroné d’une séquence originale de type j. La probabilité d’abondance  pA permet de quantifier
l’idée qu’une séquence de type i est trop abondante pour être expliquée seulement par des erreurs de PCR et
de séquençage. Elle est d’autant plus faible que la probabilité des erreurs de substitutions est faible.
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DADA2 a récemment été adapté pour pouvoir traiter également des lectures CCS PacBio (Callahan et al.
2019). Ceci implique une modification de la structure de données utilisées pour gérer des séquences
longues et une optimisation de la procédure de comparaison des séquences par paires. Enfin, le modèle
d’erreur a été modifié de manière à coller au plus près au schéma d’erreurs caractérisant le séquençage
PacBio.

Sur des aspects techniques, DADA2 est un package R qui nécessite d’avoir les données brutes au format
fastq.  UNOISE3 et  DEBLUR peuvent  traiter  des  lectures  paired-end assemblées.  DADA2 et  UNOISE3
peuvent traiter des échantillons  réunis (échantillons  poolés), ce qui permet de prendre en compte les
erreurs de type batch (Nearing et al. 2018), alors que DEBLUR utilise une stratégie de parallélisation sur
les échantillons pour réduire le temps de traitement des données (Amir et al.  2017).  Tous ces outils
possèdent un étape de détection des chimères.

Différentes études comparant ces outils sur des données issues de communautés contrôlées (ou mock)
ont montré que le nombre d’ESV restitués est dans tous les cas supérieur au nombre d’organismes
présents dans les communauté initiales, mais inférieur au nombre d’OTUs obtenus par les approches par
clusterisation (Nearing et al.  2018, Prodan et al.  2020). DADA2 est l’outil le plus sensible, mais produit
plus d’ESV douteux,  tandis que UNOISE et  DEBLUR présente une meilleure spécificité (Prodan et al.
2020).  UNOISE3 tend à trouver plutôt  les  ESV les plus  abondants.  DADA2 est plus sensible  pour la
détection  des  taxa  rares,  mais  reste  moins  sensible  que  les  approches  par  OTU.  Enfin,  bien  que
retrouvant le moins d’ESV en géneral, DEBLUR présente une bonne stabilité, c’est-à-dire qu’il permet de
retrouver les mêmes unités de diversité lorsque les échantillons sont traités indépendamment (ceci peut
être intéressant quand on souhaite exploiter des échantillons existants à partir de ressources telles que
le Earth Microbiome Project – Amir et al.  2017).  Bien que ces approches soient efficaces pour détecter
des  taxa  abondants,  leurs  résultats  ne  sont  que  partiellement  chevauchants  (Figure  1.20).  Ceci
s’explique en partie par leur particularité dans la manière de capter les séquences de faible abondance.

Figure 1.20 :  Comparaison des approches UNOISE,  DEBLUR et DADA2. A –  Abondance des ESV prédits  en
fonction de la distance (Hamming) à la référence (sur communauté mock – DADA2 retrouve l’ensemble des ESV
attendus mais prédit aussi quelques ESV faux, UNOISE et DEBLUR ne produisent aucun ESV suspect mais ne
retrouvent pas les ESV peu abondants, effectivement présents dans le jeu de données. B – Recouvrement des
ESV détectés par les trois méthodes de  débruitage sur une communauté réelle, après filtrage des lectures
rares (< 0.002% du jeu de données) (adapté de Prodan et al. 2020).
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BOX 4 – Estimation de la diversité spécifique

La diversité alpha permet de décrire la biodiversité d’un milieu en termes du nombre d’espèces présentes,
pondérées par leur abondance ou replacées dans un contexte phylogénétique. Cette diversité alpha se
décline à travers :
 L’estimation de la richesse   spécifique  , correspondant au dénombrement des différentes espèces qui

constituent cette diversité. En écologie microbienne, la richesse est approximée par le comptage des
OTUs ou ESV identifiés dans l’échantillon analysé.

 L’estimation d’indices de  diversité spécifique (tels que les indices de Shannon, de Simpson ou le
Schao)  qui  intègrent  l’abondance  relative  des  OTUs  et estime  l’équitabilité (evenness)  des
différentes unités taxonomiques dénombrées.

 L’estimation  d’indices  de  diversité  phylogénétique (tel  que  l’indice PD,  Faith  1992),  qui  est  une
généralisation de la richesse spécifique. En plus de considérer le nombre d’unités taxonomiques
différentes dans l’échantillon,  ces indices  prennent en  compte la proximité évolutive des unités
considérées. Ces indices peuvent selon leurs propriétés prendre en compte l’abondance relative
des unités taxonomiques ou leur entropie (Webb et al. 2000).

Les courbes de raréfaction représentent la richesse spécifique (ici des OTUs) d’un échantillon pour un
nombre donné d'observations (ici le nombre de séquences d'ADN produit, également appelé profondeur
de séquençage).  Lorsque la richesse spécifique d’une communauté est suffisamment échantillonnée, la
courbe de raréfaction forme un plateau indiquant qu’un échantillonnage supplémentaire ne permettra pas
de capter plus de richesse spécifique. 

3.1.  2   – Comparaison des approches OTU   et   ESV pour caractériser la richesse taxonomique  

De  nombreuses  études  ont  été  réalisées  pour  évaluer  les  biais  découlant  de  l'utilisation  du
metabarcoding dans la description de la richesse et de la diversité microbienne via la génération d’OTU
(Huse et al. 2007, Quince et al. 2009, Kunin et Hugenholtz, 2010). Il a ainsi été observé que les courbes
de raréfaction, qui visent à estimer la richesse spécifique du milieu, pouvaient voir leur profil changer en
fonction de la profondeur de séquençage considérée (Roesch et al. 2007). Sur la base de sous-ensembles
de différentes tailles d’un jeu de séquences initial et une clusterisation en liaison complète, ces auteurs
ont observé des courbes de raréfaction plus pentues lorsque le nombre de séquences  considérées est
grand. Cette observation est en contradiction avec le comportement attendu d'une telle courbe et remet
en question  le  principe  fondamental  selon  lequel  la  diversité  d'une  communauté  entière  peut  être
estimée à partir d'un échantillon séquencé (He et al. 2015). Ces résultats peuvent en partie s’expliquer
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par le choix de la méthode de clusterisation (complete-linkage) qui, bien que garantissant une identité
minimale entre toutes les séquences d’un OTU, s’avère être trop stricte dans un contexte de NGS. Ils ont
cependant le mérite de souligner l’impact du choix de la méthode dans la définition des OTUs et des
propriétés du jeu de données dans la description de la richesse spécifique d’un milieu.

Si  la clusterisation  en  liaison  complète  ne  permet  pas une  estimation  fiable  de  la  richesse  d’un
environnement dans un contexte NGS, les méthodes alternatives présentent d’autres inconvénients. Le
reproche majeur qui est fait aux méthodes gloutonnes ou non seuillées est qu’elles tendent à agréger les
amplicons issus de variants de séquences pouvant correspondre à des unités de diversités proches mais
distinctes  (espèces  ou sous-espèces,  voire  genre),  tout  en étant  peu efficaces  dans  l’agrégation de
séquences divergentes ayant accumulé des erreurs d’amplification et de séquençage. Ceci à pour effet
d‘augmenter le nombre d’OTUs produits (Kunin et al.  2010), tout en  masquant la micro-diversité qui
pourrait exister.
L’accroissement des valeurs de richesse spécifique estimées dans les études de metabarcoding est pour
beaucoup associé à une proportion importante d’OTUs représentés par une unique ou un faible nombre
de séquences, correspondant pour la plupart à des déviants de séquençage. Afin de pallier ce problème,
les  OTUs  en  faible  abondance  sont  en  général  supprimés  du  jeu  de  données,  au  risque  d’éliminer
également des OTUs rares. Il existe plusieurs stratégies pour écarter ces OTUs peu abondants, depuis la
suppression des singletons, en passant par la suppression des OTUs représentant moins d’une proportion
définie du jeu de séquences initial, soit à l’échelle du jeu de séquences global, soit à l’échelle de chaque
échantillon lors de l’analyse de plusieurs échantillons (Pedros-Alio 2006, Sogin et al. 2006, Campbell et
al. 2011, Hugoni   et al.   2013  ).

Les ESV permettent de réduire la diversité suspecte de l’échantillon de manière plus efficace que les
OTUs (Johnson et al.  2019) Cependant, des ESV différents peuvent faire référence à une même espèce
(ou sous-espèce) lorsque les génomes des organismes considérés possèdent plusieurs loci polymorphes
de l’opéron ARNr. Or il n’est pas rare de retrouver des variants de copies de l’ARNr au sein d’un même
génome pour une proportion significative de génomes bactériens (Acinas et al.  2004, Sun et al.  2013,
Stoddard et al.  2015) et eukaryotes (Zhu et al.  2005).  Ainsi, les ESV tendent à  restituer une diversité
génétique plutôt que qu’une diversité spécifique (Brandt et al. 2021) et d’un point de vu conceptuel, la
désignation d’une unité de base de diversité à travers les ESV, bien que pour des raisons différentes, ne
semble  pas  plus  satisfaisante  que  la  définition  historique  d’un  OTU  pour  caractériser  la  diversité
spécifique d’un  écosystème.  Dans  leur article  de  2019 Callahan et  collaborateurs affirment : « nous
mettons  en  garde  contre  la  conclusion  selon laquelle  la  quantification  des  ESVs est  préférable  aux
approches plus traditionnelles basées sur les OTUs. Cette conclusion suppose que les ESVs représentent
une  unité  taxonomique  plus  significative  que  les  OTUs.  Étant  donné  que  la  majorité  des  isolats
bactériens que nous avons séquencés contenaient des copies multiples et variantes du gène 16S dans
leur génome, cette hypothèse peut ne pas toujours être correcte » (Callahan et al. 2019). Aussi, lorsque
des variants génomiques de la séquence de l’ARNr 16S au sein d’un génome sont identifiés, ces auteurs
proposent de les regrouper au sein d’un “bin” représentant l’espèce, en analysant À travers différents
échantillons  la distribution (ou  la co-occurence) des OTUs rares  et abondants partageant une même
affiliation taxonomique (tel que proposé par exemple dans Frøslev et al. 2017) On ne peut cependant pas
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exclure que des ARNr homologues partagent strictement la même séquence entre souches proches,
alors que d’autres peuvent avoir accumulé des SNP (Johnson et al. 2019). 

3.2 – Apport des unités phylogénétiques de diversité

3.2.1   - Calibration   in situ   des unités taxonomiques opérationnelles (OTU)  

Afin  de  proposer  une  image  plus  juste de  la  structure  des  communautés  microbiennes,  Sun  et
collaborateurs préconisent  une validation expérimentale  de la caractérisation des OTUs par l'ajout de
séquences connues dans le jeu de données (Sun et al.  2012). Cette approche a été appliquée dans le
cadre d’une collaboration avec Jean-François Mangot (doctorant dans l’équipe) concernant la dynamique
à court terme des communautés d’eucaryotes unicellulaires du lac Léman (Mangot   et al.    2013  ). Dans
cette étude, un témoin interne, produit PCR issu du clonage d'une séquence d'ARNr 18S de Blastocystis
hominis sous-type 4, a été ajouté à hauteur de 1 % de la quantité d’ADN dans chaque échantillon. Au
delà  de  l’utilisation  de  ces  séquences  pour  calibrer  la  normalisation  quantitative  des  différents
échantillons, celles-ci nous ont permis i) de caractériser les erreurs de séquençage (ici Roche 454) et ii)
de déterminer la méthode et un seuil de clusterisation les plus adaptés aux données produites  pour
générer les OTUs. La meilleure procédure de clusterisation est celle qui regroupe toutes les séquences de
B. hominis dans un même OTU. Il est apparu que 64 % des séquences de ce témoin interne constituent
des  variants  de  la  séquence  initiale.  Parmi  eux,  97 %  sont  des  séquences  uniques,  résultant pour
l’essentiel de substitutions.

Tableau 1.2 :  Nombre  et  structure  des  OTUs  générés  par  différentes  méthodes  de  clusterisation  et  pour
différents seuils de similarité à partir des séquences affiliées à Blastocystis hominis. UCLUST implémente une
heuristique de clusterisation gloutonne. Mothur permet des clusterisations par liaison simple (NN), liaison
complète (FN) ou liaison moyenne (AN) à partir d’une matrice de similarité entre séquences (d’après Taib
2013).

La meilleure approximation de la séquence type de B. Hominis a été obtenue avec la méthode UCLUST
au seuil  de 95 % d’identité sans qu’il  ne soit possible de générer un unique OTU  (Tableau 1.2).  Une
séquence présentant une divergence extrême (74 % d’identité) forme en effet un singleton. cependant,
une phylogénie réalisée sur le groupe des  Stramenopiles contenant l’ensemble des séquences de  B.
hominis et  la  séquence  de  référence  du  sous-type 4  a  permis  de  constater  que  les  séquences
expérimentales forment un groupe monophylétique incluant la séquence du singleton (Figure 1.21). Ces
résultats  sont  en  adéquation  avec  l’idée  générale  que  les  OTUs  composés  de  singletons  sont  des
éléments majeurs associés à l’inflation de la richesse spécifique observées dans les écosystèmes depuis
l’avènement des techniques de NGS. Ces résultats suggèrent que l’utilisation d’unité phylogénétique de
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diversité, c’est-à-dire des unités taxonomiques définies sur la base de groupes monophylétiques, sont
plus à même de décrire la diversité dans les écosystèmes (Debroas et al. 2017).

Figure 1.21 : Phylogénie des Stramenopiles. 1948 séquences de Blastocystis hominis identifiées dans le jeu de
données avec  les  séquences  de  référence.  L’ensemble  des  séquences  de  B hominis constitue  un  groupe
monophylétiques,  incluant  la  séquence  22_G2SRB0Y01AU4G3  qui  forme  un  singleton  au  seuil  de  95 %
d’identité  avec  l’algorithme  UCLUST.  Les  séquences  de  référence  sont  représentées  par  leur  numéro
d’accession dans genbank (d’après Taib 2013).

Collaborations
- Jean-François MANGOT - Isabelle DOMAIZON

3.2.2   – Clusterisation   emboîtée  

Des approches de clusterisations  emboîtées  ont  été  proposées pour  pallier  l’inflation de la  richesse
observée dans les études de metabarcoding. Celles-ci peuvent être basées sur l’application successives
d’algorithmes de clusterisation en en OTUs utilisant des seuils décroissants d’identité (Huse et al. 2010),
la combinaison d’approches de débruitage et de clusterisation (Frøslev et al. 2017, Brandt et al. 2021),
ou l’association d’approches de clusterisation ou de débruitage avec l’analyse de réseaux de similarité
de  séquences  (Forster  et  al.  2019).  Elles  permettent des  regroupements  entre  OTUs  faiblement
abondants  ou entre des OTUs rares  et des OTUs abondants, sans que cela n’affecte la structure des
communautés. L’impact de ces doubles clusterisations semble cependant moins critique que les étapes
de pré-traitement  des  données  (nettoyage,  suppression des  lectures  peu abondantes,  détection  des
séquences chimériques – Bonder et al. 2012) sur la génération ultérieure des OTUs (Botnen et al. 2018).
Cette approche peut par contre masquer la micro-diversité dans les écosystèmes.  Edgar (Edgar 2016)
argumente que les sous-espèces sont relativement rares et que les agréger serait relativement bénin.
Cependant,  si  les  variants  de  séquence  reflètent  une  diversité  fonctionnelle  ou  une  spécialisation
écologique, l’application de différents seuils pour la délimitation des OTUs peut influencer notre capacité
à interpréter l'écologie de ces unités de diversité. En effet, les séquences contenues dans un OTU généré
sur  la base d’un seuil  d'identité ne sont  pas  toujours  monophylétiques  ,  ce qui  peut  impliquer  une
hétérogénéité écologique au sein de l’OTU (Koeppel  et Wu 2013). Par ailleurs, pour avoir des résultats
semblables en termes de richesse ou d'abondance, les seuils de clusterisation à appliquer ne sont pas
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les mêmes  suivant l’algorithme de clusterisation considéré (Schloss  et Handelsman, 2005, Schloss  et
Westcott, 2011).

