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Résumé : 
Les microorganismes, par leurs fascinantes capacités d’adaptation liées à l’extraordinaire diversité de 
leurs capacités métaboliques, jouent un rôle fondamental dans les tous les processus biologiques. Ils 
interviennent notamment au niveau des changements globaux, comme le réchauffement climatique, en 
partie occasionné par les émissions croissantes de méthane dans l’atmosphère, mais également par les 
pollutions résultant de la dispersion de molécules comme les Hydrocarbures Aromatiques 
Polycycliques. Ainsi, les communautés microbiennes vont participer à réduire ou à augmenter les 
effets délétères de l’anthropisation des écosystèmes. La régulation des changements globaux passe 
donc par une meilleure connaissance de ces communautés qui doivent être explorées dans leur 
globalité au sein des environnements. Néanmoins en raison de leur forte complexité, une telle 
exploration n’est possible qu’en utilisant des outils d’analyse haut-débit. Cependant, l’emploi d’outils 
moléculaires à haut-débit comme les biopuces à ADN passe par la détermination de sondes combinant 
à la fois une forte sensibilité, une très bonne spécificité et un caractère exploratoire. Pour concevoir de 
telles sondes  un nouveau logiciel KASpOD a donc été développé. De même, en utilisant des sondes 
présentant les mêmes caractéristiques, le développement d’une nouvelle approche innovante en 
écologie microbienne de capture de gènes en solution été entrepris. Cette nouvelle méthode 
d’enrichissement de gènes d’intérêt couplée à du séquençage haut-débit a été appliquée pour 
l’exploration des communautés méthanogènes du lac Pavin. Les résultats obtenus montrent la 
pertinence de l’approche qui assure une meilleure évaluation de diversité de l’écosystème avec 
notamment l’identification de populations appartenant à la biosphère rare. L’autre ajout majeur de 
cette approche est qu’elle autorise l’identification de grandes régions d’ADN génomique exploitable 
pour caractériser de nouveaux gènes ou de nouveaux processus adaptatifs. 
Mots clés : changement global, métagénomique, détermination de sondes, capture de gènes 
 

Selection of oligonucleotide probes for high-throughput molecular tools : application 
for a new gene capture method’s development for microbial ecology 

 

Abstract : 
Microorganisms play a crucial role in all biological processes related to their huge metabolic 
potentialities. They are involved in global changes such as global warming partially caused by the 
growing methane emissions in the atmosphere, but also by the release of pollutants such as Polycyclic 
Aromatic Hydrocarbons. Thus, microbial communities will contribute to reduce or increase the 
negative effects of human impacts on ecosystems. The regulation of global changes needs a better 
knowledge of the microbial communities involved in complex environments functioning.  
Nevertheless, a complete exploration of such environments requires the use of high-throughput tools, 
due to the extraordinary diversity of microorganisms within the ecosystems. The use of DNA 
microarrays requires a probe design step allowing the selection of highly sensitive, specific and 
explorative oligonucleotides. For this purpose, we have developed KASpOD, a new software, 
allowing the generation of efficient probes dedicated to environmental applications. Using high quality 
probe sets, an innovative in solution-based gene capture method combined with Next Generation 
Sequencing, was developed and applied for the exploration of the methanogen communities in lake 
Pavin, Results showed the relevance of this approach that allows a better evaluation of the methanogen 
diversity with an efficient detection of populations belonging to the rare biosphere. The other main 
advantage of this approach is the identification of large regions of genomic DNA, useful for the 
characterization of new genes or adaptive processes. 

Keywords: global change, metagenomics, probe design, gene capture 
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 Introduction générale 
 

De par la grande diversité de leurs métabolismes et leur incroyable capacité 

d’adaptation, les microorganismes sont retrouvés dans de nombreux écosystèmes même les 

plus extrêmes, et interviennent dans tous les processus globaux parmi lesquels le cycle du 

carbone, dont la production de méthane constitue un point clé. Depuis la révolution 

industrielle, la composition chimique de l’atmosphère a été profondément modifiée du fait des 

activités humaines qui sont à l’origine d’émission croissante de nombreux gaz dont le 

méthane, absorbant le rayonnement infrarouge et participant à l’effet de serre. Ce dernier 

participe directement aux changements globaux actuellement observés et plus 

particulièrement dans le réchauffement climatique. En effet, l’impact du méthane a été évalué 

comme étant environ vingt-trois fois supérieur à celui d’autres gaz à effet de serre tel que le 

dioxyde de carbone. La grande majorité de la production de méthane étant d’origine 

microbienne (Conrad 2009), il est important de pouvoir explorer ces populations afin de 

mieux comprendre les mécanismes à la base de la production et de l’utilisation de ce 

composé. En outre, ces connaissances pourraient être à la base d’approches conduisant à 

limiter l’émission de méthane. 

Outre une présence dans une grande diversité d’environnements, ces populations 

pourraient également jouer un rôle dans la dégradation anaérobie des hydrocarbures 

aromatiques polycycliques (HAP). En France, la base de données BASOL 

(http://basol.environnement.gouv.fr/) recense actuellement 4411 sites pollués, avec près de 

17% de ces sites contaminés par des HAP. Ces pollutions touchent différents compartiments 

environnementaux comme les sols, les sédiments lacustres ou marins. Les HAP sont classés 

comme des polluants organiques persistants (POP) en raison de leur temps de rétention très 

important dans l’environnement lié à leur faible solubilité dans l’eau. De même, ces 

molécules ont démontré un caractère cancérigène et mutagène, avec certains HAP classés 

comme polluants prioritaires par des agences internationales comme l’ « US Environmental 

Protection Agency » (EPA) ou encore l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS).  

Dans ce contexte, une bonne connaissance des communautés microbiennes et plus 

particulièrement des méthanogènes, s’avère indispensable pour évaluer leurs capacités 

d’adaptation et leurs implications dans les changements globaux ou des actions à mener pour 
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limiter les effets délétères de l’anthropisation. Cependant, l’acquisition de ces données 

représente un encore défi majeur du fait de l’extraordinaire diversité et complexité des 

communautés microbiennes présentes au sein des différents écosystèmes (Torsvik et al 1990, 

Whitman et al 1998). Toutefois, grâce à l’émergence des outils dits à haut-débit, une 

caractérisation structurale et fonctionnelle des communautés microbiennes devrait être 

facilitée. En effet, l’essor de la métagénomique, lié à l’évolution du séquençage massif, a 

laissé entrevoir de nouvelles perspectives. Cependant, l’utilisation directe des nouvelles 

approches de séquençage sur des environnements complexes reste encore délicate du fait des 

difficultés d’interprétation des masses de données générées et des coûts restant élevés malgré 

une réduction significative du prix des séquences de deuxième génération. La réduction de la 

complexité semble être une bonne alternative notamment pour explorer les populations peu 

abondantes comme les méthanogènes. Avec l’objectif de réduire cette complexité, 

l’enrichissement préalable des gènes d’intérêt représente donc une approche innovante. 

Parallèlement, pour appréhender les communautés microbiennes des environnements 

complexes, les biopuces à ADN (phylogénétiques ou fonctionnelles) apparaissent également  

être des outils de choix du fait de leur simplicité d’utilisation, de leur capacité de multiplexage 

assurant la gestion simultanée d’un grand nombre d’échantillons et de la facilité 

d’interprétation des résultats. Cependant, le point clef du développement de ces deux types 

d’approches porte sur la détermination in silico de sondes à la fois spécifiques et sensibles, 

mais également par la mise en place de nouvelles stratégies moléculaires d’enrichissement. Il 

sera alors possible de pouvoir caractériser la diversité encore inconnue non répertoriée dans 

les bases de données, mais également d’identifier les populations peu abondantes jouant un 

rôle prépondérant dans les processus globaux étudiés. Les objectifs de ces travaux de thèse 

s’inscrivent dans ces problématiques autant biologiques (place des méthanogènes au sein des 

changements globaux) que méthodologiques (développement de nouvelles stratégies haut 

débit d’étude de la diversité microbienne). 

Ainsi, le mémoire de thèse sera structuré en quatre parties, dont la première fera état 

des connaissances bibliographiques des méthanogènes au sein du cycle du carbone et de 

l’anthropisation des écosystèmes, mais également des outils haut débit récemment développés 

pour caractériser cette diversité. Cette première partie se terminera par la description des 

nouvelles approches envisagées pour dépasser les limites rencontrées pour l’exploration 

d’environnements complexes. Les parties suivantes présenteront sous forme de publications 

ou de chapitres d’ouvrage les travaux de cette thèse.  
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La deuxième partie portera ainsi sur la présentation d’un chapitre d’ouvrage décrivant 

les stratégies bioinformatiques utilisables pour la sélection de sondes oligonucléotidiques,  

permettant l’évaluation de la diversité microbienne connue ou encore inconnue. Les troisième 

et quatrième parties présenteront quant à elles, sous forme de deux articles, les résultats ayant 

conduit d’une part à l’élaboration d’un nouveau logiciel (KASpOD) de détermination de 

sondes oligonucléotidiques, et d’autre part au développement d’une nouvelle méthode de 

capture de gènes couplée au séquençage massif de seconde génération. Cette dernière  

approche a d’ailleurs permis la mise en évidence d’une grande diversité de méthanogènes et 

de nouvelles organisations géniques au sein d’un environnement lacustre, le lac Pavin. Elles 

contribuent ainsi en une meilleure connaissance des adaptations des méthanogènes 

participants au bon fonctionnement de cet écosystème.  