3.2.3   – Approche phylogénétique pour l’analyse de la diversité microbienne  

S’il  semble difficile de détecter toute la diversité présente dans un environnement, sans pour autant
produire d’unités de diversité (ESV ou OTU) « suspectes », une solution est d’interpréter cette diversité
dans un contexte relatif. Ainsi, une solution alternative pour étudier la diversité à partir des amplicons
est d'intégrer les OTUs ou ESVs dans des phylogénies afin de caractériser les relations entre ces unités
opérationnelles entre elles et avec les espèces connues ou de référence  (Taib   et al.    2013  , Yarza et al.
2014). Ces approches permettent par ailleurs de prendre en compte  la vitesse d'évolution différentielle
entre  les  espèces  (Caron et  al.  2009,  Koeppel  et  Wu  2013,  Brown et  al.  2015).  Elles fournissent
également une représentation de l'ascendance génétique des unités de diversité comparées et peuvent
fournir des indications sur les mécanismes qui façonnent les communautés locales, tels que le filtrage
environnemental et la compétition (Webb et al. 2002, Cavender-Bares et al. 2009). L’intégration d’OTUs
au sein de phylogénies permet la détection de clades locaux écologiquement significatifs au sein d’une
topologie fiable et la définition d’unités phylogénétiques de diversité (Operational phylogenetic unit –
OPU ; Rossello-Mora et Lopez-Lopez 2008). Une telle approche a été implémentée dans PANAM (Taib   et  
al.   2013  ), à laquelle a été associé le calcul de divers indices de diversité phylogénétique (PD, NRI, NTI -
Faith 1992, Webb et al. 2000) et a été recommandée en 2014 pour la définition d’unités taxonomiques
candidates (CTU) et engager une réflexion sur la définition des rangs taxonomiques de ces CTU dans un
contexte de systématique microbienne (Yarza et al. 2014).

4   - Perspectives  

Les  travaux  de  metabarconding pour  la  caractérisation  des  communautés  microbiennes  de
l’environnement  ont profité ces  quinze dernières  années  des  développements  technologiques  de
séquençage de seconde génération. Celles-ci, de par la profondeur de séquençage qu’elles  autorisent,
ont permis de façonner l’image d’une diversité jusqu’ici inconnue, au dépend d’une perte de précision du
signal permettant la délimitation et l’affiliation des unités de diversité.

Les technologies de séquençage de troisième génération (TGS) permettent de produire des séquences
de grande longueur à haut débit, à des profondeurs de séquençage cependant plus modestes. C’est le
cas notamment de la technologie PacBio – CSS dont le taux d’erreur est maintenant suffisamment faible
pour envisager de l’utiliser dans le contexte d’analyse de diversité (Wagner  et al.  2016, Heeger  et al.
2018, Tedersoo et al. 2018, Jamy et al. 2019, Okasaki et al. 2021). Les technologies TGS vont permettre
d’obtenir des données de  metabarcoding avec un signal phylogénétique accru, et une caractérisation
plus précise des communautés. Dans ce contexte l’approche implémentée dans PANAM, est tout à fait
adaptée et directement utilisable pour l’analyse de séquences complètes de l’ARNr 16S et 18S. Ceci
n’empêche cependant pas d’envisager l’amélioration de cet outil, en le rendant notamment plus efficace
dans le traitement des séquences de grande longueur. On peut ainsi envisager l’ajout de fonctionnalités
(par exemple, améliorer le lien entre les outils de production d’ESV et l’annotation phylogénétique par
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PANAM)  et  le  remplacement  de  certains  outils  par  des  outils  de  nouvelle  génération  (notamment
l’utilisation d’outils HMM optimisés (Zheng et al.  2018), ou le remplacement de FastTree par Very Fast-
Tree - Piñeiro et al. 2020) et l’extension de sa base de référence à une plus large gamme de marqueurs.
Ce dernier point mérite cependant une réflexion plus fine, dans la mesure où il s’agit alors d’organiser
une information biologique qui nécessite une expertise approfondie. Par ailleurs, alors que l’information
biologique  qui  accompagne  les  séquences  de  l’ARNr  16/18S  est  riche,  les  données  de  référence
associées aux marqueurs alternatifs (ITS, ARNr 28S) le sont beaucoup moins et sont, dans certains cas,
restreintes à certains groupes taxonomiques (Okasaki et al. 2021). Enfin les variations de la longueur de
la région ITS entre les taxa et la présence d’introns à l’extrémité de l’ARNr 18S chez les eucaryotes
risque de complexifier l’exploitation de ces données (Tedersoo et Anslan 2019). 
Le  développement des  technologies  TGS offre  également  l’opportunité  d’enrichir  et  de  densifier  les
bases de données de référence pour ces différents marqueurs. Dès lors, il apparaît primordial de réfléchir
à la conception d’un système ou d’une base de référence qui  pourra s’enrichir  de ces informations.
Comme il a été souligné, différents marqueurs (ou différentes régions d’un marqueur) peuvent amener à
différentes lectures de la diversité d’un écosystème. Au delà de l’enrichissement de la base de référence
de  PANAM  en  séquences  pleine  longueur,  il  apparaît  important  de  s’assurer  de  la  cohérence  des
informations fournies à l’utilisateur. Dans ce contexte, et dans le cadre d’un projet de séquençage TGS
(en cours), l’analyse comparative de données issues de séquençage NGS et TGS pour étudier la diversité
des eucaryotes unicellulaires lacustres (volet  metabarcoding du projet MICROSTORE, partie III),  nous
permettra d’évaluer l’apport relatif de ces différentes technologies en terme de diversité captée (Illumina
permet de capter plus de diversité rare), mais également en terme de précision des affiliations produites
ou dans la définition et la représentativité des OTUs/ESVs. 

Concernant la caractérisation des unités de diversité pertinentes d’un point de vue méthodologique ou
écologique, il me semble nécessaire de continuer à travailler sur la définition des unités phylogénétiques
de diversité.  En effet,  bien que permettant  de regrouper  des OTUs minoritaires  avec les OTUs plus
abondants dont ils sont issus du fait d’erreurs de séquençage, la définition des limites de ces unités n’est
pas  totalement résolue.  S’il  est  possible  d’utiliser  des  critères  statistiques,  comme par  exemple  le
bootstrap pour  en désigner les limites,  rien ne garantit qu’un OTU divergent « réponde  de manière
satisfaisante » à un tel critère. Par ailleurs, le positionnement des OTUs au sein d’une phylogénie ne
résout pas la question de la paraphylie des écotypes constatée par Koeppel et Wu lorsque les séquences
sont préalablement clusterisées en OTUs, alors même que ceux-ci s’imposent pour réduire la taille des
données à traiter. Une piste pour avancer sur ces questions pourrait consister à travailler les unités de
diversité phylogénétique en sélectionnant des groupes monophylétiques larges pour définir des unités de
diversité  grossières  qui  seraient  ensuite  réévaluées  individuellement.  On  pourrait  alors considérer
l’ensemble des types de séquences incluses dans chaque groupe monophylétique et chercher à produire
le meilleur partitionnement de ces séquences. L’exploitation des informations phylogénétiques propres
aux séquences types, associées aux informations d’abondance, de co-occurence ou l’exploration des
propriétés des graphes produits par l’analyse de ces séquences types pourrait ainsi offrir une alternative
« éclairée » aux approches de clusterisation gloutonnes.
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PARTIE II

APPROCHE CELLULE UNIQUE

DYNAMIQUE EVOLUTIVE DU PANGENOME A
L’ÉCHELLE   D’UNE POPULATION NATURELLE  
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Préambule

Les développements méthodologiques présentés ci-avant et en particulier la définition d’OTUs sur des
jeux  de  données  issus  de  séquençage  de  deuxième  génération  m’a  conduite,  comme  d’autres,  à
m’interroger sur la notion d’unité taxonomique chez les  micro-organismes. Dans les faits, la définition
d’un OTU basé sur un seuil de similarité entre les séquences du gène de l’ARNr (16S et 18S) ou de l’ITS
(pour les Fungi ou certains groupes bactériens comme par exemple le genre Prochlorococcus), bien que
couramment utilisé, peut conduire à la génération d’unités taxonomiques dont les contours peuvent
varier en fonction des méthodes de clusterisation utilisées (He et al.  2015). De plus, ces marqueurs ont
la particularité d’évoluer, soit plus lentement (ARNr), soit plus rapidement (ITS) que le reste du génome
(Huse et  al.  2008,  Liu et  al.  2008).  Ceux-ci  ne  sont  donc  pas  nécessairement  représentatifs  de  la
divergence des  espèces à l’échelle  des  génomes entiers  (Daubin  et al. 2002).  Le fait  de  cibler des
régions spécifiques de ces marqueurs peut également avoir un impact sur la taxonomie restituée par ces
approches  (Taib   et  al.    2013  ,  Mysara et  al.  2017).  Les  unités  taxonomiques  obtenues  à  l’issu d’une
analyse  de  metabarcoding ne  reflètent  par  ailleurs  pas  nécessairement  des  unités  biologiques
cohérentes  soutenues  par  des  mécanismes de spéciation clairs,  en particulier  pour  représenter  des
unités de diversité spécifique de niches écologiques particulières. Alors que l’analyse d’amplicons sur la
base de modèles  d’évolution  écotypique produit  des  groupes  monophylétiques  correspondant  à des
écotypes  avérés  (Koeppel et  al.  2008),  les  OTUs  construits  à  partir  des  mêmes  jeux  de  données
regroupent des séquences associées à des écotypes différents (Koeppel et Wu 2013). Ces résultats sont
retrouvés pour des seuils de clusterisation allant de 97 à à 99 % d’identité.
Au  delà  de  ces  limites,  l’éclairage  fonctionnel  apporté  par  les  approches  de  metabarcoding n’est
qu’indirect dans la mesure où l’inférence d’un rôle fonctionnel pour une unité taxonomique donnée est
conditionnée  par  sa  proximité  phylogénétique  avec  un  groupe  taxonomique  caractérisé.  Cette
caractérisation  indirecte  peut  cependant  apparaître  limitante,  en  particulier  si  aucun  groupe
taxonomique proche des unités taxonomiques étudiées n’a de rôle fonctionnel connu.
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Alors que le  metabarcoding permet une caractérisation taxonomique des communautés par l’analyse
d’un  gène  marqueur  universel,  la  métagénomique  permet  une  caractérisation  fonctionnelle  des
communautés  grâce  au  séquençage  de  l’ensemble  des  génomes  présents  dans  un  échantillon
environnemental  (Handelsman et al.  1998, Rondon et al.  2000, Rodriguez-Valera 2002,  Venter et al.
2004,  Debroas   et al.    , 2009  ). La métagénomique peut être complétée par le séquençage de génomes
issus de cellules uniques (SAG) isolées de l’environnement. Les SAGs permettent alors non seulement de
caractériser le potentiel fonctionnel des organismes, mais également de comprendre ce qui se passe à
l’échelle de la cellule en ciblant son transcriptome (Stuart et Satija 2019, Liu et al. 2019, Kuchina et al.
2021). Ainsi,  la génomique environnementale permet à travers la métagénomique et l’acquisition de
SAGs, d’étudier la diversité taxonomique et fonctionnelle des communautés naturelles, depuis l'échelle
individuelle jusqu'à la communauté, en passant par l'étude des populations (Kashtan  et al. 2014, Rinke
et al. 2013). Le séquençage de cellules uniques permet par ailleurs d’accéder à la diversité génomique
de populations libres de l’environnement et d’apporter un éclairage populationnel et évolutif nouveau, in
situ, complémentaire aux travaux développés sur les espèces modèles ou sur les souches classiquement
étudiées en laboratoire.

Les approches de génomique environnementale ont permis de confirmer que la plupart des espèces
bactériennes ne sont  pas clonales (Venter et al.  2004, Vergin et al.  2007, Rosen et  al.  2015)  et se
caractérisent  par une  diversité  de  contenu  en  gènes  au  sein  des  génomes  d’une  même  « espèce
microbienne »  (Coleman et  al.  2006,  Bhaya et  al.  2007,  Biller et  al.  2014),  associée  à  une
compartimentation  spatiale  de  ceux-ci.  Ces  observations  ne  sont  pas  sans  conséquences  sur  notre
compréhension du fonctionnement et de la dynamique des communautés microbiennes et impliquent de
comprendre les processus associés à la mise en place et à l’évolution des gènes qui sous-tendent les
fonctions biologiques dans les écosystèmes. Pour cela, il est nécessaire :

 De  caractériser  les  unités  de  diversité  pertinentes  dans  l’écosystème  et  de  comprendre
comment elles se constituent et se maintiennent ;

 D’étudier,  à  l’échelle  de  ces  unités  de  diversité,  les  facteurs  évolutifs  qui  impactent
l’organisation, l’expression et la dynamique évolutive des génomes microbiens.

A l’échelle  des  micro-organismes, les temps de génération sont courts, de sorte que les fréquences
alléliques dans les populations peuvent changer suffisamment rapidement pour affecter des interactions
écologiques, ces deux processus évoluant sur une échelle de temps similaire (Messer  et al. 2016, Good
et  al.  2017).  Le  fait,  que  chez  les  micro-organismes,  les  processus  écologiques  (changement  de
l’abondance des  individus  dans  le  temps)  dans  les  communautés  microbiennes  se  superposent aux
processus évolutifs (changement de la fréquence des gènes dans le temps) (Shapiro 2018) a conduit de
nombreux auteurs à argumenter que la génomique des populations microbiennes ne peut être séparée
de leur écologie. Les interactions entre les processus écologiques, populationnels et évolutifs dans les
populations naturelles restent cependant très mal connues.
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Le travail  de recherche que je présente dans cette deuxième partie se positionne sur ces questions
émergentes  en génomique  évolutive  et  environnementale.  Il  concerne plus  précisément  l’étude des
processus évolutifs qui gouvernent la dynamique des génomes et des unités de diversité microbiennes –
vus  à  l’échelle  de  différentes  populations  appartenant  à  un  même  genre  microbien  –  dans  les
communautés aquatiques naturelles. L’approche utilisée est basée sur l’exploitation bio-informatique de
génomes  issus  du  séquençage  de  cellules  uniques  (SAGs)  rendus  disponibles  à  la  communauté
scientifique. Le modèle d’étude considéré ici est l’écotype HLII du genre Prochlorococcus. Dans la suite
du manuscrit, je présenterai d’abord le concept de pangénome. Sera ensuite présentée l’étude réalisée
par Hélène Gardon (doctorante dont j’ai en charge l’encadrement) sur des populations de l’écotype HLII
des BATS (Bermuda Atlantic Time-series Study),  station de suivi  océanographique situé au large des
Bermudes dans la mer des Sargasses (http://bats.bios.edu/about/). Enfin, ce chapitre sera clôturé par les
perspectives envisagées à partir des résultats obtenus au cours de ce travail.

1 - Le concept de pangénome

C’est au début des années 2000, sur la base de travaux de génomique comparative, que l’idée d’une
relation 1:1 entre une espèce bactérienne et son génome a été remise en cause (Perna  et al.  2001,
Welch et al. 2002, Tettelin et al. 2005).