Une conclusion générale fera le bilan des avancées apportées par ces travaux de thèse 

et des perspectives pour l’étude des formidables capacités d’adaptation des microorganismes. 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1. Le cycle global du carbone et ses principaux réservoirs. Les réservoirs sont en 
gras et les flux en italique. Les flux précédant la perturbation anthropique sont indiqués en 
noir et ceux résultant des activités humaines en rouge. 1 Pg (un pétagramme) = 1015g ; 1 Zg 
(un zétagramme) = 1021g. (Adapté d’après Berner et Berner, 1996 ; Kump, Kasting et Crane, 
1999). 
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PARTIE 1 : Synthèse bibliographique 
 

1. Diversité microbienne et changement global 

A l’heure actuelle, une attention toute particulière de la communauté scientifique est portée 

sur les modifications majeures engendrées par l’activité humaine et les répercussions sur les 

écosystèmes. Ces modifications connues sous le terme de changement global, regroupent 

notamment les changements du climat et la modification des écosystèmes. Par leur biomasse 

élevée (4 à 6 × 1030 cellules microbiennes au niveau terrestre), leur diversité (nombre 

d’espèces bactériennes estimées par certains chercheurs à plus d’une dizaine de millions) 

(Eisen 2007, Whitman et al 1998) et leurs fascinantes capacités métaboliques et d’adaptation, 

les microorganismes ont un rôle essentiel dans le fonctionnement et l’évolution des cycles 

biogéochimiques et par conséquent celui des écosystèmes. De ce fait, les microorganismes 

sont des acteurs clefs au centre des changements globaux pouvant amplifier les effets néfastes 

liés à ces changements, ou au contraire participer à réduire ces effets. Les activités humaines 

impactant particulièrement le cycle biogéochimique du carbone, une attention toute 

particulière devra être portée sur l’étude des changements des communautés microbiennes au 

sein de ce cycle.  

1.1 Le cycle du carbone 

Sur Terre l’élément carbone (C) subit un ensemble de transformations caractérisées 

par des processus d’oxydo-réduction allant de sa forme la plus oxydée (exemple le dioxyde de 

carbone CO2, nombre d’oxydation +IV) jusqu’à sa forme la plus réduite (le méthane CH4, 

nombre d’oxydation –IV). Le carbone dit organique (associé à des éléments tel que l’oxygène, 

l’hydrogène, l’azote, le soufre ou encore le phosphore) possède toujours un nombre 

d’oxydation compris entre 0 (glucose, acétate) et –IV, tandis que celui du carbone dit minéral 

est toujours compris entre 0 et +IV (exemple du CO2 [+IV], carbonate de calcium CaCO3 

[+IV], monoxyde de carbone CO [+II]). L’ensemble des transformations biotiques et 

abiotiques des différentes formes du carbone constitue le cycle biogéochimique du carbone.  

1.1.1 Les principaux réservoirs 

Le cycle du carbone se décline au travers de flux entre ses principaux réservoirs que 

sont l’atmosphère, la biosphère continentale, l’hydrosphère, et la lithosphère (Figure 1). 

L’atmosphère contient du carbone sous sa forme inorganique à savoir le CO2 (à hauteur de 



 

 

 

 

 

Figure 2. Les différents mécanismes de transfert de carbone. Les échanges physico-
chimiques sont indiqués en gris et les échanges biologiques sont indiqués en vert. 
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0,0368% ou 368 ppm) et le CO (0,1 ppm), de même que du méthane CH4 (environ 1,7 ppm). 

Le stockage du carbone dans ce réservoir est estimé à environ 762 Pg (1 Pg correspondant à 

1015 g). La biosphère continentale stocke une quantité de carbone estimée à 2261 Pg se 

répartissant au niveau de la végétation (550 Pg), des sols et de la matière en décomposition 

(1711 Pg). Il est intéressant de noter que la végétation au niveau de la biosphère continentale 

contient moins de carbone que l’atmosphère (550 contre 762 Pg), alors que le premier mètre 

des sols en contient deux voire trois fois plus (1500 à 2000 Pg). L’hydrosphère contient quant 

à elle une quantité estimée à 37 000 Pg de carbone inorganique et 1000 Pg de carbone 

organique, ce qui représente une quantité 50 fois plus importante que pour l’atmosphère et 70 

fois plus que pour la végétation terrestre. Il est également intéressant de constater que les 

zones océaniques profondes (mésopélagique et bathypélagique, entre 200 et 4000 mètres de 

profondeur) contiennent la grande majorité (environ 97%) du carbone de l’hydrosphère. 

Enfin, la lithosphère représente le plus gros réservoir de carbone, qu’elle stocke au niveau des 

roches carbonatées (environ 30 Zg correspondant à 30×1021 g) et des roches carbonées 

(environ 10 Zg). Ces dernières correspondent aux résidus de la matière organique accumulée 

à l’échelle géologique et enfouis dans des couches sédimentaires (gaz, pétrole, charbon…) 

(Berner and Berner 1996, Bertrand et al 2012, Kump et al 1999). 

1.1.2 Mécanismes de transfert de carbone  

Le cycle du carbone est caractérisé par des flux entre les réservoirs impliquant 

différents processus s’étalant sur différentes périodes. Il est possible de distinguer deux types 

d’échanges : ceux impliquant des processus d’échanges physico-chimiques et ceux impliquant 

des échanges biologiques (Figure 2). 

1.1.2.a Echanges physico-chimiques 

Les échanges physico-chimiques consistent en (1) la dissolution des roches silicatées 

de la lithosphère correspondant à un phénomène d’érosion par l’eau (2CO2 + 3H2O + CaSiO3 

� Ca2+ + 2HCO3
- + H4SiO4) où les produits dissouts sont transportés vers l’hydrosphère et 

précipitent sous forme de carbonate de calcium (CaCO3) et de dioxyde de silicium (SiO2), 

tous deux stockés dans les sédiments; (2) la pompe chimique de l’hydrosphère basée sur 

l’absorption du carbone inorganique de l’atmosphère du fait de la solubilité du CO2 dans l’eau 

et grâce au système carbonate assurant le stockage du CO2 sous forme de bicarbonates et de 

carbonates (CO2 + H2O ↔ HCO3
- + H+ ↔ CO3

2- + 2H+); (3) le stockage net de carbone 

organique dans les sédiments de l’hydrosphère par sédimentation et enfouissement, 



 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3. Rôle des microorganismes dans le cycle du carbone. (1) Production de carbone organique 
(biomasse) à partir du CO2 (autotrophie) en conditions oxiques : bactéries et archées chimiolithotrophes, micro-
eucaryotes photosynthétiques ; (2) Production de carbone organique à partir de la réduction du CO2 (autotrophie) 
en conditions anoxiques : bactéries et archées chimiolithotrophes ou photolithotrophes ; (3) et (4) Utilisation du 
carbone organique comme source d’énergie et oxydation en CO2 (minéralisation) en conditions oxiques (3, 
respiration aérobie) et en conditions anoxiques (4, fermentation) ; (5) production de méthane par des archées 
méthanogènes à partir de la réduction du CO2 (respiration du CO2) ; (6) production de méthane par des archées 
méthanogènes à partir de la réduction de composés organiques simples à 1, 2 ou 3 carbones ; (7) et (8) 
Oxydation du méthane en CO2 (méthanotrophie) par des bactéries méthanotrophes en conditions oxiques (7) ou 
par des archées méthanotrophes en conditions anoxiques (8). Les flèches en bleu correspondent à des processus 
de réduction, les flèches rouges à des processus d’oxydation. (Redessiné d’après Bertrand et al., 2012) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4. Evolution de la concentration en CO2 
dans l’atmosphère. (A) Emissions annuelles de 
carbone par la combustion des énergies fossiles 
(charbon, pétrole et gaz). La production de CO2 
lors de la production de ciment correspondant à 
une décomposition thermique de calcaire de chaux 
est également incluse. (B) pression partielle en 
CO2 atmosphérique depuis 10 000 ans. L’encadré 
correspond à un agrandissement de la période 
1751-2005. (Modifié et redessiné d’après Bertand 
et al., 2012). 
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représentant un processus 1000 fois plus faible que les processus biologiques de 

photosynthèse et de respiration ; (4) la géorespiration assurant le retour du CO2 dans 

l’atmosphère résultant de plusieurs mécanismes tels que l’oxydation de la matière organique 

fossile des roches de la lithosphère (dissolution oxydative, dégradation microbienne ou 

thermique de la matière organique) mais également de l’activité de la pompe des carbonates 

de l’hydrosphère (Ca2+ + 2HCO3
- � CaCO3 + CO2 + H2O) et de la décarbonatation des 

roches silicatées de la lithosphère (CaCO3 + SiO2 � CO2 + CaSiO3) par le volcanisme, le 

métamorphisme (modifications minéralogiques et texturales sous l’effet de la pression et de la 

température) et la diagénèse (transformation des sédiments en roches sédimentaires) (Bertrand 

et al 2012).  

1.1.2.b Echanges biologiques 

Au niveau de ces échanges, trois réactions biologiques principales sont à considérer 

avec (1) la photosynthèse (6CO2 + 12H2O + hν [lumière] � C6H12O6 + 6O2 + 6H2O) réalisée 

par les végétaux de la biosphère et certains microorganismes photosynthétiques comme les 

microalgues et les cyanobactéries; (2) la respiration (C6H12O6 + 6O2 + 36ADP + 36Pi �6CO2 

+ 6H2O + 36ATP) étant un processus inverse correspondant à l’oxydation de la matière 

organique permettant de convertir l’énergie stockée dans les liaisons chimiques des molécules 

en une énergie assimilable par les cellules, (3) la fermentation (2CH2O � CO2 + CH4) 

correspondant à une utilisation du carbone organique de la biosphère et de l’hydrosphère en 

anaérobiose par des microorganismes afin de récupérer de l’énergie, aboutissant à la 

production de CO2 et de méthane CH4 (Bertrand et al 2012) (Figure 3).  

1.1.3 Modifications anthropiques du cycle du carbone 

Les échanges biologiques et physico-chimiques évoqués précédemment ne modifient 

pas la quantité totale de carbone qui circule dans le cycle, mais ils provoquent sa 

redistribution entre les différents réservoirs. Ainsi, l’oxydation des combustibles fossiles 

représente un gain net de carbone au niveau atmosphérique. En effet, jusque vers les années 

1800, le réservoir de carbone fossile n’influençait quasiment pas ce cycle, ce qui n’est plus le 

cas depuis la révolution industrielle (moitié du XIXe siècle) à partir de laquelle les émissions 

de CO2 par les activités humaines ont augmenté de manière exponentielle (Figure 4A). Cette 

hausse de la quantité de CO2 émise dans l’atmosphère a atteint 6,4 Pg de carbone par an entre 

1990 et 2000, et 7,2 Pg de carbone par an entre 2000 et 2005. Même si ces émissions sont 

relativement faibles par rapport aux échanges biologiques de la photosynthèse et de la 



 

Figure 5. Représentations d’une molécule de méthane (CH4). (A) Représentation en trois 
dimensions; (B) Représentation de Cram. 

 

 

 

Figure 6. Concentrations atmosphériques des principaux gaz à effet de serre de l’an 0 à 
l’an 2000. Les concentrations du dioxyde de carbone (CO2), du méthane (CH4) et du 
protoxyde d’azote (N2O) sont indiquées en partie par million (ppm) ou par milliard (ppb). 
(Modifié et redessiné d’après Solomon, 2007). 
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respiration (environ 120 Pg de carbone par an) et aux échanges physico-chimiques entre 

l’océan et l’atmosphère (environ 90 Pg de carbone par an), elles sont responsables de 

l’augmentation de la quantité de carbone dans l’atmosphère. La concentration du CO2 

atmosphérique a augmenté significativement depuis l’ère pré-industrielle où cette dernière 

était estimée à 280 ppm, pour atteindre 379 ppm en 2005 (Bertrand et al 2012) (Figure 4B). 

Ces données illustrent bien la conséquence des activités anthropiques par utilisation des 

combustibles fossiles, sur le relargage dans l’atmosphère d’une quantité de CO2 non 

négligeable, et participant activement au phénomène dit de l’effet de serre et donc au 

réchauffement climatique. 

Mais l’action de l’Homme sur les environnements ne s’arrête pas là. Les activités 

agricoles et industrielles, de plus en plus intenses, aboutissent également à la production de 

molécules comme les hydrocarbures ayant un rôle clé dans le cycle du carbone. Ces derniers 

comme le méthane (CH4), participent de manière encore plus intense que le CO2 au 

réchauffement climatique. De même, le raffinement des combustibles fossiles provoque la 

dissémination de composés responsables de nuisances et de pollutions, ayant une répercussion 

importante sur la santé des individus et sur le bon fonctionnement des écosystèmes. 

1.2 Le méthane 

Le méthane (CH4) a été découvert et isolé par Alessandro Volta en 1776 en étudiant 

les émanations gazeuses des berges du lac Majeur (Italie), où il a pu mettre en évidence le 

caractère inflammable de ce « gaz des marais ». Le méthane est le plus simple des 

hydrocarbures, composé d’une molécule de carbone et de quatre molécules d’hydrogène 

(Figure 5). C’est un gaz inodore et incolore, principal constituant du gaz naturel qui participe 

activement, tout comme le CO2, au processus du réchauffement climatique. En effet, le 

forçage radiatif se définit comme l’équilibre entre le rayonnement solaire entrant et les 

émissions de rayonnements infrarouges sortant de l’atmosphère. Le pouvoir radiatif associé 

au CH4 est le deuxième plus important au niveau des gaz à effet de serre (+0,48 W.m2) après 

le CO2 (+1,66 W.m2) (Forster et al 2007, Ramaswamy et al 2001). Le méthane contribuerait à 

environ 30% du forçage radiatif total (tenant compte des autres forçages positifs et négatifs) 

estimé à +1,6 W.m2 (Conrad 2009, Forster et al 2007). Depuis le début de l’ère industrielle, la 

concentration atmosphérique en CH4 a augmenté de 150% (Figure 6) pour être estimée à 

l’heure actuelle à 1800 ppb (Dlugokencky et al 2009) et son potentiel de réchauffement global 

(équivalent CO2) est estimé à 25, c’est-à-dire qu’une tonne de CH4 émise aujourd’hui aurait 



Figure 7. Contribution des sources (naturelles et anthropiques) de méthane au bilan 
atmosphérique total (500-600 Tg de CH4 par an). 1 Tg (un  Téragramme) = 1012g. 
(Redessiné d’après Conrad, 2009) 

 

Figure 8. Le méthane comme intermédiaire du cycle du carbone. Les flèches continues 
indiquent une transformation chimique alors que les flèches en pointillés indiquent une 
diffusion et/ou une convection. (Redessiné d’après Thauer et al., 2008). 
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dans 100 ans un effet sur le réchauffement équivalent à 25 tonnes de CO2. Toutefois, même si 

le temps de résidence du CH4 dans l’atmosphère est beaucoup moins important que le CO2 

(une douzaine d’année pour le méthane contre une centaine pour le dioxyde de carbone), son 

action sur le réchauffement climatique demeure préoccupante. En effet, selon l’IPCC 

(Intergouvernemental Panel on Climate Change), la température au cours de ces cent 

dernières années a augmenté en moyenne d’environ 0,75°C dans le monde. Ces 25 dernières 

années, le rythme s’est accéléré avec un réchauffement estimé à 0,18°C par décennie. 

1.2.1 Origine du méthane atmosphérique 

Le flux de méthane atmosphérique est estimé à 500-600 Tg de CH4 par an (Conrad 

2009, Lelieveld et al 1998), avec une grande majorité de la production (environ 75%) 

d’origine biologique (Figure 7). Les 25% restant sont représentés par une production 

provenant de la combustion de la matière organique fossile, des feux de forêts ou encore des 

sources géologiques comme les écoulements froids des fonds océaniques. De même, il a été 

montré que les plantes pouvaient participer de manière importante à la production de méthane 

atmosphérique (environ 5%), mais cette production demeure controversée puisque les 

mécanismes biochimiques à la base de cette formation du méthane restent encore inconnus 

(Keppler et al 2006, Wang et al 2011). Ainsi, la majorité du méthane produit est d’origine 

microbienne (environ 70%) et résulte de l’activité de microorganismes hautement spécialisés 

et appartenant au domaine des Archaea. 

1.2.2 Production biologique du méthane 

La production biologique du méthane est assurée par l’activité de microorganismes 

méthanogènes anaérobies stricts appartenant au domaine des Archaea. Ces archées 

méthanogènes possèdent un métabolisme énergétique restreint à la formation de méthane à 

partir du CO2 et du dihydrogène (H2), du formate, du méthanol, des méthylamines ou encore 

de l’acétate (Thauer et al 2008), jouant un rôle important dans le cycle du carbone (Figure 8). 

Ces microorganismes sont des producteurs obligatoires de CH4 et ubiquistes au sein 

d’environnements dépourvus d’oxygène comme les sédiments d’eau douce, les marais, les 

tourbières, les rizières, les décharges ou encore le tractus intestinal des ruminants et des 

termites (Thauer 1998). 

1.2.2.a Les archées méthanogènes 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9. Arbre phylogénétique basé 
sur les séquences d’ADNr 16S 
illustrant les relations entre les six 
ordres méthanogènes ainsi que les 
trois groupes d’ANME « Anerobic 
Methanotrophs » appartenant au 
domaine des Archaea. (D’après 
Borrel et al., 2011) 
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Toutes les archées méthanogènes sont affiliées au phylum des Euryarchaeota et 

représentent environ 50% de la totalité des espèces d’archées cultivées (Plasencia et al 2010). 

Des analyses phylogénétiques, basées sur 53 protéines ribosomales, ont montré que les 

méthanogènes constituent un groupe paraphylétique (Bapteste et al 2005). De nombreuses 

études suggèrent que les archées méthanogènes non encore cultivées appartiennent 

potentiellement à de nouveaux ordres (Castro et al 2004, Juottonen et al 2005, Mihajlovski et 

al 2010, Nettmann et al 2008). Les archées méthanogènes actuellement connues et cultivées 

sont divisées en six ordres : les Methanomicrobiales, les Methanosarcinales, les 

Methanocellales (anciennement appelé « Rice Cluster I », RC-I), les Methanobacteriales, les 

Methanococcales et les Methanopyrales (Conrad et al 2006, Garcia et al 2000, Liu and 

Whitman 2008, Sakai et al 2010). Cette classification se base sur des critères phénotypiques et 

métaboliques (forme, structure de la paroi, composition en lipides, gamme de substrats, 

présence ou non de cytochromes) (Tableau 1), et sur leurs séquences d’ADNr 16S (Figure 

9). Les archées méthanogènes sont largement distribuées dans les environnements riches en 

matière organique, mais leur croissance n’est possible qu’à des potentiels d’oxydoréductions 

très bas (inférieurs à -300 mV). Elles colonisent ainsi uniquement des environnements très 

réducteurs, strictement anaérobies où la présence d’accepteurs d’électrons tels que l’O2, NO3
-, 

Fe3+ ou encore SO4
2- est limitée (Liu and Whitman 2008). Lorsque des accepteurs d’électrons 

autres que le CO2 sont présents, les méthanogènes sont en compétition avec des bactéries qui 

les utilisent telles que les bactéries sulfato-réductrices (BSR), les dénitrifiantes ou encore les 

bactéries réductrices du fer. Ces composés étant de meilleurs accepteurs d’électrons, et leur 

réduction étant thermodynamiquement plus favorable que celle du CO2 en CH4, le 

développement de ces bactéries est favorisé par rapport à celui des méthanogènes (Liu and 

Whitman 2008).  