1.1 - De l’espèce phénotypique au pangénome

Au cours d’une étude pour concevoir  un vaccin contre l’infection des nouveaux nés par  la  bactérie
Streptococcus agalactia (ou  Streptococcus du groupe B –  GBS), Tettelin et collaborateurs ont constaté
que seuls 80 % des gènes identifiés étaient partagés par le génome des huit isolats  GBS étudiés. Par
ailleurs, une part importante des gènes qui n’étaient pas partagés par tous les génomes se concentrait
dans  14  régions  génomiques  et  se  caractérisait  par  une forte  densité  en gènes  de virulence et  en
éléments génétiques mobiles (Tettelin et al.   2005, Medini et al.  2020). Après modélisation du nombre
total de gènes associés au GBS, ils ont suggéré que la prise en compte de tout nouveau génome conduit
à l’identification de nouveaux gènes d’où l’idée que la taille du potentiel génétique de GBS était infinie.
Sur la base de ce constat, Tettelin  et collaborateurs ont développé le concept de pangénome, défini par
trois composantes  :

 un génome core (ou génome central), correspondant aux gènes retrouvés dans tous les isolats
de l'espèce considérée ;

 un génome accessoire (dispensable), qui fait référence aux gènes présents dans plusieurs mais
pas tous les isolats ;

 les gènes spécifiques à une souche, échantillonnés dans un seul isolat.

Celles-ci ont par la suite été redéfinies sous les noms de génome core, génome shell et génome cloud
(Koonin et Wolf 2008).
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Si le concept de pangénome est adapté à la définition du potentiel fonctionnel d’une espèce bactérienne,
la structure, la taille et les caractéristiques de celui-ci peuvent être très différentes en fonction des es -
pèces (McInerney et al. 2017a; Medini et al. 2020). Il est ainsi possible de distinguer les pangénomes dit
fermés et les pangénomes ouverts (Figure 2.1).  Alors que les premiers sont reconnaissables à leur gé-
nome core important associé à un génome flexible réduit et relativement peu variable, le pangénome ou-
vert est caractérisé par sa grande taille et un génome flexible en « expansion », dans la mesure où celui-
ci s’accroît avec la prise en compte d’un nombre croissant de génomes (McInerney et al. 2017a). La na-
ture (ouverte ou fermée) du pangénome aura un impact sur la structure des génomes des espèces. Ainsi,
les espèces avec un pangénome fermé seront caractérisées par des génomes dont la structure est relati -
vement peu diversifiée, alors que les espèces avec un pangénome ouvert afficheront une grande diversi -
té dans la structure et la composition de leur génome.

Figure 2.1 : Le concept du Pangénome. (A) Pangénome ouvert versus fermé (d’après Brockhurst et al. 2019).
(B) Courbes d’accumulation de l’ensemble des gènes (lignes pleines) en fonction que le pangénome soit  ou-
vert (bleu) ou fermé (orange). Les lignes en pointillées représentent les courbes d’appauvrissement en gènes
core en fonction du pangénome. Ainsi pour un pangénome ouvert (bleu), le nombre de gènes core diminue ra-
pidement avec l’ajout de génomes, tandis que sa taille augmente linéairement (d’après Domingo-Sananes &
McInerney, 2021).

1.2 – Pangénome, transfert de gènes et unité de diversité

Le corollaire à la découverte du pangénome est la démonstration de l’ampleur du phénomène de trans-
ferts horizontaux de gènes (HGT) dans le monde microbien, c’est-à-dire la diffusion de matériel géné-
tique entre organismes, y compris  entre organismes n’appartenant pas à la même espèce, voire au
même règne (Struhl et al. 1976, Syvanen 1985, Médigue et al. 1991, Doolittle 1999, Ochman et al. 2000
– Figure 2.2). L’acquisition ou le remplacement de gènes par HGT et la perte de gènes sont maintenant
considérés comme des processus évolutifs-clé chez les procaryotes, plus encore que les mutations ponc-
tuelles (Koonin et al. 2021).
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Figure 2.2 : Phylogénies universelles (A) Arbre ramifié illustrant une transmission verticale de l'information
génétique (les endosymbioses à l'origine de la mitochondrie et du chloroplaste sont représentées par les
flèches traversantes depuis le règne des bactéries vers celui des eucaryotes). (B) arbre réticulé pour la repré-
sentation  des  relations  d’évolutions  incluant  l'idée  de  transferts  horizontaux de  gènes  (d’après  Doolittle
1999).

L’existence de pangénomes et de HGT à une grande échelle de diversité a également un impact sur la
définition de la notion d’espèce microbienne. En effet, s’il existe des échanges de matériel génétique au-
delà d’une population circonscrite par l’émergence d’une barrière aux flux de gènes, alors la notion d’es-
pèce biologique ne peut s’appliquer aux micro-organismes. La notion d’espèce, vue comme une lignée
évolutive  résultant  d’une transmission  verticale  du  matériel  génétique,  ne  tient  pas  mieux  dans  ce
contexte (Doolittle 1999). Les phylogénies microbiennes doivent alors être considérées comme « une
tendance statistique au sein d’une forêt d’arbres de gènes individuels décrivant des histoires évolutives
distinctes » (Koonin et al.  2021). Ainsi, la question de la définition d’une unité fondamentale de diversité
microbienne ne peut être considérée indépendamment de la question de comprendre les modalités de
l’émergence, de la dynamique, de la structuration et du maintien des pangénomes.

1.3 – Dimension écologique du pangénome

Si d’un point de vue mécanique, les échanges de matériel génétique sont possibles (il existe de nom-
breux mécanismes d’acquisition ou de facilitation du transfert de matériel génétique mais n’ont pas lieu
d’être décrits ici - voir Soucy et al. 2015 par exemple), la probabilité de ces événements dépend aussi de
facteurs populationnels liés à la probabilité  de rencontre entre individus donneurs et receveurs. Ces
échanges ont en retour un impact sur le rôle fonctionnel des individus porteurs des gènes échangés au
sein de l’écosystème. Un tel lien entre diversité génétique et rôle fonctionnel est bien décrit pour les
souches de bactéries pathogènes. Par exemple, les variations dans la distribution des régions variables
observées chez Escherichia. coli font partie d'un schéma plus large de variation phénotypique à l’origine
de la nomenclature des différents pathotypes de cette espèce (Dobrindt et al. 2004). Toutefois, cette si-
militude à l’échelle des génomes n’est pas systématiquement corrélée et le lien entre génome et phéno-
type est certainement plus complexe (Kumar et al.  2015, Medini et al. 2020).
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Figure 2.3 : Présentation des types majeurs d’îlots génomiques observés chez les bactéries et leurs princi-
pales caractéristiques. En jaune : gènes liés à l’intégration d’ADN ; en mauve : régions cibles d’insertion d’élé-
ments mobiles ; en vert : gènes transférés porteurs d’une « fonction d’intérêt » ; en rose : autres gènes . DR :
répétions directes, IS = site d’insertion (d’après da Silva Filho et al. 2018). 

De nombreux gènes accessoires des pangénomes ont été décrits comme ayant des fonctions écolo-
giques. Ceux-ci sont souvent concentrés dans des régions génomiques variables appelées îlots géno-
miques (Figure 2.3). C’est le cas des gènes de résistance aux antibiotiques, des gènes de virulence (Och-
man et al. 1996, Gal-Mor et al. 2006 ), souvent associés à des éléments génétiques mobiles (Partridge et
al. 2018, Cordero et Polz 2014), mais aussi des gènes adaptatifs d’intérêt écologique. Il a ainsi été mon -
tré une grande diversité génétique au sein des groupes bactériens majeurs dans les océans (Prochloro-
coccus, Pelagibacter, Vibrio), associée à une distribution écologique différenciée et une organisation de la
diversité génétique en îlots, dont certains semblent associés à une différenciation écologique (assimila-
tion du phosphore – Coleman et Chisholm 2010 ; résistance aux infections virales – Avrani et al. 2011 ).
C’est par exemple le cas de populations de Vibrio, caractérisées par des régions génomiques affichant un
polymorphisme nucléotidique (« éco-SNP ») statistiquement liées à la nature du substrat sur lesquelles
vivaient ces populations, suggérant que ces régions étaient impliquées dans une adaptation au substrat
(Shapiro et al.  2012).

La dimension écologique semble être également un déterminant majeur au fait de partager des gènes. Il
a ainsi été montré un lien entre la fréquence des HGT et le fait de partager les mêmes caractères écolo -
giques (gradient d’oxygène ou relations symbiotiques - Smillie et al. 2011), suggérant que les transferts
de gènes sont probablement conditionnés (et possiblement sélectionnés)  par le  fait  de partager les
mêmes « préférences » écologiques. Par conséquent, la taille et la diversité du pool génétique, à partir
duquel se dessine le génome d’une espèce, devraient dépendre de la diversité de la communauté dans
lequel cette espèce évolue (Hooper et al. 2009).
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BOX 5 – Sélection, mutation, dérive et taille efficace des populations

La mutation est la source de la variation individuelle.  Lorsqu’elle n’impacte pas les individus dans la
production de leur descendance, elle est qualifiée de neutre, dans le cas contraire, elle est soumise à
une  processus  de  sélection.  La  sélection  correspond  à  un  différentiel  reproductif  entre  individus
génétiquement différents, elle est exprimée en terme de valeur sélective (ou fitness) quantifié à travers
un coefficient de sélection. Une sélection positive traduit l’idée d’un différentiel reproductif favorable à
l’individu, une sélection négative correspond à un déficit de reproduction d’un individu par rapport au
reste  de la  population.  Une  mutation  avec  un  coefficient  de  sélection  positif  sera  qualifiée
d’avantageuse. Une mutation avec un coefficient de sélection négatif sera désavantageuse. Dans des
populations à grand effectif (grande taille efficace : Ne grand – à gauche), la mutation « pourra exprimer
pleinement » sa valeur sélective et la distribution de celle-ci est déséquilibrée en faveur des mutations
neutres  à  désavantageuses.  Dans  les  populations  de  petite  taille  (Ne petit  –  à  droite),  la  dérive
génétique induit une modification aléatoire de la fréquence des mutations d’une génération à l’autre.
Elle  a  également  pour  effet  de  « réduire  le  potentiel »  des  valeurs  sélectives  des  mutations.  Une
mutation avantageuse dans une grande population sera moins avantageuse dans une petite population.
La théorie neutre de l’évolution prédit que :
 le devenir d’une mutation est gouvernée par son coefficient de sélection lorsque celui-ci surpasse

l’intensité de la dérive (s>>1/Ne) ;
 les mutations avantageuses se fixent plus rapidement dans les populations de grande taille alors

que les mutations neutres se fixent plus vite dans les populations de petite taille :
 la diversité génétique neutre est proportionnelle à la taille efficace des populations.

2 – Controverse sur l’origine du pangénome

2.1 – Pourquoi un pangénome ?

Les successions ou les modifications du matériel génétique via des mutations adaptatives ou des HGT
peuvent conférer un avantage adaptatif. Il apparaît cependant que les taux de gain et perte de gènes
sont supérieurs aux taux de substitution par site chez de nombreuses espèces bactériennes (Hao et
Golding 2006, Marri  et al.  2006, Touchon  et al.  2009, Nowell  et al.  2014). Par ailleurs,  ces HGT ont
tendance à avoir, en moyenne, un impact plus important en termes de fitness comparativement à une
substitution (que ce soit en termes d’augmentation ou de diminution de fitness - Vos et Eyre-Walker
2015).  Si un nombre conséquent d’exemples de HGT adaptatifs peut être avancé, il  semble cependant
que la plupart des changements, en termes de contenu en gènes, ont une durée de vie courte (Hao et
Golding 2010, Didelot  et al.  2012). En effet, le nombre d’événements de HGT détecté ne décroît pas
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linéairement avec l’augmentation des temps de divergence des taxa considérés, à l’exception des gènes
peu  conservés  et  peu  contraints  (Bolotin  et  Hershberg  2016).  Ceci  suggère  que  le  pool  de  gènes
accessoires n’est pas purement adaptatif, la plupart des HGT pouvant être soit délétères, soit présenter
un avantage sélectif transitoire (c’est-à-dire présenter un avantage à un moment, puis le perdre suite à
un glissement de conditions environnementales), soit neutres.
La question du  caractère  adaptatif  ou non des  gènes  constituant  le  génome accessoire  au  sein du
pangénome (et par extension le caractère adaptatif des HGT) est centrale pour comprendre l’origine et le
maintien  des  pangénomes.  En  effet,  selon  que  l’on  considère  les  gènes  accessoires  comme
essentiellement adaptatifs ou non, les mécanismes à même d’expliquer le maintien du pangénome sont
différents.

Ainsi, McInerney et al.  (2017a) font l’hypothèse que le pangénome résulte de l’effet combiné de la taille
efficace des populations (Ne) et de la migration des individus vers de nouvelles niches. Ces auteurs
avancent que dans le pangénome, les séquences doivent être neutres pour être modelées par la dérive
et que celles-ci  seraient purgées par le biais naturel à la délétion des séquences dans les génomes
bactériens (Kuo et Ochman 2009). Les travaux de Bolotin et Hershberg (2016) suggèrent cependant que
le glissement des conditions de l’environnement n’est pas nécessaire pour expliquer la majorité des
pertes de gènes observées dans les génomes, en particulier pour les gènes peu contraints.
A contrario,  Vos et  collaborateurs (Vos et al.  2015) suggèrent, conformément à la théorie neutre de
l’évolution moléculaire (Kimura 1983), que les populations de grande taille doivent porter un nombre
plus  important  d’allèles  quasi  neutres  (BOX 5) et  argumentent  qu’un  modèle  neutre  d’évolution  du
pangénome, gouverné essentiellement par du processus de dérive génétique, est plus parcimonieux que
le modèle proposé par McInerney. Andreani et collaborateurs n’ont cependant pas trouvé de lien entre la
taille des populations microbiennes et la teneur des génomes accessoires en séquences quasi-neutres
(Andreani et al. 2017).
En analysant l’impact de la relation entre dérive génétique et taille des populations sur le répertoire
complet de gènes de différentes espèces bactériennes, Bobay et collaborateurs montrent que la taille du
pangénome,plus que celle du génome, est affectée par l’efficacité de la sélection (Bobay et Ochman
2018).  Ils  avancent  l’hypothèse  de  la  barrière  à  la  dérive  comme  mécanisme  de  régulation  de  la
dynamique  du  pangénome.  Cette  hypothèse,  initialement  proposée  pour  expliquer  comment
l’augmentation de la dérive génétique rend inefficace la sélection pour moduler les taux de mutation
(Sung et al.   2012), prédit qu’une petite taille efficace de population augmente la perte aléatoire de
gènes accessoires et que les espèces à faible taille efficace de population ne conserveraient que les
gènes accessoires (les plus) bénéfiques. Les gènes avec une fitness moins évidente pourront, quant à
eux, être conservés dans des espèces pour lesquelles la taille efficace des populations est grande. 

2.2 – Une organisation génomique en îlots

Alors qu’ils sont caractérisés par une grande diversité compositionnelle, du fait de leur part flexible, à
même de refléter une grande plasticité fonctionnelle et structurale, les génomes microbiens affichent
des organisations spatiale et fonctionnelle qui ne semblent pas aléatoires. Ainsi, les gènes au sein des
génomes  bactériens  et  archéens  sont  organisés  en  opérons,  c’est-à-dire  en  unités  de  transcription
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contenant un ensemble de gènes  co-régulés appartenant à un même processus  métabolique ou de
signalisation (Jacob et al. 1960). Chez les bactéries, la répartition des gènes le long du génome semble
par ailleurs dépendre de leur distance par rapport à l’origine de réplication et du brin sur lequel ils se
trouvent (Rocha 2008). Alors que la majorité des gènes de ménage sont dans la partie proximale de
l’origine de réplication, les gènes impliqués dans les stress sont localisés de manière prépondérante près
du terminus (Krogh et al.  2018). De même, chez E. coli, le positionnement des gènes codant pour les
protéines NAP (qui modulent la structure du nucléoïde) le long du chromosome suggère un motif spatio-
temporel de leur expression durant le cycle de croissance bactérienne (Sobetzko et al.   2012). Enfin, il
existe  une  compartimentation  spatiale  du  pangénome  microbien  avec  la  distinction  d’un  génome
squelette enrichi en gènes core, entrecoupé d’îlots génomiques enrichis en gènes flexibles. Alors que les
îlots génomiques sont souvent associés à des événements de HGT, il apparaît que moins de 2  % d’entre
eux accumulent plus de 50 % des HGT. Ainsi, l’intégration des HGT pourrait dépendre de leur localisation,
mais également de leur fonction et de leur niveau d’expression (Oliveira et al.  2017). 