Tout comme les Archaea, les méthanogènes sont distribuées dans de nombreux 

environnements, y compris dans des milieux extrêmes (Chaban et al 2006). Ils peuvent se 

développer à des températures de 4°C à 110°C (Franzmann et al 1997) (Kurr et al 1991), à des 

pH de 5 à 9 (Mathrani et al 1988, Patel et al 1990) ou encore en présence de fortes 

concentrations en NaCl (Proctor et al 1997).  

1.2.2.b Métabolisme et production de CH4 : la méthanogénèse 

Malgré leur grande diversité phylogénétique, les archées méthanogènes constituent un 

groupe métabolique de microorganismes hautement spécialisés utilisant un nombre limité de 



 

 

 

 

 

Figure 10. Voie de dégradation anaérobie de la matière organique. (Modifiée et 
redessinée d’après Moletta, 2002) 
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substrat pour la production de méthane (méthanogénèse), représentant le produit final de leur 

respiration anaérobie et fournissant une grande partie de leur énergie. Les substrats utilisés 

pour la méthanogénèse sont généralement les produits finaux issus de la dégradation 

anaérobie de la matière organique. Ils sont obtenus par l’association syntrophique de bactéries 

hydrolytiques et fermentaires, des bactéries acidogènes et acétogènes, des protozoaires et des 

champignons anaérobies stricts. Ainsi, les archées méthanogènes sont incapables d’utiliser 

directement des substrats naturellement abondants dans l’environnement tels que les hydrates 

de carbone, ou encore les acides gras à longue chaîne et se retrouvent donc dépendantes de 

l’activité métabolique d’autres microorganismes. 

i. Dégradation anaérobie de la matière organique 

La dégradation de la matière organique comprend une première phase d’hydrolyse où 

les macromolécules complexes sont clivées sous l’action d’enzymes extracellulaires 

microbiennes pour être transformées en molécules plus simple facilement assimilables 

(Figure 10) (Moletta 2002). La seconde étape correspond à l’acidogénèse où les monomères 

issus de l’hydrolyse, ainsi que les composés dissous, servent de substrats à des 

microorganismes fermentaires. Ceux-ci les dégradent principalement en acides de faibles 

poids moléculaires comme les acides gras volatils (AGV) tels que le propionate, le butyrate, 

le valérate, mais également en acides organiques comme le pyruvate, le lactate, ou en alcools 

tels que le méthanol ou encore l’éthanol (Figure 10) (Moletta 2002). Les microorganismes 

réalisant cette étape peuvent aussi bien être anaérobies facultatifs que strictement anaérobies. 

La troisième étape est l’acétogénèse où les produits de l’acidogénèse, mais aussi certains 

résultant directement de l’étape d’hydrolyse, sont réduits en acétate, hydrogène et dioxyde de 

carbone (Figure 10). Cette étape est réalisée par un groupe hétérogène de trois populations 

bactériennes : (1) les acétogènes syntrophes productrices d’hydrogène (e.g. espèces 

appartenant aux genres Syntrophomonas, Syntrophobacter, Syntrophus…) ; (2) les bactéries 

acétogènes non-syntrophes parmi lesquelles on distingue les bactéries fermentatives 

acétogènes (e.g. espèces appartenant aux genres Selomonas, Clostridium, Ruminococcus) et 

(3) les acétogènes hydrogénotrophes ou homoacétogènes (réduisent l’H2 et le CO2 en acétate : 

avec par exemple des espèces appartenant aux genres Acetogenium, Acetobacterium, 

Clostridium) (Moletta 2002). La dernière étape de la dégradation de la matière organique 

correspond à la méthanogenèse (Figure 10). Elle est réalisée par les Archaea et aboutit à la 

production de CH4 en utilisant les différents produits issus de la dégradation de la matière 

organique : le CO2 / H2 ou le formate (méthanogénèse hydrogénotrophe), l’acétate 



 

Figure 11. Voie métabolique de la méthanogénèse 
hydrogénotrophe. Fdred = forme réduite de la ferrédoxine ; 
Fdox = forme oxydée de la ferrédoxine ; F420H2 = forme 
réduite du coenzyme F420 ; MFR = méthanofurane; H4MPT 
= tétrahydrométhanopterine; CoM-SH = Coenzyme M; CoB-
SH = coenzyme B; CoM-S-S-CoB = hétérodisulfide du CoM 
et CoB. Enzymes: (1) Formyl-MFR deshydrogénase (Fmd); 
(2) Formyl-MFR:H4MPT formyltransférase (Ftr); (3) 
Méthenyl-H4MPT cyclohydrolase (Mch); (4) Méthylène-
H4MPT deshydrogénase (Hmd); (5) Méthylène-H4MPT 
réductase (Mer); (6) Méthyl-H4MPT:HS-CoM 
méthyltransférase (Mtr); (7) Méthyl-CoM réductase (Mcr); 
(8) Héterodisulfide réductase (Hdr); (9) Formate 
deshydrogénase (Fdh); (10) Energyconserving hydrogénase 
(Ech); (11) F420-reducing hydrogénase. (Redessinée d’après 
Lui et Whitman, 2008). 

 

 

 

 

Figure 12. Voie métabolique de la réduction du CO2 en CH4 avec des alcools comme donneurs d’électrons 
chez des méthanogènes contenant une NADP-alcool dépendante deshydrogénase. MFR = Méthanofurane ; 

CH-OMFR = Formylméthanofurane ; H4MPT = Tétrahydrométhanoptérine ; CH ≡ H4MPT+ = N5, N10 – 
Méthenyltétrahydrométhanoptérine ; CH3-H4MPT N5 = Méthyltétrahydrométhanoptérine ; CoM-SH = 
Coenzyme M ; CoB-SH =  Coenzyme B ; CoM-S-S-CoB = hétérodisulfide du CoM et CoB. (Redessinée d’après 
Berk et Thauer, 1997). 
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(méthanogénèse acétoclaste) ou encore les composés méthylés comme le méthanol, les 

méthylamines et les méthylsulfides (méthanogénèse méthylotrophe) (Liu and Whitman 2008). 

ii.  La méthanogenèse hydrogénotrophe 

La majorité des archées méthanogènes sont hydrogénotrophes et réduisent le CO2 en 

CH4 en utilisant le H2 comme donneur d’électrons. Au niveau de la méthanogénèse 

hydrogénotrophe, le CO2 est donc réduit successivement jusqu’au méthane à travers la 

formation de groupements formyle (-CHO), méthylène (=CH2) et méthyle (-CH3) où le 

groupement carbone est pris en charge par différents coenzymes à savoir le méthanofurane 

(MFR), le tetrahydrométhanopterine (H4MPT) et le coenzyme M (CoM) (Figure 11). La 

méthanogénèse hydrogénotrophe constitue la principale voie de consommation du H2 produit 

au cours de la dégradation anaérobie de la matière organique par les bactéries fermentaires. 

Ces dernières sont organisées avec les archées méthanogènes au sein de consortia 

syntrophiques, permettant de maintenir une pression partielle en H2 basse, condition 

nécessaire pour le processus de fermentation (Stams and Plugge 2009).   

Certaines espèces de méthanogènes hydrogénotrophes peuvent utiliser le formate pour 

générer les molécules d’H2 utilisées comme donneurs d’électrons. Dans ce cas, quatre 

molécules de formate sont oxydées en CO2 et permettent la production de quatre molécules 

d’H2 par l’intermédiaire de la formate déshydrogénase (Fdh), assurant ainsi la réduction d’une 

molécule de CO2 en CH4 (Figure 11). D’autres méthanogènes hydrogénotrophes peuvent 

utiliser des alcools secondaires (2-propanol, 2-butanol, cyclopentanol) pour synthétiser le 

donneur d’électrons (H2) au cours de leur oxydation en cétones via l’alcool secondaire 

déshydrogénase-coenzyme F420 dépendante (Adf) (Aufhammer et al 2004, Widdel and Wolfe 

1989). Un plus petit nombre de ces méthanogènes peut également utiliser l’éthanol (Bleicher 

et al 1989, Widdel 1986) par son oxydation en acétate via la nicotinamide adénine 

dinucléotide phosphate (NADP)-alcool déshydrogénase dépendante (Berk and Thauer 1997). 

L’oxydation de ces différents alcools primaires et secondaires aboutit donc à la production de 

H2 utilisé directement pour réduire le CO2 en CH4 (Figure 12). Deux espèces ont également 

été montrées comme utilisant le monoxyde de carbone CO comme réducteur (Daniels et al 

1977, O'Brien et al 1984), où quatre molécules de CO sont oxydées en CO2 via la CO 

déshydrogénase (CODH), avant qu’une molécule de CO2 soit réduite en méthane (Daniels et 

al 1977). Comme précédemment, le dihydrogène H2 produit est un intermédiaire au niveau de 

cette réaction et sert de donneur d’électrons pour la réduction du CO2 en CH4.  