2.3 – Etudier le pangénome à partir de populations naturelles

Comme nous venons de le voir, les modèles et hypothèses  proposés pour expliquer la dynamique du
pangénome et  les  causes  sous-jacentes  à cette  dynamique sont  controversés.  Ceci est  notamment
entretenu par des biais dans l’échantillonnage des groupes taxonomiques représentés dans les études
de  génomique  comparative  et  par  le  choix  des  échelles  de  diversité  considérées  pour  évaluer  les
différentes hypothèses : « La comparaison d'un petit nombre de génomes bactériens échantillonnés dans
de nombreuses niches est susceptible de produire une abondance de gènes accessoires rares,  mais
ceux-ci pourraient représenter soit des gènes accessoires adaptatifs qui sont localement abondants mais
globalement rares, soit des gènes accessoires délétères qui sont à la fois localement et globalement
rares » (Brockhurst et al. 2019).
Contrairement à  l’analyse  des  pangénomes  à  partir de  la  comparaison  de  génomes  issus  d’isolats
bactériens  ou  de  souches  maintenues  en  laboratoire,  la  génomique  comparative  appliquée  à  des
génomes  issus  d’une  même  population  (différents  individus  d’une  même  espèce  échantillonnés  en
même temps  au  même endroit)  doit  permettre  d’identifier  les  éléments  clés  de  la  dynamique  des
génomes au sein des populations. En effet, la comparaison de génomes individuels échantillonnés  in
situ, à partir de populations naturelles, peut permettre d’observer « un instantané » des gènes partagés
ou non au sein du génome accessoire de la population alors même que ceux-ci ne sont pas totalement
purgés par les processus de sélection. Ce type d’analyse en complément de la comparaison de génomes
d’isolats, permet d’évaluer à des échelles de temps contrastées les processus populationnels et évolutifs
qui  influent  l’occurrence  et  le  devenir  des  HGT.  Si  l’on  considère  par  ailleurs  des  échantillons
environnementaux,  plutôt  que  la  comparaison  de  génomes  maintenus  en  culture,  il  est  alors
envisageable  d’étudier  le  lien  entre  les  facteurs  gouvernant  la  dynamique  des  pangénomes,  les
caractères écologiques des populations considérées et le métagénome de la communauté dans laquelle
ces populations évoluent.
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Afin de mieux comprendre les fondements évolutifs de la différenciation des populations bactériennes
dans l’environnement en lien avec la dynamique de leur pangénome à l’échelle populationnelle, une
caractérisation de la dynamique évolutive d’un pangénome a été réalisée en prenant comme modèle
d’étude  les  sous-populations  cooccurrentes de  l'écotype HLII  de  Prochlorococcus, isolées  de  l’océan
Atlantique (site BATS) telles qu’elles ont été proposées par Kashtan et collaborateurs (Kashtan  et al.
2014).

Ce travail a été réalisé dans le cadre de la thèse d’Hélène Gardon. Les objectifs de ces travaux étaient de
comparer ces différentes sous-populations au niveau de :

 la structuration de leurs génomes et de l’organisation des génomes core et flexible :
 la  composition  de  leur  génome flexible,  incluant  une  comparaison  en  termes d’occurrence

(présence / absence), de potentiel fonctionnel et d’origine taxonomique ;
 leurs signatures évolutives en fonction des compartiments génomiques identifiés.

3 - Analyse pangénomique d’une population bactérienne environnementale

Grâce au développement des approches de génomique environnementale, nous disposons maintenant
de  données  génomiques  pour  des  espèces  majeures  de  l’environnement  comme,  par  exemple,
Prochlorococcus marinus, une des espèces photosynthétiques les plus abondantes de la zone euphotique
océanique (c’est-à-dire la zone de pénétration de la lumière), puisqu’elle est responsable de près de 10%
de la production primaire marine (Partensky et al. 1999, Flombaum et al. 2013). 

Figure  2.4 :  Phylogénie,  statistiques  sur  les  génomes  et  préférences  écologiques  des  écotypes  de
Prochlorococcus (from : Batut et al.  2014).

Bien qu’elle soit  caractérisé par une identité du gène de l’ARNr 16S supérieure à 96 %, cette espèce
présente  une diversité  génétique  importante,  avec une  identité  nucléotidique  inférieure  à  70 %  à
l’échelle du génome (Zhaxybaveva et al.  2009), associée à un pangénome ouvert (Kettler et al.  2007).
Cette diversité intra-spécifique est structurée en deux écotypes majeurs associés à une adaptation à la
lumière (HL : haute lumière et LL : basse lumière ; Moore et al.  1998). Ces écotypes sont eux-mêmes
organisés en écotypes plus fins (Figure 2.4), répondant  différemment aux conditions environnementales,
notamment à la température, la disponibilité en nutriments ou la concentration en fer dans le milieu
(Moore et  al.  1998,  Rocap et  al.  2003,  Malmstrom et  al.  2010,  Berude et  al.  2014).  La distribution
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géographique de ces écotypes à l’échelle de la planète et le long de la colonne d’eau suggère une
répartition stable de ces groupes, écologiquement distincts en niches (Kent  et al.  2016, Larkin et al.
2016).

Sur la  base d'une approche de séquençage de cellule unique à grande échelle,  il  a récemment été
proposé  que  les  populations  de Prochlorococcus sont  composées  de  centaines  de  sous-populations
(Kashtan et al.  2014, 2017). Une diversité de séquences à l’échelle plus fine de l’écotype HLII a été mise
en  évidence  pour  ces  sous-populations  coexistantes  avec  notamment  la  caractérisation  de
compartiments  génomiques  incluant un  génome  squelette  (backbone),  principalement  composé  de
gènes core - également conservés à l’échelle du genre Prochlorococcus - et des îlots génomiques (ISLs)
principalement composés de gènes flexibles. Cette structuration de la diversité de l’écotype HLII en sous-
populations pourrait refléter une spécialisation de niche. Ceci est étayée par i) la prédominance d'allèles
au niveau des gènes core, fixés au sein des sous-populations mais différents entre sous-populations et ii)
d'ensembles distincts de gènes flexibles entre les différentes populations.

3.1 – Quelle représentativité d’un pangénome populationnel ?

Nous avons analysé 87 SAGs de l'écotype HLII au sein du genre Prochlorococcus. Ces SAGs sont répartis
au sein de trois groupes (cN2, c9301 et cN1), tels que définis par l'analyse phylogénétique du marqueur
ITS (Kashtan  et al. 2014). Sur la base d'une phylogénie génomique, les auteurs ont montré que ces SAGs
étaient par ailleurs répartis en sept sous-populations (C1 à C5, C8, C9), également appelées clades dans
le présent document. L’ensemble des gènes décrits sur les SAGs ont été organisés en groupes de gènes
orthologues (REF) ou COGs. Le pangénome associé aux SAGs analysés est constitué de 7 125 COGs. Au
total, 1 410 COGs sont retrouvés dans les 13 génomes de souches cultivées de Prochlorococcus, écotype
HLII et sont associés au génome core, conformément à la classification définie dans Kashtan et al. 2014.
Quatre-vingt-trois pour cent des COGs restants sont présents dans au moins 10 SAGs, et 70 % dans au
moins 50 SAGs. L’accroissement du nombre de COGs, avec le nombre de SAGs considérés est caractéris-
tique d’un pangénome ouvert (Figure 2.5 A), en adéquation avec la nature de celui de Prochlorococcus,
tel que décrit à des échelles de diversité plus large (Kettler et al. 2007).

La complétude des SAGs étudiés varie de 8,6 à 97,4 % pour des longueurs d’assemblage variant de 0,37
à 2,62 Mb. Les segments communs à l’ensemble des populations, chacune représentée par leur SAG le
plus complet, totalisent 1,33 Mb (de 1,35 Mb pour C1 à 1,47 Mb pour  C3) soit 76  % de la taille du gé-
nome de MIT9312 utilisé ici comme génome de référence. Le nombre de COGs associés à chaque SAG
dépend de la complétude de ces derniers, ce qui impacte la définition du pangénome à l’échelle des
sous-populations. L’absence de relation entre la complétude des SAGs et le nombre de COGs spécifiques
à une sous-population suggère par ailleurs une grande variabilité de la part flexible des génomes sé-
quencés. Cette absence de corrélation ne permet pas de quantifier le biais induit par le séquençage par -
tiel de certains SAGs (Figure 2.5 B).
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Figure 2.5 : Pangénome et complétude (A)  Évolution du nombre de COGs flexibles spécifiques des SAGs en
fonction du nombre de SAGs. La distribution du nombre de COGs pour k génomes est représentée par un dia-
gramme en boîte et les  outliers par des points.; (B) : Corrélation entre complétude et COGs flexibles spéci-
fiques d’une sous-population. Chaque point correspond à un SAG. Les SAGs d’une sous-population donnée
sont représentés par une couleur et une forme qui leurs sont propres. Les résultats des tests de corrélation de
Spearman (ρ) et les p-value associées sont indiqués.

Une analyse du pangénome des sept sous-populations, restreinte aux seuls SAGs présentant une com-
plétude supérieure à 90 % (soit  18 SAGs),  réduit  de 38 % le nombre de COGs associés au génome
flexible, avec pour conséquence une perte d’information concernant la distribution des COGs flexibles au
sein des sous-populations (Figure 2.6), mais également une réduction de 20 % du nombre de COGs asso-
ciés à une unique sous-population (passant de 66 à 47 % des COGs).

Figure 2.6 : Distribution des COGs SAG–spécifiques pour les 18 SAGs quasi-complets (3 286 au total) en fonc-
tion des sous-populations (C1 à C5, C8 et C9) et de leur occurrence dans une à sept populations (catégories 1
à 7, i.e., COGs spécifiques d’une sous-population (1) à droite aux COGs communs à toutes les sous-populations
(7) à gauche). Une couleur est par ailleurs attribuée à chaque COG en fonction de son occurrence au sein des
sous-populations dans le jeu de données incluant les 87 SAGs (catégories 1 à 7, i.e., COGs spécifiques d’une
sous-population en noir à communs à toutes en violet). Chaque barre verticale correspond à un COG. Les caté -
gories, exception faite de la catégorie 7, sont caractérisées par plusieurs couleurs du fait de la réduction du
jeu de données et le changement de catégorie de nombreux COGs par rapport au jeu de données complet.

Ainsi, bien que ne permettant pas de fournir une description exhaustive du pangénome des sous-popula-
tions étudiées, il est essentiel de conserver l’information portée par l’ensemble des SAGs pour l’étude
des pangénomes, notamment pour estimer au mieux la part des COGs partagés entre sous-populations. 
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3.2 – Organisation du pangénome des sous-populations de Prochlorococcus marinus HLII

Sur la base d'une phylogénie génomique, Kashtan et collaborateurs (2014) ont montré que les SAGs
étaient  répartis  en  sept  sous-populations  notées  de  C1  à  C5,  C8  et  C9.  La  phylogénie  basée  sur
l'alignement de 1 202 gènes  core, incluant le génome de la souche cultivée MIT9312 comme groupe
externe, permet de retrouver la délimitation des clades / sous-populations, ainsi que le regroupement
des clades C8 et C3 (Figure 2.7). Ces résultats suggèrent que le groupe cN2 tel que défini à partir des ITS
ne serait pas monophylétique. La même démarcation des sous-populations est également retrouvée à
travers l’analyse de l'identité nucléotidique moyenne (ANI) à l'échelle du génome (ANI inter-clade  : 97 %
en moyenne sauf entre C1 et C2 ; ANI intra-clade > 98 % sauf pour C8 : 97 % et C9 : 96%).

Figure 2.7 : Arbres phylogénétiques au maximum de vraisemblance basé sur l’ITS (à gauche) et la concaténa-
tion des alignements des gènes core présents en copie unique (à droite). Les gènes core (1 202 au total) sont
partagés par 13 génomes de souches cultivées de l’écotype HLII de Prochlorococcus. Le génome de référence
MIT9312 a été utilisé pour enraciner l’arbre. Les différents clades sont représentés par des formes et des cou-
leurs qui leur sont propres et qui sont positionnés sur chaque feuille de l’arbre. Le modèle d’évolution utilisé
est le GTR.

69
 



La caractérisation de la synthénie entre les génomes représentatifs des sept sous-populations étudiées
montre une organisation génomique semblable à celle observée pour les souches composant l’écotype
HLII de Prochlorococcus (Yan et al. 2018, Avrani et al. 2011). On retrouve ainsi six îlots génomiques ca-
ractérisés par une similarité réduite entre les SAGs, dispersés au sein du génome squelette (ou  back-
bone). L’ensemble des COGs spécifiques des SAGs étudiés et sans contrepartie dans le génome de réfé -
rence MIT9312 ont été assignés à un compartiment génomique (backbone ou îlot) sur la base d’une ana-
lyse de leur voisinage. Ainsi, au sein d’un COG, chaque gène est affecté à un compartiment génomique
sur la base du compartiment associé aux gènes core qui l’entourent. Chaque COG est ensuite affecté au
compartiment majoritairement restitué par les gènes qui le composent. Dans le cas où aucune informa-
tion claire ne se dégage, les COGs sont attribués à un compartiment virtuel noté ambigu. Près de 63 %
des COGs spécifiques des sous-populations étudiées ont ainsi pu être assignés au backbone, 8 % et 15 %
ont été attribués respectivement aux îlots ISL3 et ISL4, et 9 % ont été répartis sur les autres îlots. Cinq
pour cent des COGs spécifiques des clades ont été assignés au compartiment ambigu.

Figure 2.8 : Densité de distribution des COGs le long du génome exprimée en fonction des différences entre
effectifs observés et théoriques (nombre de COGs [core, flexibles partagés ou non par MIT9312] attendus pour
un compartiment donné en fonction du nombre total de COGs pour ce même compartiment ; O/E) et la diffé-
rence de densité de distribution sur l’ensemble des compartiments génomiques (core – flexibles ; backbone –
îlots) a été évaluée par un test du χ2 (p<0,001). Des tests du χ2 ont également été effectués pour chacun des
groupes de COGs (core, flexibles partagés ou non par MIT9312) afin de tester la significativité du ratio O/E
pour un compartiment donné (backbone – îlots). La taille des cercles est fonction de la p-value du test du χ2
associée.

Le génome flexible spécifique des SAGs étudiés et localisé au niveau des îlots est majoritairement consti-
tué de COGs spécifiques à une unique population. Tous les îlots ne partagent cependant pas les mêmes
caractéristiques (Figure 2.8). Si les îlots sont en moyenne 2,5 fois plus dense en COGs flexibles que le
backbone, les îlots ISL2 et ISL4 sont respectivement appauvris et enrichis en COGs flexibles relativement
à la densité moyenne des îlots. Par ailleurs, les COGs spécifiques d’une unique sous-population sont par -
ticulièrement enrichis dans les îlots ISL3 et ISL4, alors que ceux communs à au moins cinq populations
sont appauvris dans l’îlot ILS4 (Figure 2.9).
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Figure 2.9 : Densité de distribution des COGs flexibles SAG–spécifiques le long du génome en fonction de leur
représentativité au sein des sous-populations (catégories 1 à 7, i.e., COGs spécifiques d’une sous-population
en noir à communs à toutes en violet).