Figure 13. Voie métabolique de la méthanogénèse acétoclaste. Fdred = forme réduite de la ferrédoxine ; Fdox = 
forme oxydée de la ferrédoxine ; H4MPT = tétrahydrométhanopterine; CoM-SH = Coenzyme M; CoB-SH = 
coenzyme B; CoM-S-S-CoB = hétérodisulfide du CoM et CoB. Enzymes: (1) Système acétate kinase (AK)-
phosphotransacétylase (PTA) chez Methanosarcina ; AMP-forming acétyl-CoA synthétase chez Methanosaeta;  
(2) CO deshydrogénase/acetyl-CoA synthase (CODH/ACS) ; (3) Méthyl-H4MPT:HS-CoM méthyltransférase 
(Mtr); (4) Méthyl-CoM réductase (Mcr); (5) Héterodisulfide réductase (Hdr); (6) Energyconserving hydrogénase 
(Ech). (Redessiné d’après Liu et Whitman, 2008) 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14. Voie métabolique de la méthanogénèse 
méthylotrophe. Fdred = forme réduite de la ferrédoxine ; Fdox 
= forme oxydée de la ferrédoxine ; F420H2 = forme réduite du 
coenzyme F420 ; MFR = méthanofurane; H4MPT = 
tetrahydrométhanopterine; CoM-SH = Coenzyme M; CoB-
SH = coenzyme B; CoM-S-S-CoB = hétérodisulfide du CoM 
et CoB. Enzymes: (1) Formyl-MFR deshydrogénase (Fmd); 
(2) Formyl-MFR:H4MPT formyltransférase (Ftr); (3) 
Méthenyl-H4MPT cyclohydrolase (Mch); (4) Méthylène-
H4MPT deshydrogénase (Hmd); (5) Methylène-H4MPT 
réductase (Mer); (6) Méthyl-H4MPT:HS-CoM 
méthyltransférase (Mtr); (7) Méthyl-CoM réductase (Mcr); 
(8) Héterodisulfide réductase (Hdr); (9) Energyconserving 
hydrogénase (Ech); (10) Méthyltransférase. (Redessiné 
d’après Lui et Whitman, 2008). 
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iii.  La méthanogénèse acétoclaste 

L’acétate est un intermédiaire majeur au niveau de la dégradation anaérobie de la 

matière organique où ce dernier est responsable de deux tiers environ de la production 

biologique du CH4 (Conrad 1999, Liu and Whitman 2008). Paradoxalement, seuls les deux 

genres Methanosarcina et Methanosaeta appartenant à l’ordre des Methanosarcinales, sont 

capables d’utiliser l’acétate pour la méthanogénèse. Au niveau de cette voie de production, la 

molécule d’acétate est scindée en deux, le groupement carboxyle (-COOH) est oxydé en CO2 

et le groupement méthyle réduit en CH4 (Figure 13). D’une manière générale, les espèces 

affiliées au genre Methanosarcina utilisent préférentiellement le méthanol et les 

méthylamines par rapport à l’acétate, et certaines espèces utilisent également le dihydrogène 

H2. Les espèces affiliées au genre Methanosaeta utilisent quant à elles uniquement l’acétate à 

des concentrations très basses allant de 5 à 20 µM, tandis que les espèces du genre 

Methanosarcina requièrent une concentration minimale de 1 mM (Jetten et al 1992). Cette 

différence d’affinité pour l’acétate est potentiellement due à des différences dans les 

premières étapes du métabolisme acétoclaste. Le genre Methanosarcina utilise une acétate 

kinase-phosphotransacétylase (AK-PTA), de faible affinité pour l’acétate permettant son 

activation en acétyl-CoA, tandis que le genre Methanosaeta utilisent une adénosine 

monophosphate-forming acetyl-CoA synthétase de haute affinité pour l’acétate (Jetten et al 

1992, Smith and Ingram-Smith 2007). 

iv. La méthanogénèse méthylotrophe 

Les archées au niveau de cette voie utilisent le groupement méthyle (-CH3) porté par 

différents composés incluant le méthanol, les méthylamines (mono-, di-, triméthylamine et 

tetraméthylammonium) ainsi que les sulfures de méthyle (méthanethiol et sulfure de 

diméthyle). La méthanogénèse méthylotrophe est réalisée par des archées appartenant à 

l’ordre des Methanosarcinales, à l’exception du genre Methanosphaera et des espèces du 

genre Methanomicrobium appartenant à l’ordre des Methanobacteriales. Au cours de cette 

voie de production du méthane, les groupements méthyles sont transférés à une « cognate 

corrinoïd protein » puis au coenzyme M (CoM), où le méthylcoenzyme M ainsi formé est 

réduit en méthane (Figure 14). Chez la plupart des méthanogènes méthylotrophes, les 

électrons requis pour la réduction des groupements méthyles en méthane sont obtenus par 

l’oxydation de groupements méthyles additionnels en CO2 via une méthanogénèse 

hydrogénotrophe réalisée de manière inversée (Figure 14). Par cette voie de synthèse du 

méthane, trois groupements méthyles sont réduits en méthane pour chaque molécule de CO2 
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formée (Liu and Whitman 2008). Ce processus est une dismutation puisque l’oxydation d’une 

partie du substrat est utilisée pour la réduction de l’autre partie. A la différence de cette 

méthanogénèse méthylotrophe basée sur un principe de dismutation, celle de 

Methanomicrococcus blatticola et des espèces affiliées au genre Methanosphaera est H2 

dépendante (Miller and Wolin 1985, Sprenger et al 2000). Ce sont des espèces 

méthylotrophes et hydrogénotrophes obligatoires spécialisées dans la réduction des 

groupements méthyles (issus du méthanol uniquement pour Methanosphaera, et à la fois du 

méthanol et des méthylamines pour M. blatticola) avec du H2. 

Contrairement à la méthanogénèse hydrogénotrophe et acétoclaste, la voie 

méthylotrophe empruntée par les méthanogènes n’entraîne pas de compétition avec d’autres 

microorganismes comme les BSR qui n’utilisent pas le méthanol et les méthylamines comme 

substrat (Oremland et al 1982, Oremland and Polcin 1982). Les méthanogènes 

méthylotrophes peuvent donc coloniser des environnements où il est possible également de 

retrouver d’autres accepteurs d’électrons (comme SO4
2-) et donc la présence de BSR.  

1.2.2.c La méthyl-coenzyme M réductase (MCR) : enzyme clé de la 
méthanogénèse 

Les trois voies de la méthanogénèse impliquent plusieurs enzymes et coenzymes 

différentes, mais toutes ces voies de synthèse du méthane partagent une étape commune 

catalysée par un complexe enzymatique, la méthyl-coenzyme M réductase (MCR), appelée 

également coenzyme-B sulfoéthylthiotransférase, souvent considérée comme l’enzyme clé de 

la méthanogénèse (Ermler 1997). Elle catalyse la réduction d’un groupement méthyle lié au 

coenzyme M avec une libération concomitante de CH4 (Thauer 1998). Cette enzyme possède 

une masse moléculaire d’environ 300 kDa et elle est composée de trois différentes sous 

unités, α (McrA), β (McrB) et γ (McrG) arrangées dans une conformation α2β2γ2. Cette 

enzyme est retrouvée chez tous les méthanogènes à l’exception de Methanosphaera 

stadtmanae (ordre des Methanobacteriales) qui possède uniquement une isoforme de MCR, 

appelée MRT. Cette isoforme est également retrouvée en plus de MCR chez les 

méthanogènes affiliées à l’ordre des Methanococcales et des Methanobacteriales (Brenner et 

al 1993, Lehmacher and Klenk 1994, Nölling et al 1996, Rospert et al 1990, Thauer 1998). Il 

a été montré que l’expression de ces deux isoenzymes est différentiellement régulée suivant 

les conditions de croissance (Bonacker et al 1992, Pennings et al 1997, Pihl et al 1994, Reeve 

et al 1997) 
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Les gènes codants pour les trois sous unités de l’isoforme I (MCR) sont organisés en 

opéron (mcrBDCGA), contenant également deux gènes (mcrC et mcrD) codant pour deux 

protéines, McrD et McrC de fonction inconnue (Reeve et al 1997). La protéine McrC, pourrait 

être impliquée dans des modifications post-traductionnelles de la sous-unité α (Ermler 1997). 

Chez les archées méthanogènes affiliées aux Methanobacteriales et Methanococcales, les 

gènes codant pour les trois sous-unités de l’isoforme II (MRT) sont aussi organisés en opéron 

(mrtBDGA) (Lehmacher and Klenk 1994, Pihl et al 1994), contenant également un gène 

supplémentaire (mrtD) codant pour une protéine dont la séquence est relativement proche de 

McrD (Nölling et al 1996). Chez Methanococcus jannaschii (ordre des Méthanococcales), les 

gènes sont organisés sous la forme mrtBGA avec le gène mrtD distant d’environ 37kpb de 

l’opéron mrt.  

Les gènes mcrA et mrtA apparaissent être très conservés (Lehmacher and Klenk 1994, 

Nölling et al 1996, Springer et al 1995), permettant de les utiliser comme biomarqueur 

phylogénétique des archées méthanogènes. En effet, leur évolution relativement lente permet 

de disposer de séquences montrant suffisamment de similarités pour pouvoir étudier les liens 

de parenté d’espèces phylogénétiquement distantes, et ceci de manière congruente aux 

phylogénies basées sur les séquences codantes pour l’ARNr 16S (Lueders et al 2001, Luton et 

al 2002, Springer et al 1995). Les gènes mcrA et mrtA ont été utilisés dans de nombreuses 

études moléculaires pour caractériser la diversité, la structure et la distribution des 

communautés méthanogènes, et ceci dans de nombreux environnements (Biderre-Petit et al 

2011, Castro et al 2004, Chin et al 2004, Earl et al 2003, Galand et al 2002, Hales et al 1996, 

Juottonen et al 2006, Lueders et al 2001, Mihajlovski et al 2008, Milferstedt et al 2010). 

1.2.3 Consommation microbienne du méthane 

La majorité du CH4 produit n’est pas libérée dans l’atmosphère mais est oxydée à 

proximité de ses zones de production. Par exemple pour le CH4 produit par les rizières, le 

pourcentage de méthane libéré dans l’atmosphère par rapport à la production totale ne 

dépasserait pas 17% (Cheng et al 2005). Il en est de même pour le CH4 provenant de 

sédiments marins ou lacustres dont la fraction émise est très faible, du fait d’une 

consommation anaérobie dans les sédiments et une consommation aérobie dans la colonne 

d’eau. Cette consommation du méthane est assurée par des bactéries dites méthanotrophes et 

pour lesquelles le CH4 est une source de carbone et d’énergie. Celles-ci jouent donc un rôle 

primordial dans la régulation des émissions de méthane (Hanson and Hanson 1996). 
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Actuellement, deux voies biologiques principales sont impliquées dans l’oxydation du 

méthane avec (1) l’oxydation du méthane en condition aérobie et (2) l’oxydation anaérobie du 

méthane réalisée par des microorganismes spécialisés et récemment identifiés au cours de ces 

quinze dernières années (Hinrichs et al 1999, Raghoebarsing et al 2006). 

1.2.3.a Oxydation aérobie du méthane 

Le processus d’oxydation du méthane, réalisé par des bactéries dites méthanotrophes,  

est connu depuis longtemps, avec des premiers isolats caractérisés au début du XXème siècle 

(Kaserer 1905, Sohngen 1906). Ces dernières années, un nouvel intérêt est apparu pour leur 

rôle primordial au niveau du changement global.  

i. Les bactéries méthanotrophes 

Actuellement, les bactéries méthanotrophes appartiennent à 16 genres bactériens 

répartis au sein des α- et γ- protéobactéries (Tableau 2). Plus récemment, trois 

méthanotrophes obligatoires appartenant au phylum des Verrucomicrobia ont été mis en 

évidence (Dunfield et al 2007, Islam et al 2008, Pol et al 2007). Ces dernières semblent 

restreintes à des environnements extrêmes, avec des conditions de croissance à des pH 

d’environ 1 et des températures supérieures à 50°C. Le séquençage complet du génome d’un 

des isolats a montré l’acquisition des gènes de la méthanotrophie par transfert horizontal (Hou 

et al 2008). Les méthanotrophes appartenant aux protéobactéries peuvent être classées au 

niveau de la famille (Tableau 2) avec (1) les Methylococcaceae connus également comme 

méthanotrophes de type I, qui utilisent la voie du ribulose monophosphate pour la fixation du 

carbone et ont une composition de leurs phospholipides avec des acides gras à longue chaîne 

(16 carbones) ; (2) les Methylocystaceae (ou méthanotrophes de type II) utilisant la voie de la 

sérine pour la fixation du carbone avec une composition des phospholipides contenant des 

acides gras à 18 carbones, excepté pour l’espèce Methylocystis heyeri contenant des acides 

gras à 16 carbones (Dedysh et al 2007) ; (3) les Beijerinckiaceae possédant des métabolismes 

diversifiés avec des méthanotrophes obligatoires, non obligatoires et facultatifs (Dunfield et al 

2010). A l’image des méthanotrophes appartenant aux Verrucomicrobia, des espèces 

appartenant aux Protéobactéries (e.g. celles appartenant aux genres Methylococcus, 

Methylocaldum et Methylothermus) sont capables de s’adapter à des environnements extrêmes 

avec une température de croissance pouvant atteindre 65°C (Trotsenko et al 2009). De même, 

certaines espèces sont adaptées à des environnements présentant des températures oscillant 

entre 0 et 30°C (Trotsenko and Khmelenina 2005, Wartiainen 2006), de fortes concentrations 



 

 

 

 

Figure 15. Voie métabolique de l’oxydation aérobie du méthane et assimilation du 
formaldéhyde. CytC = Cytochrome C ; PQQ = pyrroloquinoline quinine; X = NADP+ ou 
cytochrome lié. (Redessiné d’après Hanson et Hanson, 1996). 
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en sels entre 0.2 et 2.5 M (Heyer 2005) et des pH relativement bas (Dedysh et al 2000, 

Dedysh et al 2002). 

ii.  Métabolisme aérobie 

Les méthanotrophes aérobies utilisent des composés à un carbone pour leur 

métabolisme à savoir le méthane (CH4) et le méthanol (CH3OH). Ce n’est pas le cas des 

méthanotrophes facultatifs, récemment isolés et appartenant notamment aux genres 

Methylocella (Dedysh et al 2005), Crenothrix (Stoecker 2006), Methylocystis (Belova et al 

2011, Im et al 2011) ou encore Methylocapsa (Dunfield et al 2010), qui eux peuvent utiliser 

en plus d’autres substrats initiaux à un ou plusieurs carbones. La voie métabolique 

d’oxydation aérobie du méthane comprend quatre étapes, où le CH4 est oxydé en CO2 via la 

formation d’intermédiaires comme le méthanol, le formaldéhyde et le formate (Figure 15). La 

première étape (oxydation du méthane en méthanol) est catalysée par la méthane 

monooxygénase (MMO). Cette dernière est constituée de trois composantes : une hydroxylase 

composée de trois sous unités arrangées dans une conformation α2β2γ2 (MMOH), une 

composante B et une réductase (Lipscomb 1994). Deux formes de cette enzyme ont été 

identifiées à des localisations cellulaires différentes, l’une dite soluble et à localisation 

cytoplasmique (sMMO) et l’autre dite particulaire et liée à la membrane intracytoplasmique 

(pMMO) (Lipscomb 1994). Tous les méthanotrophes possèdent la forme pMMO excepté 

celles appartenant aux genres Methylocella (Dedysh et al 2000) et Methyloferula (Vorobev et 

al 2010) qui possèdent par contre la forme sMMO. Cette forme soluble et cytoplasmique de la 

méthane monooxygénase n’est cependant pas retrouvée chez tous les méthanotrophes 

(Murrell et al 2000). La forme sMMO est capable d’utiliser un large spectre de substrats 

incluant des alcanes, alcènes et des composés aromatiques tandis que la forme pMMO est 

seulement capable d’oxyder le méthane, des alcanes et des alcènes à chaînes constituées au 

plus de 5 carbones (Burrows et al 1984, Colby et al 1977). 

A l’image de la méthyl coenzyme M réductase (MCR), la méthane monoxygénase est 

ubiquiste chez les méthanotrophes. Le gène pmoA codant pour la sous unité α de la pMMO, 

est donc utilisé comme marqueur fonctionnel de la consommation aérobie du méthane 

(McDonald et al 2008). Pour la plupart des méthanotrophes appartenant aux α- et γ- 

Protéobactéries, la phylogénie basée sur pmoA est congruente avec celle basée sur l’ARNr 

16S puisque qu’aucun transfert horizontal de ce gène n’a été mis en évidence chez ces espèces  

(Bourne et al 2001, Costello and Lidstrom 1999, Horz et al 2005, Murrell et al 1998). Il faut 
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cependant noter la présence d’un gène pmoA particulier chez les membres du genre 

Crenothrix (Stoecker 2006). 

Bien que des analyses phylogénétiques basées sur le gène pmoA aient permis de 

conclure à une divergence ancestrale entre les méthanotrophes affiliés aux Verrucomicrobia et 

aux Protéobactéries (Dunfield et al 2007, Op den Camp et al 2009), le séquençage complet du 

génome d’un isolat appartenant au phylum des Verrucomicrobia a cependant montré 

l’acquisition des gènes de la méthanotrophie par transfert horizontal à partir des 

Protéobactéries (Hou et al 2008).  

1.2.3.b Oxydation anaérobie du méthane 

Pendant longtemps, la consommation aérobie du méthane a été considérée comme la 

voie unique d‘utilisation du CH4. Cependant, depuis environ trente ans, suite aux premières 

études géochimiques une oxydation anaérobie du méthane dans des sédiments marins et des 

colonnes d’eau anoxiques a été démontrée (Barnes and Goldberg 1976, Martens and Berner 

1974, Reeburgh 1976). L’implication de microorganismes dans ce processus n’a été révélée 

que récemment. L’oxydation anaérobie du méthane fait intervenir trois types de métabolisme 

avec (1) une oxydation couplée à la sulfato-réduction ; (2) couplée à la dénitrification et (3) 

couplée à la réduction du fer et du manganèse. 

i. Oxydation anaérobie couplée à la sulfato-réduction 

Les premières observations montrant des concentrations en méthane et sulfate variant 

de manière inversée entre les sédiments et les colonnes d’eau, ont permis de proposer que le 

méthane était oxydé en anaérobiose par un consortium d’Archaea et de bactéries sulfato-

réductrices (Barnes and Goldberg 1976, Martens and Berner 1974, Reeburgh 1976). Dans 

cette association de type syntrophique, les BSR utiliseraient le dihydrogène produit lors de 

l’oxydation du méthane par des archées méthanogènes, qui réaliseraient une méthanogénèse 

dite inverse de la réduction du CO2 en CH4 (Hoehler et al 1994, Zehnder and Brock 1979). 