3.3 – Caractérisation des COGs flexibles spécifiques des sous-populations 

Le potentiel  fonctionnel des COGs flexibles a été étudié à l'échelle des sous-populations et comparé
entre les compartiments reflétant l’organisation génomique des SAGs. Sur la base d’une analyse compa-
rative des gènes contre la base de données EggNOG (Huerta-Cepas et al. 2016), 47 % des COGs (core et
flexibles) ont été annotés fonctionnellement. Aucune différence dans la distribution des catégories fonc-
tionnelle de ces COGs n’est observée entre les populations, hormis une surreprésentation de la catégorie
fonctionnelle « Motilité cellulaire » dans les clades C1 et C9. La différentiation des sous-populations ne
semble donc pas associée à une spécialisation fonctionnelle à cette échelle de description.
La distribution des catégories fonctionnelles associées aux COGs flexibles par rapport à celle des SAGs
dans leur ensemble, est caractérisée par une sous-représentation des hiérarchies « Stockage et traite-
ment de l'information » et « Métabolisme » (Figure 2.10). Cet appauvrissement touche principalement les
catégories fonctionnelles associées aux mécanismes de transcription et de traduction, à la production
d'énergie et au transport et métabolisme des nucléotides, acides aminés, coenzymes et lipides. Les pro-
cessus cellulaires et de signalisation sont globalement surreprésentés au sein des COGs flexibles, parti-
culièrement dans l’îlot ISL3 et le backbone. Les fonctions liées à la biogenèse de la paroi cellulaire et aux
mécanismes de défense sont surreprésentées dans tous les clades et sont associées à des COGs situés
principalement dans les îlots ISL4, à ISL3. Ces COGss sont le plus souvent spécifiques à une sous-popula -
tion (Figure 2.10 D).
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Fi-

gure 2.10 : Distribution des enrichissements fonctionnels des COGs flexibles comparativement aux COGs core
(A), et selon (B) leur position sur le génome, (C) leur affiliation, et (D) leur appartenance à une unique sous-
population. Les enrichissements sont illustrés par les rapports observés/théoriques (O/E) pour chaque catégo-
rie fonctionnelle. Les valeurs observées correspondent au nombre de gènes attribués à chaque catégorie dans
chaque ensemble de données. Les valeurs théoriques (E) ont été obtenues en multipliant le nombre de gènes
(core ou flexibles en fonction de leur localisation génomique, de leur affiliation taxonomique ou de leur appar-
tenance à une unique sous-population) par le pourcentage de gènes totaux de chaque catégorie fonctionnelle.
Les différences de distribution pour chaque type de comparaison ont été testées avec un χ2 (p < 0,005 pour
les groupements A, B et C). Des tests du χ2 ont également été effectués pour chaque ligne du graphique
(chaque catégorie contre toutes les autres) afin de tester la significativité de l’enrichissement pour un com-
partiment donné, une taxonomie donnée, ou la spécificité des sous-populations. Test du χ2 : *, p-value < 0,05 ;
**, p-value < 0,01 ; ***, p-value < 0,001 (d’après Gardon   et al.   2020  ).
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La comparaison des séquences des gènes  contre  la base de données  EggNOG a permis  d’exploiter
l’information taxonomique restituée pour 48,0 % des COGs flexibles. Alors qu’une large majorité d’entre
eux  sont  affiliés  au  genres  Prochlorococcus (94,4  %  de  HLII,  3,3  %  de  HLI  et  2,3  %  de  LL)  et
Synechococcus (6,0 %),  près  de 4,5 % des  COGs flexibles  spécifiques  des  clades  ont  une affiliation
incertaine (c’est-à-dire que tous les gènes du COG ne sont pas affiliés aux genres  Prochlorococcus ou
Synechococcus),  et  13  %  présentent  des  similitudes  avec  des  gènes  affiliés  à  des  taxa  autres ,
majoritairement des protéobactéries et des cyanobactéries (Figure 2.11).

Figure 2.11 : Affiliations taxonomiques des COGs flexibles. Les COGs sont affiliés à Prochlorococcus (gris), Sy-
nechococcus (blanc), divers groupes taxonomiques incluant Prochlorococcus ou Synechococcus (affiliation in-
certaine – rouge pourpre) ou à des taxa autres que Prochlorococcus et Synechococcus (vert). (A) Distributions
taxonomiques observées pour les COGs flexibles affiliés au taxon « autre ».   (B) Distributions taxonomiques
des COGs dont l’affiliation est incertaine. La catégorie « Autres bactéries » regroupe les taxa dont l’abondance
est inférieure à 1 %.

Lorsqu’ils sont partagés par un petit nombre de sous-populations, les COGs flexibles spécifiques des
clades ont plutôt une affiliation incertaine, tandis que les COGs retrouvés dans au moins six populations
sont essentiellement affiliés au genre  Prochlorococcus.  Le  backbone est  également enrichi  en COGs
affiliés au genre  Prochlorococcus, alors que cette affiliation est sous-représentée dans les îlots ISL3 à
ISL5. L’îlot ISL4 et le compartiment ambigu sont particulièrement enrichis en COGs dont l’affiliation est
incertaine ou autre que les genres Prochlorococcus et Synechococcus (Gardon   et al  . 2020  ).

L’hétérogénéité des affiliations taxonomiques retrouvées suggère l’existence de flux de gènes d’origines
différentes, y compris entre les sous-populations. Cela semble être particulièrement le cas pour les COGs
impliqués dans des fonctions liées à la biogenèse de la paroi cellulaire, aux mécanismes de défense et à
la biosynthèse, le transport et le catabolisme de métabolites secondaires. Au contraire,  la localisation
génomique et l’affiliation taxonomique des COGs associés aux mécanismes de transduction du signal
suggèrent l’existence de voies de régulation partagées entre les sous-populations.
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Box 6 – Substitution synonymes, non synonymes et pression de sélection

La structure du code génétique assurant la représentation des acides aminés au niveau de l’ADN par un
triplet nucléotidique (codon) permet de distinguer des sites synonymes (pour lesquels une mutation
nucléotidique n’induit pas de modification de l’acide aminé codé – en vert sur la figure) et des sites non
synonymes pour lesquels les mutations à l’échelle nucléotidique ont pour conséquence de modifier
l’acide aminé codé (en rouge).  La sélection qui opère sur les protéines pour maintenir / garantir leur
fonction,  s’applique également sur les sites non synonymes, contrairement aux sites synonymes qui
évoluent selon un processus neutre. Le taux relatif de substitutions sur les sites synonymes (dS) par
rapport aux sites non synonymes (dN) permet d’évaluer l’effet relatif de la sélection sur la protéine
étudiée, par rapport à une évolution neutre. Lorsque les valeurs du rapport dN/dS est autour de 1, la
protéine  évolue  selon  un  processus  neutre.  Lorsque  le  rapport  dN/dS  <  1,  les  substitutions  non
synonymes  sont  moins  fréquentes  que  les  substitutions  neutres  et  la  protéine  est  soumise  à  une
pression de sélection négative d’autant plus forte que la valeur du rapport dN/dS est faible. Lorsque le
rapport dN/dS > 1, la protéine est soumise à une pression de sélection positive, elle tend à accumuler
plus de mutation que le nombre de mutations attendues dans le cas d’un processus neutre.

4– Dynamique évolutive des compartiments génomiques

Afin d’évaluer les pressions de sélection qui s’appliquent au sein du pangénome, les taux de substitu-
tions synonymes (dS) et non synonymes (dN) moyens ont été estimés pour les COGs retrouvés dans au
moins deux sous-populations  (BOX 6).

Les rapports de dN/dS estimés sur les COGs core et flexibles sont globalement inférieurs à 1, indiquant
qu’ils sont essentiellement soumis à une pression de sélection négative. Celle-ci est moins forte sur les
COGs flexibles, et est inégale le long du  backbone et entre îlots (p<0,001, test Kruskal-Wallis, (Figure
2.12). Dans le backbone, la région située entre les îlots ISL2 et ISL2.1 présente ainsi le rapport de  dN/dS
moyen le plus faible (0,29) tandis que celle située entre les îlots ISL4 et ISL5 est la plus élevée (0,73) .

Pour  ce  qui  concerne  les  îlots, ISL1,  ISL2  et  ISL2.1  affichent  des  pressions  de  sélection  négatives
similaires à celles observées pour les gènes core situés dans le  backbone (et même supérieures pour
l’îlot ISL2.1). Par contre, on observe un relâchement des contraintes sélectives dans les îlots ISL3, ISL4 et
ISL5 pour les gènes  core et flexibles (allant de 0,36 pour ISL3 à 0,52 pour ISL5). Les gènes flexibles
propres  à  chaque  sous-population,  localisés  dans  l’îlot  ISL4,  ou  assignés  au  compartiment  ambigu,
présentent  les  pressions  sélectives  les  plus  faibles  (avec un  rapport  dN/dS moyen de  0,44  et  0,52
respectivement). Ces fluctuations des valeurs du rapport de dN/dS, peuvent être la conséquence d’une
variation du taux de substitutions non-synonymes, synonymes ou les deux.
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Figure  2.12 :  Représentation  des  rapports  de  dN/dS
moyens  le  long  du  chromosome  (le  génome  de  la
souche MIT9312 tient lieu de référence). Le cercle in-
terne représente les rapports de dN/dS estimés pour
les COGs core et le cercle externe, les COGs flexibles
spécifiques  des  sous-populations  étudiées.  L’origine
(ori) et le terminus (ter) de réplication sont indiqués.
ISL : îlot génomique (Gardon   et al  . 2020  ).

4.1 - Taux de substitution et signatures des compartiments génomiques

Les valeurs de  dN et  dS estimées varient considérablement le long du  backbone. Bien que la valeur
moyenne  de  dS soit  faible  (0,100  ±  0,091),  celles-ci  peuvent  individuellement  dépasser  1,5.  Par
comparaison, les valeurs de dN affichaient des variations moindres (0,026 ± 0,003). Les relations entre
les rapports de  dN/dS et  dN ou  dS sont semblables pour les COGs  core et flexibles et permettent de
distinguer trois groupes de gènes. Le premier (regroupant les points jaunes, oranges et rouges sur la
Figure 2.13) est caractérisé par des valeurs de dS comprises entre 0 et ~ 0,27, des valeurs dN faibles
(<0,34) et des rapports dN/dS variant de 0 à plus de 1,5. Les valeurs élevées des rapports de  dN/dS sont
pour l’essentiel associées à des  dS faibles.  Le deuxième groupe (points verts,  Figure 2.13) inclut des
COGs avec des valeurs de  dN faibles (< 0,326) et des valeurs de  dS intermédiaires (comprises entre
0,173 et 1,076),  traduisant  la présence dans ces COGs de séquences plus divergentes que dans le
premier groupe. Le troisième groupe (incluant les points bleu foncé, Figure 2.13) est caractérisé par des
valeurs de  dS supérieures à 0,25, des valeurs de  dN comprises entre 0,17 et 1,08 et des rapports de
dN/dS inférieurs à 1.
Les variations de dN et de dS sont également contrastées entre îlots. Ces valeurs sont faibles et homo-
gènes sur les îlots ISL1, ISL2 et ISL2.1 (dN <0,25 et dS <0,5) avec des rapports de dN/dS globalement
faibles, suggérant l’existence d’une pression de sélection négative forte.  À l’inverse, les COGs situés
dans l’îlot ISL4 ou affectés au compartiment ambigu sont caractérisés par des valeurs dN et dS plus éle-
vées, des rapports de dN/dS liés linéairement au dN et des valeurs de dS pour l’essentiel supérieures à 1.
Les COGs situés dans les îlots ISL3 et ISL5, présentent un profil mixte.
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Figure 2.13 : Relations entre les valeurs de dN,  dS et dN/dS des COGs flexibles pour les différents comparti-
ments génomiques (backbone, ISLs et  ambigu). Chaque point représente une comparaison deux à deux de
gènes appartenant à un même COG et issus de deux sous-populations distinctes. Les groupes de gènes (jaune,
orange, rouge, vert et bleu foncé) ont été définis par le partitionnement des données en  k-moyennes (k-
means). Le rapport de dN/dS égal à 1 est représenté par une ligne continue. Seules les valeurs de dN, dS et
dN/dS inférieures à 1,5 sont représentées. Des profils similaires ont été obtenus pour les COGs core. ISL : îlot
génomique (d’après Gardon   et al.   2020)  .
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4.2 - Signature évolutive et distribution des COGs dans les sous-populations

Dans la mesure où les COGs flexibles sont retrouvés dans un nombre variable de sous-populations, les
fluctuations  des  valeurs  de  dN,  dS et  du  rapport  de  dN/dS  ont  été  analysées   au  regard de  leur
distribution au sein de ces dernières. Les COGs flexibles (exception faite de ceux communs à tous les
clades pour lesquels peu de COGs affichent des valeurs de dS saturés) sont caractérisés par une grande
variabilité  des  valeurs  de  dS (Figure  2.14).  Par  ailleurs,  les  valeurs  des  rapports  de  dN/dS diffèrent
significativement en fonction du nombre de clades dans lesquels les COGs ont été trouvés (p<0,001, test
de Kruskal-Wallis) ; les COGs partagés par un nombre important de clades tendant à avoir de faibles
valeurs du rapport de dN/dS, suggérant des contraintes sélectives négatives plus fortes pour les COGs
présents dans un plus grand nombre de sous-populations.

Figure 2.14 : Relations entre les taux de substitution synonymes et non synonymes estimés pour les COGs
flexibles spécifiques des clades et leur distribution dans les différentes sous-populations. Le nombre de sous-
populations par COG a été reporté sur les estimations des valeurs de dN et de dS (points gris). Le nombre de
sous-populations varie de 2 à 7. Il est égal à 7 lorsqu’un COG est présent chez toutes les sous-populations.
Chaque histogramme décrit la distribution du nombre de sous-populations par COG dans une région 2D du gra-
phique correspondant à des valeurs de dN et dS dans un intervalle de 0,1. La ligne diagonale représente un ra-
tio dN/dS égal à 1 (d’après Gardon   et al.   2020)  .

Les affiliations taxonomiques des COGs flexibles analysés pour le rapport de dN/dS (soit 65,5 % des
COGs analysés) ont révélé que ceux ayant de faibles valeurs de dS sont, pour l’essentiel, affiliés à Pro-
chlorococcus et majoritairement retrouvés dans les îlots ISL3 et ISL5 (Figure 2.15 A). Les COGs avec un
dS saturé (pour l’essentiel situés dans l’îlot ISL4 et le compartiment ambigu) présentent des affiliations
multiples (catégorie incertaine), incluant entre autres les genres Prochlorococcus ou Synechococcus (Fi-
gure 2.15 B). Les COGs qui ne sont affiliés, ni à Prochlorococcus, ni à Synechococcus (autres taxa) sont
enrichis dans les îlots ISL3 et ISL4 (p<0,005, test chi carré) et sont caractérisés par de faibles valeurs de
dN et de dS. 
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Figure 2.15 : Relations entre taux de substitution estimés pour les COGs flexibles spécifiques des sous -popu-
lations et leurs affiliations taxonomiques. (A) COGs localisés dans les îlots ISL3 et ISL5. (B) COGs localisés dans
ISL4 ou attribués au compartiment ambigu. Les affiliations taxonomiques ont été reportées sur les estimations
des dN, dS et des rapports de dN/dS. Chaque diagramme circulaire illustre la distribution des affiliations dans
une région du graphique correspondant à des valeurs de dN, dS et dN/dS dans un intervalle de 0,1. La taille
des diagrammes circulaires est proportionnelle au nombre d’observations n pour la région 2D considérée (n :
au moins une observation ; de 10 à 100 observations ; plus de 100 observations). Les lignes horizontales et
diagonales représentent un rapport dN/dS égal à 1  (d’après Gardon   et al.   2020)  .