Des analyses phylogénétiques basées sur des séquences codantes pour l’ARNr 16S montrent 

qu’il existe au moins trois groupes d’Archaea associées à l’oxydation anaérobie du méthane 

(« Anerobic Methanotrophs » ANME-1, -2 ou -3). Le groupe ANME-2 affilié aux 

Methanosarcinales et le groupe ANME-1 se positionnant entre les méthanogènes acétoclastes 

et non acétoclastes sont les plus fréquemment rencontrés. Le groupe ANME-3 est 

essentiellement apparenté aux Methanococcoides spp (Hinrichs et al 1999, Knittel et al 2005). 

Ces trois différents groupes d’ANME ne sont pas monophylétiques et montrent une similarité 
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de séquences de 75-92%. Quant aux BSR partenaires des Archaea ANME, ces dernières sont 

majoritairement affiliées aux deltaprotéobactéries et plus particulièrement à l’ordre des 

Desulfosarcinales et Desulfobacterales (Orphan 2001, Orphan et al 2009, Strous and Jetten 

2004). 

Le fonctionnement exact de la « méthanogénèse inverse » n’est pas encore totalement 

connu. Une des questions porte sur la nature du composé échangé entre les archées 

méthanogènes et les BSR. Certaines hypothèses placent l’acétate et le formate comme 

métabolites potentiels pour plusieurs populations de BSR. D’autres placent le CO2 (en plus du 

H2 produit par les Archaea) présent dans l’environnement comme source de carbone pour les 

BSR ou encore le sulfure de méthyle (CH3SH) produit par les Archaea comme donneur 

d’électrons (Hoehler et al 1994, Moran et al 2007, Valentine 2002). En plus de l’étroite 

relation phylogénétique entre les ANME et les archées méthanogènes, d’autres similitudes 

d’ordre génomique ont été mises en évidence. Le gène mcrA codant pour la sous-unité α de la 

méthyl-coenzyme M réductase a été montré comme étant associé à la communauté des 

ANME (Hallam et al 2003), et une étude a montré que tous les gènes de la méthanogénèse 

étaient présents au sein du génome d’Archaea ANME-1 provenant de sédiments marins 

(Hallam 2004). La présence des gènes de la méthanogénèse chez les ANME suggère une 

oxydation anaérobie du méthane réalisée par méthanogénèse inverse (Knittel and Boetius 

2009, Krüger et al 2003, Meyerdierks et al 2010). 

ii.  Oxydation anaérobie couplée à la dénitrification, réduction du 
fer et du manganèse 

Actuellement, il est établi que l’oxydation anaérobie du méthane peut impliquer des 

accepteurs terminaux d’électrons différents des sulfates tels que par exemple les nitrates, le 

fer et le manganèse. Un couplage entre l’oxydation anaérobie du méthane et la dénitrification 

a été premièrement mis en évidence au niveau d’un aquifère contaminé par des nitrates (Smith 

et al 1991), puis confirmé plus tard expérimentalement sur une étude en réacteurs (Islas-Lima 

et al 2004). Plus récemment une étude a mis en évidence un consortium microbien couplant la 

dénitrification avec l’oxydation anaérobie du méthane au niveau de sédiments lacustres ayant 

de fortes concentrations en nitrates pouvant atteindre 1 mM (Raghoebarsing et al 2006). Ce 

consortium (contenant également des Archaea proches des Methanosarcinales et des ANME-

2) était dominé par une division candidate bactérienne nommée NC10 et plus précisément par 

la bactérie Candidatus Methylomirabilis oxyfera, dont le séquençage du génome a révélé une 



 

 

 

 

 

Figure 16. Métabolisme énergétique et catabolisme central chez Candidatus 
Methylomirabilis oxyfera. Les flèches en pointillés indiquent des voies métaboliques 
incomplètes ; en orange voie d’oxydation du méthane ; en vert voie de réduction des nitrites. 
Cyt.c = cytochrome C; FDH = formate deshydrogénase; MtdB, MDH = complexe NAD(P)H 
deshydrogénase; Nir = nitrite réductase; NOD = NO dismutase; pMMO = particulate méthane 
mono-oxygénase; UbqO = ubiquinol oxidase. (Redessiné et modifié d’après Wu et al., 2011). 
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nouvelle voie métabolique de dénitrification dite « intra-aérobique » (Figure 16) (Ettwig et al 

2010, Raghoebarsing et al 2006). De manière très intéressante, ce processus se comporte 

comme une oxydation aérobie classique du méthane en l’absence totale d’O2 apporté de 

manière externe (Ettwig et al 2010). Ce paradoxe biochimique est expliqué par la capacité 

unique de Candidatus Methylomirabilis oxyfera à produire du dioxygène intracellulaire via 

une voie alternative de dénitrification n’impliquant pas l’oxyde nitreux (N2O) comme 

intermédiaire. Dans cette voie particulière, l’oxyde nitrique (NO) généré lors de la réduction 

des nitrites (NO2
-) est dismuté en diazote (N2) et dioxygène (O2) (Figure 16) (Ettwig et al 

2010, Wu et al 2011). La majorité de l’O2 produit est utilisé pour activer et oxyder le CH4 

dans une réaction strictement aérobie et catalysée par la pMMO. Le dioxygène restant est 

utilisé pour d’autres processus biochimiques comme une respiration utilisant des terminales 

O2 réductases (TOR) suggérant une co-respiration chez Candidatus Methylomirabilis oxyfera 

utilisant les nitrites et le dioxygène (Luesken et al 2012, Wu et al 2010). Ainsi l’utilisation du 

gène pmoA peut constituer également un marqueur pour l’étude des communautés 

microbiennes oxydatrices du méthane en anaérobiose couplée à la dénitrification (Luesken et 

al 2011). 

L’oxydation anaérobie du méthane a de même été mise en évidence couplée à la 

réduction du fer et du manganèse dans des sédiments marins profonds impliquant des 

communautés d’Archaea non cultivées et des ANME-1 et -2 (Beal et al 2009). Cependant les 

processus biochimiques mis en jeu de même que les communautés bactériennes impliquées, 

restent encore peu connus. 

1.3 La biodégradation des hydrocarbures aromatiques polycycliques en 
conditions méthanogènes 

L’exploitation intensive du carbone fossile par l’Homme aboutit à la contamination des 

différents compartiments (biosphère, lithosphère, hydrosphère et atmosphère) par des 

composés toxiques comme les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP). Ces derniers 

peuvent affecter les compartiments anoxiques largement répandus dans l’environnement 

comme dans les sédiments, les eaux ou encore les sols. L’étude de la participation des 

communautés méthanogènes pour l’étude de la biodégradation anaérobie de ces composés 

néfastes apparaît être primordiale pour appréhender les différents processus métaboliques mis 

en jeu.  



Figure 17. Liste et formule topologique des 16 HAP classés prioritaires selon l’Agence 
Américaine de Protection de l’Environnement (US Environmental Protection Agency, 
EPA). 

 



Jérémie DENONFOUX                      Synthèse bibliographique 

 

20 

1.3.1 Les hydrocarbures aromatiques polycycliques 

Les HAP font partie des contaminants persistants auxquels leurs origines multiples 

(naturelles ou anthropiques), leur confèrent un caractère ubiquiste dans l’environnement. 

Actuellement, 16 HAP sont répertoriés (Figure 17) et figurent sur la liste des polluants 

prioritaires de l’Agence Américaine de Protection de l’Environnement (US Environmental 

Protection Agency, EPA) (Keith and Telliard 1976). Ils sont également inventoriés comme 

des composés néfastes pour l’Homme et l’environnement par l’Organisation Mondiale de la 

Santé (OMS) et la Communauté Européenne. 

1.3.1.a Structure et propriétés physico-chimiques 

Les HAP sont constitués d’atomes de carbone et d’hydrogène dont la structure des 

molécules comprend au moins deux cycles aromatiques assemblés de manière linéaire 

(anthracène), angulaire (phénanthrène) ou condensée (pyrène) (Figure 17). Suivant le nombre 

de cycles composant les HAP, ils peuvent être qualifiés de légers (trois cycles au plus) ou de 

lourds (plus de quatre cycles) (Doyle et al 2008). L’énergie de résonance créée par le nuage 

dense d’électrons π stabilise les HAP les rendant résistants aux attaques nucléophiles. Ces 

molécules sont très hydrophobes, peu volatiles, très peu hydrosolubles avec des solubilités se 

situant entre 1 et 30 mg.L-1 pour les HAP les plus légers et à moins de 1 µg.L-1 pour les plus 

lourds (Tableau 3). A l’inverse leur solubilité est grande dans les phases organiques (solvants 

apolaires, lipides) avec des valeurs de coefficient de partage eau/octanol élevées (Log Kow, 

permettant d’appréhender le caractère hydrophobe d’une molécule) se situant entre 3 et 8 

(Miller et al 1985). En outre, le caractère hydrophobe des HAP augmente avec le nombre de 

cycles aromatiques et leurs différentes propriétés physico-chimiques les rendent récalcitrants 

à la dégradation naturelle et donc persistants dans l’environnement. 

1.3.1.b Toxicité et effets biologiques 

Le caractère hydrophobe et lipophile des HAP entraîne leur bioconcentration dans les 

tissus lipidiques et donc au niveau de la chaîne alimentaire (Marsili et al 2001). Les HAP ne 

sont pas directement actifs, mais suite à leur pénétration dans l’organisme par inhalation, 

ingestion ou contact cutané, ces derniers se retrouvent au niveau de tissus cibles où ils 

subiront des réactions de détoxication aboutissant à la formation de métabolites génotoxiques 

(Kleinow et al 1998, Slater 1984). Au niveau hépatique, les monooxygénases microsomales 

de type cytochrome P450 transforment les HAP par oxydation en époxydes, dérivés 

phénoliques, quinones ou en radicaux très réactifs, capables de se lier de manière covalente au 
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niveau des acides nucléiques et des protéines pour former des adduits. Ces derniers se lient et 

perturbent ainsi les phénomènes de réplication et de transcription au niveau de l’ADN, 

pouvant entraîner un dérèglement du processus de division cellulaire et donc aboutir à la 

formation de tumeurs (Lin et al 2001, Szeliga and Dipple 1998).  