5 – Bilan et perspectives

Alors que les populations de Prochlorococcus décrites dans Kashtan et collaborateurs sont caractérisées
par des abondances différentes en fonction des saisons et une différentiation allélique à l’échelle des
gènes core (Kashtan et al. 2014), l’analyse de la distribution des catégories fonctionnelles attribuées aux
COGs  flexibles,  comparativement  au  potentiel  fonctionnel  des  SAGs  ne  permet  pas  de  mettre  en
évidence de différences entre les sous-populations de l’écotype HLII étudiées (Gardon   et al  . 2020  ). Ceci
est en accord avec les travaux de Larkin  et collaborateurs qui,  à l’exception de la température,  ne
trouvent pas de lien entre la répartition de cet écotype à l’échelle du globe et  différents paramètres
biogéochimiques  (notamment  pH,  phosphate,  ammonium -  Larkin et  al.  2016).  Ainsi,  bien  qu’étant
retrouvé de manière consistante à travers différentes analyses, aucun élément ne permet actuellement
d’expliquer la structuration de la population associée à l’écotype HLII de Prochlorococcus isolée dans les
BATS.
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BOX 7 – Balayage sélectif, sélection d’arrière plan et effet Hill-Robertson

L’action conjointe de la sélection et
de  la  dérive génétique  à  pour  effet
de réduire la diversité génétique au
sein des populations. Cette réduction
répond  à  différentes  dénominations
en fonction des facteurs qui sont en
jeu. 
(A) Balayage sélectif :  Une mutation
avantageuse,   sélectionnée  positi-
vement, « envahi » la population du
fait  d’un différentiel  reproductif
favorable  aux  porteurs  de  cette
mutation ;  la diversité  génétique de
la  population  est  éliminée  à
l’exception  des  mutations
génétiquement liées à cette mutation
avantageuse.
(B)  Sélection  d’arrière  plan :  les
individus  porteurs  de  mutations
désavantageuses  ne  participent  pas
à  la  génération  suivante ;  les
mutations, neutres pour l’essentiel, liées aux mutations désavantageuses sont « purgées » avec celles-
ci, du fait d’une sélection négative, réduisant de fait la diversité génétique de la population.
(C)  Effet  Hill-Robertson :  dans  une  population  de  petite  taille,  la  dérive  génétique  produit  un
échantillonnage aléatoire des mutations qui sont maintenues à la génération suivante, induisant une
perte de diversité génétique des mutations, qu’elles soient neutres, ou soumises à sélection. L’efficacité
de la sélection est globalement réduite. 
(D) Impact de la recombinaison : dans une population de petite taille soumise à l’effet Hill-Robertson, la
recombinaison génère des combinaisons de mutations nouvelles et augmente la diversité génétique de
la population. Elle rend possible l’association de mutations avantageuses acquises indépendamment par
plusieurs individus et peut permettre d’augmenter la valeur sélective globale de cette combinaison, qui
peut potentiellement présenter un avantage sélectif significatif (s>>1/Ne).

Il existe une compartimentation fonctionnelle des COGs flexibles le long du génome des sous-populations
étudiées avec une sur-représentation des fonctions associées aux catégories « Processus cellulaires et de
signalisation », « Biogenèse de la paroi cellulaire » et « Mécanismes de défense » dans les îlots ISL3 et
ISL4, ainsi que dans le compartiment ambigu. Les COGs associés aux deux dernières catégories sont par
ailleurs affiliés à une grande diversité de taxa et sont, pour l’essentiel, spécifiques à une sous-population.
Ces  résultats  suggèrent  qu’ils  ont  été  acquis  par  transfert  horizontal  et  sont  congruents  avec  les
résultats décrits à une échelle de diversité plus large (Coleman et al. . 2006). Ceci pourrait signifier que
les différences de distribution et d’abondance observées au niveau des écotypes pourraient également
s’appliquer à l’échelle des sous-populations.

D’un  point  de  vue  évolutif,  les  résultats  obtenus  montrent  que  le  pangénome de  la  population  de
l’écotype HLII échantillonné dans les BATS est globalement soumis à des contraintes sélectives négatives
inégales le long du génome. Les COGs situés dans les îlots ISL1, ISL2, et ISL2.1 sont composés de gènes
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affiliés au genre Prochlorococcus, communs à tous les clades, et soumis à une sélection négative forte.
Ils pourraient être en cours de fixation dans ces sous-populations. A l’inverse, les COGs situés dans les
îlots ISL3 à ISL5 affichent une pression de sélection négative relâchée. Les COGs situés en particulier
dans les îlots ISL3 et ISL4 sont plutôt affiliés à des taxa autres que les cyanobactéries et tendent à avoir
des taux de substitutions synonymes élevés. L’ensemble de ces observations laisse à penser que ces
COGs  sont  issus  de  transferts  horizontaux.  Les  deux  groupes  d’îlots  identifiés  ici s’apparente  à  la
distinction proposée  par  Lopez-Perez  et  collaborateurs  entre  îlots  génomiques  additifs  et  îlots  de
remplacement (Lopez-Perez  et  al.  2014,  Lopez-Perez  et  al.  2016).  Les  îlots  de  remplacement  sont
caractérisés par la présence de gènes différents mais codant pour des fonctions semblables, tandis que
les îlots additifs affichent une grande variabilité de contenu en gènes issus de HGT. Alors que les îlots
ISL3 et ISL4 semblent présenter les caractéristiques des îlots génomiques additifs, il n’est pas possible
dans le cadre de cette étude d’affirmer que les îlots ISL1, ISL2 et ISL2.1  correspondent à des îlots de
remplacement. La caractérisation des COGs permet toutefois de souligner une répartition non aléatoire
des fonctions portées par les gènes flexibles le  long de ces génomes, en lien avec des contraintes
fonctionnelles et évolutives différentes. Schmutzer et Barraclough (2019) ont suggéré qu’en présence de
flux de gènes entre des populations divergentes, la concentration de gènes localement adaptatifs dans
un nombre réduit de loci pourrait être favorisée, car cela permettrait i) de réduire l'impact négatif des
insertions le long du génome de gènes transférés horizontalement et ii) d'augmenter l'efficacité relative
de la sélection sur quelques « mega loci » par rapport à une situation avec de nombreux loci dispersés à
effet  réduit.  Dans  ce  cadre,  les  îlots  ISL1,  ISL2  et  ISL2.1  pourraient  tenir  lieu  de  « mega  loci »  et
concentrer des gènes flexibles essentiels pour l’ensemble des clades constituant la population, à l’image
de ce qui a été proposé de manière plus générale pour l’îlot ISL2.1 par rapport à l'écotype HLII (Avrani  et
al. 2011). 

L’analyse des signatures sélectives du génome flexible a révélé deux grands ensembles de COGs. Le
premier est présent dans tous les compartiments génomiques et regroupe des COGs avec de faibles
valeurs de dN et des valeurs de dS très inférieures aux valeurs moyennes de dS estimées sur les COGs
core, pouvant conduire à des valeurs de rapport de dN/dS supérieures à 1 (clusteur rouge). Ces résultats
suggèrent soit une forte sélection d’arrière plan (BOX 7), soit une sélection négative opérant sur les sites
synonymes (Parmley et Hurst 2007), soit une homogénéisation de l’information de séquence entre les
sous-populations  du fait  d’événements  de recombinaison homologue (Hanage 2016).  D’une manière
générale, la recombinaison homologue tend à augmenter l'efficacité de la sélection en réduisant l'effet
Hill-Robertson (Hill  et Robertson 1966). Dans un contexte de populations structurées, la recombinaison
entre  sous-populations  permettrait  d’augmenter  la  taille  efficace  des  populations  dans  lesquelles
circulent les gènes recombinants, tout en contraignant la différenciation des clades au sein d'un mode de
divergence guidé par les gènes non recombinants (Marttinen et al. 2015).
Le  second  ensemble  (cluster  bleu  foncé),  retrouvé  dans  le  backbone,  les  îlots  ISL3,  ISL4  et  le
compartiment  ambigu  est  caractérisé  par  des  COGs  présentant  un  relâchement  des  contraintes
sélectives, un taux de substitutions synonymes (dS) élevé et des affiliations à des taxa autres que les
cyanobactéries ce qui pourrait laisser supposer des transferts horizontaux au sein de ce pool de gènes
(Castillo-Ramírez et  al. 2011).  Bien  que  les  gènes  ayant  à  la  fois  une  affiliation  taxonomique  et
fonctionnelle  ne  soient  pas  assez  nombreux  pour  permettre  de  tester  cette  hypothèse,  la
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surreprésentation des COGs impliqués dans les mécanismes de défense, ou la  biogenèse de la paroi
cellulaire en particulier dans les îlots ISL3 et ISL4, pourrait refléter l'acquisition de gènes transitoirement
adaptatifs (pendant les périodes d'infection par les phages) (Avrani et al. 2011 ; Coleman et al.  2006 ;
Kettler et  al.  2007).  Il  n’est  cependant  pas  certain  que tous  les gènes transférés  présentent  un tel
avantage. Dans le cas de populations structurées, comme observé ici, l'évolution d'un gène quasi neutre
acquis à partir d'une lignée distante pourrait être limitée au clade dans lequel il a été introduit. Ainsi, le
HGT distant pourrait évoluer dans un contexte de taille efficace faible. Ce schéma pourrait expliquer les
caractéristiques de l'îlot ISL4. D’un autre côté, la taille efficace associée aux gènes transférés pourrait
également être élargie par le biais, par exemple, d'événements de recombinaison homologue locaux,
favorisant  l’empreinte  de  la  sélection  et  la  persistance  de  gènes  acquis  avec  un  effet  marginal.
L'apparition à la fois de HGT et de gènes sélectionnés dans les îlots ISL3 et ISL5 pourrait être le résultat
de tels processus. Dans l'ensemble, ces résultats sont en accord avec le modèle de la barrière de dérive
dans le cadre d’une population structurée (Gardon   et al  . 2020  ). En outre, la structuration de l'information
génétique le long du génome pourrait dépendre de la dynamique des flux de gènes entre clades au sein
d'une population structurée, en particulier pour les gènes flexibles. 

Si  l’on  peut  faire  l’hypothèse que différents  mécanismes (recombinaison,  sélection…)  participent  au
modelage  du  génome  de  manière  à  limiter  les  perturbations  de  son  organisation  et  de  son
fonctionnement en concentrant les flux de gènes dans un nombre limité d’endroits permissifs (Oliveira et
al.  2017), les  questions  i)  de  la  part  relative  de ces  différents  processus  dans  la  structuration  des
génomes microbiens, ii) le caractère aléatoire ou non de l’acquisition des gènes transférés par rapport à
leur emplacement génomique et iii) la probabilité de rétention différentielle des gènes transférés comme
une conséquence de la fluctuation de la taille  efficace le long du génome,  ne sont pas résolues et
constituent les perspectives envisagées sur cette thématique.

Structure des génomes microbiens et potentiel fonctionnel :  quel est le modèle évolutif du
pangénome ?

La répartition non aléatoire des gènes flexibles au sein des génomes avait jusqu’ici été rapporté sur la
base  de  comparaisons  de  génomes  distants,  ne  prenant  en  compte  que  les  événements  de
recombinaison ou de transfert effectivement maintenus dans les génomes après un temps d’évolution
(Vos et Eyre-Walker 2017). Ici, les comparaisons sont réalisées entre génomes d’individus cooccurrents,
impliquant une unité de lieu et de temps, et pour lesquelles on peut espérer observer le résultat de flux
de gènes récents,  incluant  des  événements qui  n’ont  pas encore été  « purgés ».  Bien que l’échelle
d’organisation génomique analysée ici ne soit pas suffisante pour distinguer les flux de gènes récents et
anciens,  ce  modèle  d’étude  semble  prometteur  pour  tenter  de  caractériser  plus  finement  les
mécanismes d’acquisition de gènes et de leur maintien dans les populations. Une des perspectives de ce
travail  est,  bien  entendu,  d’explorer  à  cette  échelle  fine  la  distribution  des  gènes  recombinés  ou
transférés entre populations, voire depuis des groupes taxonomiques plus distants en fonction de leur
localisation sur le génome. Ainsi, en premier lieu le caractère aléatoire de l’insertion des gènes transférés
entre  les  sous-populations  doit  être évalué,  ainsi  que  l’impact  relatif  de  la  sélection  et  de  la
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recombinaison sur leur trajectoire évolutive. On pourra en particulier chercher àe répondre aux questions
suivantes :

 Est ce que les transferts horizontaux de gènes se produisent dans des points chauds au sein des
génomes (plus fréquents dans les îlots par exemple) ?

 Y a t  il  une relation entre la répartition des gènes accessoires et l’âge des événements de
transferts horizontaux inférés ?

 En quoi la répartition des événements de transfert dans les compartiments influence-t-elle le
devenir évolutif et le taux d’évolution des gènes transférés ?

 Y a t  il  un lien entre les taux de gain /  perte de gènes, le  compartiment génomique et les
pressions de sélections appliquées sur les gènes transférés ?

 Quel est le coût associé à ce génome accessoire et qu’est ce qui justifie son maintien ?

La mise à disposition de SAGs à l’échelle de populations (voire de communautés), en complément de
données de métagénomique plus classiques permet d’évaluer à des échelles de temps contrastées les
processus populationnels et évolutifs susceptibles d’avoir une influence sur l’occurrence et le devenir des
transferts  horizontaux  de  gènes.  Si  on  considère  le  métagénome  comme  un  pool  infini  de  gènes
disponibles au transfert, on peut élargir notre questionnement aux points suivants :

 Est-ce que le transfert de gènes est un processus neutre, c’est à dire que n’importe quel ADN du
métagénome a les mêmes chances d’être recruté dans le cadre d’un transfert de gènes ou non.
Si c’est le cas on ne devrait pas trouver de différences de répartition des groupes de gènes
orthologues ou de catégories fonctionnelles dans le pool de gènes transférés par rapport au
potentiel fonctionnel du métagénome.

 Quel est le coût du génome accessoire et plus largement l’intérêt ou le coût évolutif de tels flux
de gènes et sur quelle unité biologique est-il pertinent de calculer ce coût ? Cette question peut
être abordée en analysant le profil de gain / perte de gènes le long de la phylogénie en intégrant
des niveaux de diversité extrêmement fins (populations et sous-populations) en relation avec les
métagénomes et les conditions environnementales.
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PARTIE III

«     LA MATIERE NOIRE EUCARYOTE     »  

ET AUTRES TRAVAUX
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1 – Le projet MICROSTORE

Ces dernières années, les approches  de métagénomique et/ou de  metabarcoding ont permis de faire
émerger de nouvelles connaissances sur la diversité des microorganismes lacustres et ont notamment
confirmé le gouffre qui sépare le nombre d’espèces eucaryotes unicellulaires cultivées de la diversité
moléculaire  retrouvée dans  les  écosystèmes (Debroas et  al.  2017).  Elles  ont  également  révélé  une
biosphère d’eucaryotes unicellulaires rare et active, aussi bien dans la colonne d’eau des lacs (Debroas
et al. 2015, Lepère et al. 2016, Li   et al.   2017  ), que dans les sédiments (Capo et al. 2016). Celle-ci peut
représenter jusqu’à 77% de la diversité phylogénétique présente. Il a également été mis en évidence
une diversité importante d’eucaryotes unicellulaires actifs dans la zone anoxique des lacs, correspondant
à  des  OTUs  dont  les  séquences  sont  distantes  de celles  retrouvées  dans  les  banques  de  données,
soulevant ainsi des questions sur la nature de ces OTUs et sur leur métabolismes (Lepère et al. 2016). Au
sein  des  groupes  taxonomiques  restitués  par  ces  études,  un  grand  nombre  inclut  des  espèces
potentiellement  parasites,  dont  les  cycles  de  développement  et  les  hôtes  sont  encore  largement
méconnus. On trouve notamment de nombreux OTUs affiliés à la DMF (Dark Matter Fungi) (Grossart et
al.  2016),  en  référence  à  différents  groupes  comme  par  exemple  les  Rozellomycota et  les
Chytridiomycota, qui émergent à la racine des Fungi. Celle-ci est omniprésente dans les environnements
lacustres, mais ne possède à l’heure actuelle, que très peu de représentants cultivés. Ces champignons
sont généralement considérés  comme saprophytes  ou parasites.  Cependant,  leurs  rôles  écologiques
restent très peu connus. On retrouve également le phylum des Perkinsozoa, appartenant au clade des
Alvéolés (Alveolata), qui inclut la plus grande diversité de parasites eucaryotes connus (Cavalier-Smith
1993, Mangot et al. 2011). Détectés pour la première fois dans des lacs en 2005 (Lefranc et al. 2005),
des  études plus récentes ont  montré  leur présence récurrente  et l'importance  quantitative  de leurs
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zoospores dans les lacs (Lepere et al.  2008, Brate et al.  2010, Lepère et al.  2010, Mangot et al.  2009,
Mangot   et al.   2013  ), ainsi que leur activité (Debroas et al. 2015). Alors que les espèces de Perkinsozoa
marine sont connues pour infecter des bivalves (Mackin et al.  1950),  ou impacter la prolifération de
dinoflagellés  toxiques  (Lepelletier et  al.  2014),  l’écologie  des  Perkinsozoa lacustres  est  encore  peu
caractérisée.  Les traits  écologiques de leur espèces sœurs marines,  associés à des observations  en
microscopie, suggèrent cependant que ces espèces pourrait également avoir un mode de vie parasitaire
(Magot   et al.   2013  , Jobard   et al.   2020     – Figure 3.1).

Figure 3.1 : Observation de cellules potentiellement infectées par des Perkinsozoa lacustres. (A) Observations
cellules de Perkinsozoa ciblées par TSA-FISH à l'intérieur de chlorophycées coloniales lacustres (Mangot   et al.  
2013, Jobard   et al.   2020  ) ; Perkinsozoa attachés à des cyanobactéries en filament (Jobard   et al.   2020  ).

Alors qu’il a été mis en évidence une diversité d'eucaryotes microbiens aquatiques au moins égale à la
diversité observée pour les bactéries et les archées (Lopez-Garcia et al.2001; Not et al.2009), les études
la reliant aux aspects fonctionnels des communautés sont rares (Del Campo et al. 2014)

Dans ce contexte, le projet MICROSTORE (“Omic”approaches to decipher MICrobial eukaRyOteS funcTiOn
in fReshwater lake Ecosystems), initié en 2018 en réponse à l’appel d’offre France Génomique « Grand
projet  de  génomique »  a  pour  objectif  de  caractériser  la  diversité  fonctionnelle  des  eucaryotes
microbiens  dans  les  lacs  par  des  approches  omiques  (metabarcoding,  metagénomique,
metatranscriptomique et génomique sur cellule unique (SAG)). Ce projet, porté par l’équipe, comporte
deux aspects :

 Aspect écologique : l’objectif est ici de générer un catalogue de référence de gènes et de gé-
nomes d'eucaryotes microbiens lacustres, pour un large éventail de groupes taxonomiques, de
définir les fonctions des gènes exprimés par cette communauté en fonction des conditions envi -
ronnementales, de caractériser leurs potentiels métaboliques et de détecter leurs associations
potentielles (symbiotiques ou parasitaires) ;

 Aspect évolutif : l’objectif est de proposer une résolution phylogénomique des clades eucaryotes
unicellulaires lacustres  ainsi  que l’étude des facteurs  qui  gouvernent l’évolution de groupes
d’eucaryotes unicellulaires particuliers, ou l’émergence de fonctions particulières en lien avec
les caractéristiques biologiques et écologiques des groupes considérés.

Pour  caractériser  le  potentiel  fonctionnel  des  communautés  microbiennes  eucaryotes,  il  est  plus
intéressant de cibler son métatranscriptome (c’est-à-dire l’étude de l’ensemble des transcriptomes d’un
milieu  donné)  que  le  métagénome.  En  effet,  le  séquençage  des  ARN  messagers  permet  une
caractérisation des gènes exprimés, en évitant le séquençage de grandes régions intergéniques, d’ADN
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intronique ou d'ADN répété, fréquent dans les génomes eucaryotes. Cette approche facilite par ailleurs
les étapes ultérieures d'assemblage et de prédiction des gènes (Worden et Allen, 2010). À partir des
séquences codantes prédites après l’assemblage du métatranscriptome, il est possible d’identifier les
voies métaboliques actives dans les communautés microbiennes. En mettant ces voies en perspectives
des  paramètres  environnementaux  qui  caractérisent  les  différents  échantillons,  il  est  par  exemple
possible d’associer leur activation à des conditions environnementales particulières. Une telle approche
a été mise en place dans le cadre du programme TARA OCEAN (Karsenti et al.  2011) et a permis de
produire des catalogues de gènes eucaryotes exprimés en milieu marin à l’échelle du globe (Carradec  et
al. 2018). 

Alors  que les métatranscriptomes  constituent  le  matériel  le  plus pertinent  pour  évaluer  le  potentiel
fonctionnel  des  communautés  naturelles,  ceux-ci  seront  difficiles  à  analyser  dans  la  mesure  où
l'annotation de ces transcrits passe par la comparaison des séquences environnementales aux bases de
données publiques. Or, celles-ci contiennent particulièrement peu de séquences de microorganismes au
sein des eucaryotes, l’effort de séquençage portant pour l’essentiel sur les eucaryotes pluricellulaires et
leurs parasites (Del Campo et al.  2014). Pour contourner le manque de séquences de références et de
représentativité de la diversité taxonomique des communautés microbiennes, le séquençage de l’ARNm
environnemental peut être associé à celui de transcriptomes issus d’organismes maintenus en culture,
afin de construire une base de données de référence pour des espèces microbiennes plus proches. Cette
approche a permis de réduire le biais de représentativité des bases de données publiques dans le cadre
de  l’analyse  des  métatranscriptomes  du  programme TARA  océans.  Ceux-ci  ont  en  effet  profité  des
informations produites à partir du séquençage de 650 transcriptome d’eucaryotes unicellulaires issus de
cultures marines (Marine Microbial Eukaryotes Transcriptome Sequencing Project - MMETSP) (Keeling  et
al. 2014).

Le  projet  MICROSTORE  est  donc  basé  sur  le  séquençage  massif  issu  de  lignées  cultivées  et
environnementales échantillonnées dans le lac Pavin. Concernant le volet  culture, le transcriptome de
quatre-vingt-treize  souches  d’eucaryotes  unicellulaires  (LMGE,  Thonon  Culture  Collection  –  TCC  et
Culture Collection of Algea et Protozoa – CCAP) a été réalisé. Concernant le volet in situ, des échantillons
d’eau du lac Pavin ont été prélevés à quatre saisons et deux profondeurs (5 m et 80 m) de jour et de
nuit. Après filtration, deux fractions de taille ont été retenues (<10 μm et 10-50 μm). Pour les trente
deux conditions considérées, l’ADN et l’ARN a été extrait, divisé en deux duplicats (lorsque la quantité de
matériel le permettait) et séquencé. Ceci a permis de générer cinquante-sept jeux de  metabarcoding,
trente six métagénomes et autant de métatranscriptomes, soit 35 Tb de données.

Dans le cadre de ce projet je suis plus particulièrement impliquée dans la mise en place des ressources
bioinformatiques  permettant  l’exploitation  des  données  produites  et  l’analyse  la  résolution
phylogénomique de la diversité des eucaryotes microbiens lacustres.
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Figure 3.2 : Chaîne de traitement du pipeline KRYPTON. (A) Après nettoyage avec FastQC et Trimmomatic, les
lectures sont assemblées à l’aide de Trimmomatic. (B) Les transcripts prédits sont clusterisés avec Mmeseq2
clust, puis les CDS sont prédits et traduits en protéines avec l’outil Transdecoder. (C) Les protéines prédites
sont  comparées  d’une  part  à  Pfam-A pour  rechercher  des  domaines  fonctionnels  connus  et  d’autre  part
comparé  à  la  base  de  données  Uniref90.  Les  protéines  identifiées  sont  cartographiées  sur  les  cartes
métaboliques  de  la  base  de  données  KEGG  à  ‘aide  de  l’outil  MetaPathExplorer.  Sont  représentés  en
transparence  les  outils  qu’il  est  envisagé  d’inclure  dans  cette  chaîne  de  traitement  (Transrate,  BUSCO,
Bellerophon, Compacta).

Figure 3.3 : Comparaison des assemblage NCGR, KRYPTON et DIB (NKD) sur le transcriptome MMETSP1161. (A)
Comparaison du nombre de transcrits entre les trois assemblages (NKD). Seul 948 transcrits des transcrits
sont communs aux trois pipelines, soit respectivement 16,5 %, 8,5 % et 7,2 % des assemblages NCGR, KRY et
DIB. 1 304 transcrits sont communs à KRYPTON et NCGR et 5 772 sont communs à DIB et KRYPTON. (B)
Comparaison du nombre de protéines prédites entre NKD. 5 797 protéines sont aux trois assemblages NKD ,
soit 51,7%, 40,3 % et 36,8 % des assemblages NCGR, KRY et DIB. 7 252 protéines sont communes à NCGR et
KRYPTON. 8 896 protéines sont communes à KRYPTON et DIB (d’après Milisavljevic 2020).
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1.1 – Mise en place d’une chaîne de traitement pour l’annotation des transcriptomes de
cultures

L’annotation des transcriptomes issus de cultures est un travail préalable à l’étude des données méta-
omiques acquises dans le cadre de MICROSTORE dans la mesure où elles permettent de fournir  un
catalogue de gènes d’espèces d’eucaryotes unicellulaires lacustres qui permettra d’enrichir les bases de
références publiques utilisées pour l’annotation et l’analyse des données issues du lac Pavin. 

La plupart des travaux publiés concernant l’analyse de transcriptomes sur des organismes non modèles
sont réalisés sur la base de chaînes de traitement ad hoc (par exemple Strassert et al. 2019). C’est par
exemple le cas pour les données MMETSP (Keeling et al.  2014). Quelques chaînes de traitement pour
l’assemblage de novo et l’annotation de transciptomes ont été publiées, cependant, celle-ci sont plutôt
dédiés  à  l’annotation  des  transcriptomes  procaryotes  (Mgnify  –  Mitchell et  al.  2020)  ou  eucaryotes
pluricellulaires (par exemple DRAP - Cabau et al. 2017, Seq2Fun - Liu et al. 2021, Banerjee et al. 2021) et
profitent  de  l’existence de génomes de référence,  qui,  bien  que pouvant  appartenir  à  des  espèces
distantes, demeurent phylogénétiquement proche (animaux, plantes, champignons). L’une des difficultés
que nous rencontrons dans le cadre du projet MICROSTORE, est que nous sommes amenés à caractériser
des transcriptomes pouvant appartenir à des groupes taxonomiques sous-représentés dans les bases de
données publiques, possiblement rares et représentatifs d’une diversité qui émergent à proximité de la
racine de l’arbre des eucaryotes (Logares et al.  2021). Les approches basées sur la comparaison avec
des références proches ne sont donc pas envisageables. Une chaîne de traitements pour l’assemblage et
l’annotation de ces transcriptomes est donc en cours de développement (notamment à travers deux
stages de M2 que j’encadre). Une première version de cette chaîne de traitements a été implémentée
par Baptiste Milisavljevic (M2 2019-2020). Elle s’articule autour de 3 axes principaux, le contrôle qualité
des lectures, ainsi que l’assemblage du transcriptome, la clusterisation des transcrits et leur traduction
en protéines et l’annotation fonctionnelle des protéines prédites (Figure 3.2). 

Après un contrôle qualité (FastQC), les lectures sont nettoyées avec Trimmomtic (Bolger et al.  2014).
L’assemblage du transcriptome est réalisé avec Trinity v2.9.1 (Grabherr et.al 2011) à partir des lectures
nettoyées. Une première étape de clusterisation avec MMseqs2 (Steinegger et Söding 2017) permet de
réduire cette redondance liée au polymorphisme allélique, aux variants d’épissage ou à de possibles
duplications (Vijay et al. 2013, Davidson et Oshlack 2014, Chang et al. 2015, Razo-Mendvil et al. 2020).
Transdecoder  (Haas et  al.  2014)  permet de  prédire les  structures codantes  (CDS) sur les  transcrits
assemblés,  qui  sont  ensuite  traduits  en protéines.  Une seconde  clusterisation  est  appliquée sur  les
protéines prédites.
L’annotation  fonctionnelle  des  protéines  prédite  est  réalisée  d’une  part  à  travers  la  recherche  de
domaines fonctionnels contre la base de données Pfam-A et d’autre  par la recherche de séquences
homologues dans la base de données UniRef90 via l’outil MMseqs2. L’association entre les accessions de
Uniref90  et  KEGG,  calculée  en  amont  permet,  d’identifier  les  groupes  d’orthologues  de  la  base  de
données  KEGG  associés  des  protéines  prédites  affiliées  à  Uniref90  et  de  leur  associer  une  voie
métabolique avec l'outil MetaPathExplorer (Hochart et Debroas 2017). Cet outil fourni également des
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images de cartes métaboliques dans lesquelles les groupes d’orthologue de KEGG correspondant à des
protéines retrouvées dans le transcriptome sont explicitement représentés. L’implantation de KRYPTON
sur le cluster de calcul du mésocentre de l’UCA est en cour de réalisation (travail réalisé par Anthony
Auclair, M2 2020-2021).

KRYPTON a été testé sur trois transcriptomes de Cholorophytes extraits du projet MMEPTSP (Keeling et
al. 2014). Ils ont été analysés à partir des lectures brutes (fichiers fastq) et de leurs assemblages, tel que
produits  dans  leur  publication  de  Keeling  et  collaborateurs  (NCGR),  ou  réassemblés  (DIB)  via
l’assembleur Trinity (Johnson et al. 2019). 

La comparaison de la couverture relative des trois assemblages à l’échelle des transcrits est faible. Par
exemple, pour la souche MMETSP1161 (Figure 3.3), les transcrits produits à l’issue de KRYPTON couvrent
23 % des CDS de l’assemblage NCGR et 44 % de l’assemblage DIB, alors même que ce dernier a été
réalisé avec Trinity (v2.2.0). A l’échelle des protéines, les résultats sont plus encourageants, puisque les
protéines  retenues  à  l’issue  du  traitement  des  données  par  KRYPTON  couvrent  le  deux  tiers  des
protéines prédites à partir de l’assemblage NCGR et 56 % des protéines prédites à partir de l’assemblage
DIB.  Ces  résultats  sont  en  accord  avec  ceux  de  Jonhson  et  collaborateurs,  qui  soulignent  que  si
l’assemblage DIB couvrent environ 71 % des transcrits NCGR, ces derniers ne couvrent pas plus de 34 %
des transcrits de DIB (Johnson et al. 2019b). L’obtention de résultats divergents lors de l’assemblage de
transcriptomes n’est pas rare dans la littérature (Voshall et Moriyana 2018, Salzberg 2019, Hölzer et
Marz  2019,  Banerjee et  al.  2021),  ces  approches  étant  particulièrement  sensibles  à  la  nature  de
l'assembleur et à des paramètres utilisés. Les transcrits restitués sont par ailleurs très similaires entre
eux, ce qui rend difficile la distinction des assemblages corrects parmi les artefacts  (Banerjee  et al.
2021). Parmi les améliorations envisagées sur la chaîne de traitement KRYPTON, on peut noter l’ajout
des outils Bellerophon (Kerkvliet et al. 2019) et Conpacta (Razo-Mendivil et al. 2020). Le premier outil est
spécifiquement dédié à la recherche et la suppression des chimères dans les assemblages de novo de
transcriptomes. Le second permet de réduire la redondance des assemblages par une approche basée
sur  l’estimation  de  la  part  de  lectures  partagées  par  différents  contigs  et  pourrait  constituer  une
alternative à la clusterisation basée sur la similitude entre les séquences.

La caractérisation d’un transcriptome s’avère être une tache complexe pour ses aspects techniques,
auquel il faut ajouter la dimension totalement nouvelle et exploratoire des données produites. En effet,
des travaux antérieurs portant sur l’analyse de métatranscriptomes marins ont révélé que près de la
moitié des transcrits produits n'avaient pas de correspondance dans les bases de données publiques, ce
qui suggère qu’ils sont trop divergents pour permettre l'identification de leurs homologues potentiels ou
qu'ils pourraient correspondre à de nouveaux gènes. Ces gènes pourraient conférer des fonctions qui
différencient les lignées eucaryotes entre elles et avec les procaryotes (Van Etten et Bhattacharya 2020).
Ainsi, au-delà de l’analyse des transcrits via KRYPTON et leur comparaison avec des bases de référence,
il  sera  nécessaire  d’envisager  des  traitements  alternatifs  pour  explorer  la  part  des  données  pour
lesquelles il  n’existe à l’heure actuelle aucune contrepartie décrite dans la littérature, telle que ceux
proposés par Vanni et collaborateurs par exemple (Vanni et al. 2021). 
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1.2 – Perspectives : Phylogénomique des eucaryotes unicellulaires lacustres

Le domaine des eucaryotes englobe une très grande diversité, (estimée autour de 76 millions d'espèces
(de Vargas et al.  2015)) portée pour l’essentiel par des organismes unicellulaires, dont la classification
demeure un problème complexe. En effet, une grande partie de cette diversité est cryptique, au sens où
des  cellules  morphologiquement  indiscernables  peuvent  être  séparées  par  une  grande  divergence
moléculaire  ou  fonctionnelle  (Keeling  2019).  Ainsi,  c’est  à  travers  le  développement  de  la
phylogénomique  et  à  l’étude  de  groupes  de  protistes  clés  pour  l'évolution  que  la  phylogénie  des
eucaryotes s’est affinée et enrichie ces 15 dernières années (Burki 2020). La phylogénomique est basée
sur la concaténation de gènes cores partagés par l’ensemble des eucaryotes, pour tenter de dégager un
signal  commun  à  même  de  refléter  cette  diversité  phylogénétique.  Cependant,  l'exploration  de
l'influence des gènes qui ne seraient pas partagés par l’ensemble des eucaryotes en complément du
signal restitué par les gènes cores eucaryotes peut aider à déterminer plus précisément où et comment
le signal phylogénétique est distribué (Brown et al. 2013, Shen et al. 2017). De manière plus fine encore,
l’exploitation  phylogénomique  du  pangénome  dans  certains  groupes  taxonomiques  peut  permettre
d’apporter  un  éclairage  fonctionnel  et  évolutif  sur  leur  fonctionnement  ou  leur  rôle  potentiel  dans
l’environnement. Une telle analyse du pangénome des Mamiellales (12 500 gènes - Worden et al. 2009),
a ainsi permis de définir un core génome (d’un peu plus de 7000 gènes) dans lequel il a été retrouvé des
gènes impliqués dans les processus de la méiose.  Ceci  était  inattendu puisque les  Mamiellales sont
considérés comme asexués, ce qui suggère que ces gènes étaient des vestiges de leur ancêtre ou qu'ils
possèdent un type de sexualité qui n'a pas encore été décrit (Qui Richard cite-t-il dans pagenome euk
2020).

Dans  ce  contexte,  les  données  de  transcriptomes  constituent  un  apport  intéressant  dans  la
caractérisation de la diversité phylogénétique des eucaryotes. En effet, les transcriptomes, sont dominés
par des gènes de ménage fortement exprimés dans les cellules (Lahr et al.  2019, Lax et al.  2018), qui
constituent une part importante des gènes utilisés dans les approches de phylogénomique (Burki 2020).
Ainsi,  on  peut  penser  qu’à  l’échelle  d’un  écosystème,  les  (méta)transcriptomes  issus  d’échantillons
naturels  devraient  restituer  une  bonne  couverture  des  données  utilisées  en  phylogénomique  et
permettre une résolution fine de la diversité des eucaryotes propres à cet écosystème. Les travaux de
l’équipe sur la caractérisation de clades eucaryotes lacustres à partir  de données de  metabarcoding
(ARNr 18S) ont permis de définir des clades spécifiques des milieux lacustres au sein de différents taxa
eucaryotes. Les données de transcriptomique et de métatranscriptomique produitent dans le cadre du
projet MICROSTORE, devraient nous permettre d’accéder à une information phylogénétique plus fine
pour  caractériser  ces  clades.  Ainsi,  une  de  mes  perspectives  de  recheche  est  de  développer  une
approche phylogénomique sur les données de (meta)trancriptomique issues de MICROSTORE afin de
proposer une résolution plus fine de ces clades. Ce travail nécessitera l’analyse préalable du potentiel
génique des différentes clades, incluant la caractérisation de leur pangénome lorsque cela sera possible
et l’étude de l’évolution des génomes propres à certains groupes.
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Figure 3.4 : Modélisation des connaissances sur la cartographie comparée : modèle conceptuel. Les entités
manipulées  en  cartographie  comparée  sont  de  deux  ordres,  d’une  part  les  cartes  et  marqueurs
cartographiques et d’autre part les entités biologiques. Ces dernières peuvent être considérées selon leurs
propriétés  biologiques  ou  cartographiques  lorsqu’elles  sont  manipulées  en  tant  que  marqueurs
cartographiques (d’après Bronner   et al.   2002b  ).

Figure 3.5 : Modélisation des connaissances sur la cartographie comparée : diagramme d’instances. Ce
diagramme  d’instance  illustre  l’organisation  au  sein  du  système  GeM  (genomic  mapping)  des
informations relatives à la description de la carte comparée du chromosome 2 de l’homme avec la
souris (d’après Bronner   et al.   2002b  ).
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2  –  Représentation  des  connaissances  en  cartographie  comparée  des  génomes  de
mammifères

La caractérisation des génomes de vertébrés a permis de constater la superposition de structures spa-
tiales hétérogènes de différentes natures (fonctionnelles, compositionnelles, évolutives) et à différentes
échelles  (pour revue, voir Gautier 2000, Hurst et Eyre-Walker 2000) souvent conservées entre espèces.
L’analyse conjointe de l’organisation spatiale des génomes entre espèces par des approches de carto-
graphie comparée permet d’étudier les facteurs à l’origine de ces structures et du fonctionnement des
génomes. Au delà de ces questions fondamentales, la cartographie comparée est un outil qui rend pos-
sible, sur la base de leur localisation génomique, le transfert d’informations entre espèces. Dans ce
contexte, mon travail de thèse a consisté en la conception d’un système à base de connaissances desti-
né à la représentation de données plurispécifiques hétérogènes pour la cartographie comparée des gé-
nomes. 
Une difficulté de la représentation des concepts de la biologie en termes informatiques réside dans leur
grand nombre de facettes. En effet, ceux-ci peuvent souvent être considérés selon différents points de
vue, un même terme pouvant recouvrir différents aspects, parfois non chevauchants, du concept. L’ex-
plicitation  des objets  biologiques représentés en termes informatiques  dans  le  cadre  d’une base de
connaissances implique alors la définition d’une ontologie1. Celle qui a été développée ici se décline à
travers trois hiérarchies de classes et six associations majeures (Figure 3.4). Les concepts de la biologie
et de la génétique ont été représentés indépendamment de leur structure moléculaire. Ainsi, un « frag-
ment génomique », entité « fondamentale » de la cartographie génomique, a été décrite à travers trois
hiérarchies dont les racines sont Element, Sequence et Map. Cette modélisation présente l’avantage de
distinguer les trois univers intégrés par la cartographie comparée et permet une modélisation spécifique
de chacun d’eux. Les associations portent sur la description des relations d’homologie, d’appartenance
d’un objet cartographique à une carte. Les relations spatiales entre les éléments d’une carte sont dé-
crites à travers une adaptation de l’algèbre de Allen pour les cartes génomiques (Allen 1983, Schmeltzer
1995). Deux relations entre les classes Element et Sequence d’une part et Element et Map d’autre part
garantissent l’intégrité du « fragment génomique » (Bronner   et al.   2002a  ).

Une base de connaissances GeMCore reposant sur l’implémentation de ce modèle a également été réali -
sée au titre de preuve de concept (Figure 3.5). Elle inclue une procédure de mise à jour des données et
d’une API (Application Programing Interface) java qui permet l’interrogation du système par d’autres pro-
grammes (Bronner   et al.   2001  ). Ce travail à été poursuivi dans le cadre d’une thèse et à donné lieu à la
réalisation d’une base de connaissances opérationnelle support à publications dans le domaine médical
(Aouacheria et al. 2005, Aouacheria et al. 2006).

1 En informatique, une ontologie est un modèle de travail décrivant les entités et les interactions d’un domaine (Stevens
et al. 2000). Celle-ci doit être comprise par des individus et être interprétée de façon non ambigüe par des logiciels,
c’est-à-dire qu’elle doit à la fois être décrite à travers le langage naturel et des formalismes de représentation adaptés à
l’utilisateur et être exprimée à travers un modèle de données « interprétables » par un système informatique.
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3 - Biodiversité et génomique végétale

J’ai intégré au 1er septembre 2003 l’unité Amélioration et Santé des Plantes (UMR 1095 UBP-INRA) au
titre de Maître de conférence, dans l’équipe Résistance du tournesol aux pathogènes.  Mes premiers
travaux ont porté notamment sur l’annotation d’un fragment génomique de tournesol d’environ 112 kb
lié à la résistance de tournesol au mildiou (Plasmopara halstedii) un pathogène eucaryote unicellulaire
du clade des oomycète (Franchel   et al  . 2011)  .

Au sein de l’équipe, ou à travers des collaborations,  j’ai  également participé à des études associant
l’organisation et la diversité de l’information génétique (les familles multigéniques en particulier) au sein
des génomes à leur évolution (spécialisation)  et leur expression, en relation avec les contraintes de
l’environnement. Ainsi, dans le cadre d’une collaboration avec l’équipe MECA du laboratoire de Physique
et  Physiologie  Intégrative  de  l’Arbre  Fruitier  et  Forestier  (PIAF ;  UMR  547  UBP-INRA),  nous  avons
caractérisé les signatures génomique et évolutive des facteurs de transcription à doigt de zinc C2H2 de
type Q chez le peuplier et leur expression en réponse à divers stress mécaniques (blessure, stress salin,
stress osmotique, gel). En effet ces facteurs de transcription jouent un rôle clé dans l’acclimatation des
plantes tant à des stress biotiques qu’abiotiques (Ciftci-Yilmaz et Mittler 2008) bien que le rôle et les
éléments régulant l’expression de ces différentes isoformes reste peu caractérisés. Il a pu être établi que
les  doigt de zinc C2H2 de type Q chez les plantes se divisaient en deux groupes monophylétiques dont
les séquences se caractérisent par des signatures protéiques spécifiques. Cette séparation est antérieure
à  la  divergence  entre  les  monocotylédones  et  les  dicotylédones,  qui  eux  mêmes  possèdent  des
signatures particulières au sein de chaque groupe. Il  n’a pu être montré une quelconque spécificité
d’expression entre les sous type de facteurs de transcription chez le peuplier et la nature du stress
appliqué, ou l’organe ciblé (Gourcilleau   et al  . 2011  ).  

Dans le cadre d’une collaboration avec Jean-Stéphane Venisse (UMR PIAF) nous nous sommes intéressés
à  une  catégorie  de  protéines  intrinsèques  majeures  non  caractérisées  fonctionnellement  (protéines
intrinsèques X – XIP). Celles-ci ont pu être classées phylogénétiquement en cinq groupes dont quatre
correspondent à la divergence de taxons d’angiospermes. Les schémas complets d’expression des gènes
de  XIP  chez  le  peuplier  ont  montré  que  seules  deux  isoformes  étaient  transcrites  dans  des  tissus
végétatifs avec cependant des schémas contrastés (Lopez   et al  . 2012  ).

Collaborations
- Catherine LENNE – Nathalie LEBLANC
- Jean-Stéphane VENISSE
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4   -   Big data, grille et complexité biologique  

Les infrastructures de calcul distribué permettent de mobiliser les ressources de plusieurs ordinateurs au
sein d'un réseau sur un problème nécessitant un grand nombre de cycles de calcul, ou l'accès à de
grandes  quantités  de  données.  Les  grilles  de  calculs  notamment  donnent  accès  à  des  ressources
distantes de calcul et/ou de stockage via des protocoles et interfaces standardisés au travers d’une
couche logicielle (intergiciel ou middleware) permettant un accès transparent pour les utilisateurs.

Le  déploiement  d’un  traitement  sur  une  grille  passe par  la  parallélisation  des  processus  lorsque  le
traitement  des  données  implique  de  nombreux  calculs  indépendants,  ou  par  la  parallélisation  des
données  lorsque  le  processus  est  divisé  en  plusieurs  sous-tâches  qui  peuvent  être  traitées
indépendamment. Alors que la parallélisation d’un grand nombre de calculs élémentaires dans le premier
cas, ou le paquetage de données pour leur traitement parallèle (comme on le retrouve communément en
sciences  physiques)  dans  le  second  cas,  sont  relativement  bien  maîtrisées  pour  ce  qui  concerne
l’adaptation  des  traitements  aux  grilles  de  calculs  et  au  « big  data »,  la  gestion  de  chaînes  de
traitements  complexes  impliquant  la  mobilisation  et  l’interrogation  de  gros  volumes  de  données
constituent encore des points limitants dans le traitement des données complexes sur des infrastructures
partagées (big complexity)

Figure 3.6 : Représentation graphique du découpage des tâches de PANAM en 4 services WPE (d’après
Doan   et al.   2013  ).
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La chaîne de traitement développée dans PANAM s’est avérée tout à fait adaptée à l’investigation de
cette  notion  de  « big  complexity »  dans  le  contexte  des  grilles  de  calculs  et  a  donné  lieu  à  une
collaboration avec l'équipe Plateforme de Calcul pour les Sciences du Vivant (PCSV) du Laboratoire de
Physique Corpusculaire (LPC UMR 6533) ceci afin :

 d’identifier les limites des technologies dans le contexte d’une chaîne de traitement complexes
 d'évaluer les performances de PANAM sur la grille de calcul

Le portage de PANAM sur la grille de calcul BioMed a été réalisé en faisant le choix d’une parallélisation
par  les  données,  son  déploiement  sur  la  grille  a  été  basé  sur  le  logiciel  #  Wisdom  Production
Environment # (WPE, Breton et al., 2009).

Ces travaux ont permis de montrer l'intérêt des structures de calcul distribué pour de grands jeux de
données, confirmant l'efficacité de la grille pour le traitement de données issues des NGS (Pour un jeu de
1 million d’OTU, le temps de traitement total nécessaire à PANAM après déploiement sur la grille est 12h
43min, contre 16 jours pour sa version non parallélisée).

Tableau 3.1 : Temps moyens d’exécution des différents services de PANAM sur la grille de calcul Biomed
pour différents jeux de séquences (d’après Doan 2012)

Ils ont également permis de pointer un certain nombre de points limitants, notamment à cause de la
dernière étape de PANAM qui implique la fusion de l'ensemble des résultats précédemment obtenus.
Ainsi, le traitement d'un jeu de données par PANAM dans l'environnement WPE sera conditionné par la
durée de la tâche la plus longue. Si pour une raison ou une autre, l'une des tâches ne se termine pas, le
traitement du jeu de données peut en théorie durer un temps infini. Ces observations ont permis de
proposer des modifications du WPE qui en ont considérablement amélioré les performances (Doan   et al  .  
2013).

Collaborations
- Vincent BRETON (LifeGrid 2012)
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