1.3.1.c Origines des HAP et distribution dans l’environnement 

Les hydrocarbures aromatiques polycycliques peuvent avoir une origine naturelle ou 

anthropique. Les HAP tirent leur origine de la matière organique et sont principalement 

formés par combustion incomplète de cette dernière, naturellement au cours des éruptions 

volcaniques ou encore des feux de forêt (Baumard et al 1999, Mandalakis et al 2005), ou bien 

de manière anthropique par combustion du carbone fossile tel que le charbon ou les produits 

pétroliers (Samanta et al 2002, Venkataraman et al 2002). Depuis le début de l’ère 

industrielle, les HAP émis dans l’environnement sont majoritairement d’origine anthropique 

(Wild and Jones 1995). Le transport, le chauffage résidentiel, le traitement des déchets par 

incinération émettent dans l’atmosphère des particules riches en HAP qui se dispersent avant 

de se déposer sur les sols par le biais des précipitations. En effet, du fait de leurs propriétés 

physico-chimiques, les HAP se répartissent dans l’atmosphère au niveau des phases gazeuses 

et particulaires (Gundel et al 1995, Ligocki and Pankow 1989). Cette répartition est régie 

majoritairement par leur pression de vapeur saturante où les HAP les plus légers (ayant une 

pression de vapeur saturante élevée) sont présents en phase gazeuse, alors que les HAP plus 

lourds (ayant une pression de vapeur saturante faible) sont associés à la phase particulaire 

(Van Jaarsveld et al 1997). De plus, l’exploitation, le raffinage et les rejets accidentels ou 

incontrôlés des produits pétroliers et du charbon sont à l’origine de la pollution des sols et des 

milieux marins par les HAP. Ainsi, les HAP peuvent aussi bien être issus de la combustion 

incomplète de produits pétroliers, du charbon ou encore du gaz naturel (Ravindra et al 2001),  

que de la combustion de biomasse ou encore d’ordures ménagères (Besombesa et al 2001). 

Enfin, les HAP peuvent aussi être synthétisés lors de processus physico-chimiques et naturels 

comme la diagénèse en même temps que les énergies fossiles (charbon, pétrole). Ces 

formations se produisent à des températures relativement basses (50-150°C) au cours de 

l’enfouissement de la matière organique dans les bassins sédimentaires (Soclo et al 2000). Les 

HAP sont donc présents naturellement dans les produits pétroliers (Cahnmann 1955). 



 

 

 

 

 

Figure 18. Voies de dégradation aérobies des HAP par les microorganismes. (Modifié et 
redessiné d’après Cerniglia, 1992) 
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1.3.2 Biodégradation microbienne aérobie des HAP 

La dégradation microbienne aérobie reste actuellement la voie de dégradation la plus 

étudiée et la plus documentée en relation avec la capacité des microorganismes à utiliser les 

HAP comme source de carbone et d’énergie (Seo et al 2009). De nombreux organismes sont 

capables de dégrader les HAP comme les bactéries, les algues ou encore les champignons 

(Cerniglia 1992) (Figure 18). La minéralisation complète des HAP en CO2 et H2O est 

majoritairement observée chez les bactéries où elle fait intervenir notamment des 

dioxygénases, enzymes multimériques permettant l’incorporation de deux atomes d’oxygène 

au sein d’un cycle aromatique. Les dioxygénases (appelées également arène dioxygénases ou 

ring hydroxylating dioxygenase, RHD) sont des métallo-enzymes très répandues chez les 

bactéries (Cerniglia 1992). Elles catalysent (1) l’oxydation des HAP par hydroxylation 

simultanée de deux carbones adjacents au niveau d’un cycle aromatique, aboutissant à la 

formation de cis-dihydrodiols, et (2) elles permettent la fission du noyau aromatique avec les 

intradiol dioxygénases qui clivent le noyau aromatique en position ortho (entre les carbones 

porteurs des groupements hydroxyles – OH) et les extradiol dioxygénases en position meta 

(clivage entre les deux carbones adjacents au diol).  

La dégradation bactérienne aérobie des HAP est composée de deux phases distinctes. 

Une première voie de dégradation, dite haute, est spécifique du HAP à dégrader permettant 

son attaque initiale pour aboutir à la formation de métabolites comme le catéchol ou ses 

précurseurs comme le protocatéchuate et le salycilate (Díaz 2004, Seo et al 2009). La 

deuxième voie de dégradation est dite basse et est commune à plusieurs composés autres que 

les HAP (benzène, toluène, ethylbenzène, xylène, BTEX), permettant de produire les substrats 

du métabolisme cellulaire central par la fission ortho ou meta des cycles aromatiques. Chez 

certaines bactéries, la voie haute de dégradation des HAP n’aboutit pas à la formation du 

catéchol, mais à la formation du gentisate dont le précurseur est l’acide salicylique, et permet  

également la production d’énergie via une voie basse annexe de dégradation dite du gentisate 

(Lee et al 2011, Zhou et al 2001). Les gènes de dégradation des HAP sont majoritairement 

organisés en opérons sur le chromosome bactérien ou plus fréquemment sur des éléments 

génétiques mobiles comme les plasmides ou encadrés de transposons. Cependant, les gènes de 

dégradation des HAP peuvent présenter des organisations génétiques différentes (Khan et al 

2001, Kim et al 2006a, Saito et al 2000). 



 

Figure 19. Voie de dégradation anaérobie du naphtalène. Les deux voies d’activation possibles 
pour la dégradation du naphtalène sont la carboxylation ou la méthylation. Intermédiaires: (1) 
naphtalène; (2) 2-méthylnaphthalene; (3) acide naphthyl-2-méthyl-succinique; (4) naphthyl-2-méthyl-
succinyl-CoA; (5) naphthyl-2-méthylène-succinyl-CoA; (6) naphthyl-2-hydroxyméthyl-succinyl-CoA; 
(7) naphthyl-2-oxométhyl-succinyl-CoA; (8) acide naphthoïque; (9) 2-naphthoyl-CoA; (10) 5,6,7,8-
tétrahydro-2-naphthoyl-CoA; (11) octahydro-2-naphthoyl-CoA; (12) cis-2-carboxycyclo-hexylacetyl-
CoA; (13) fumarate. Enzymes : (A) naphtalène méthyl-transférase; (B) napthyl-2-méthylsuccinyl 
synthase; (C) napthyl-2-méthyl-succinyl-CoA transférase; (D) naphthyl-2-méthyl-succinyl-CoA 
déshydrogénase; (E) naphthyl-2-méthylene succinyl-CoA hydratase; (F) naphthyl-2-hydroxyméthyl-
succinyl-CoA déshydrogénase; (G) napthyl-2-oxométhyl-succinyl-CoA thiolase; (H) naphthoate 
carboxylase; (I)  naphthoyl-CoA ligase; (J et K) 2-napthtoyl-CoA réductase; (L)  enoyl-CoA hydratase. 
(Modifié et redessiné d’après Meckenstock et Mouttaki, 2011). 
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Les voies de dégradation aérobie des HAP légers notamment celle du naphtalène (2 

cycles aromatiques) (Davies and Evans 1964, Treccani et al 1954) et du phénanthrène (3 

cycles aromatiques) (Doyle et al 2008, Haritash and Kaushik 2009, Peng et al 2008, Seo et al 

2009) ont été très étudiées depuis une soixantaine d’années, et ces dernières servent de base 

pour la compréhension des mécanismes de dégradation par les bactéries pour d’autres types 

de HAP. Alors que les HAP à deux ou trois noyaux aromatiques sont facilement dégradés par 

les bactéries, les HAP de hauts poids moléculaires sont beaucoup plus récalcitrants à la 

biodégradation (Cerniglia 1992, Peng et al 2008). Certaines étapes sont encore mal 

caractérisées et certains mécanismes de même que les enzymes impliqués restent 

partiellement connus (Kim et al 2006b, Kweon et al 2007, Peng et al 2008). 

D’autres voies de dégradation sont connues chez les champignons et les algues, mais 

ces voies sont incomplètes. Ainsi la dégradation est réalisée majoritairement par 

cométabolisme aboutissant à la production de métabolites qui seront pris en charge 

ultérieurement par d’autres communautés microbiennes (Doyle et al 2008, Peng et al 2008). 

1.3.3 Biodégradation microbienne anaérobie 

En raison de leurs propriétés physico-chimiques particulières, et notamment leur faible 

solubilité dans l’eau, les HAP se retrouvent préférentiellement dans les phases particulaires et 

donc dans différents environnements anoxiques comme les sédiments ou les sols (Karthikeyan 

and Bhandari 2001). Les bactéries sont également capables de dégrader les HAP en 

anaérobiose mais ceci de manière plus lente qu’en présence d’oxygène (Haritash and Kaushik 

2009, Meckenstock and Mouttaki 2011). Actuellement, relativement peu d’études décrivent 

les voies métaboliques impliquées au niveau de cette biodégradation en absence d’oxygène, 

mais il a été montré que les bactéries utilisent majoritairement le nitrate, le sulfate, le fer 

ferrique, le chlorate, le manganèse ou encore le CO2 comme accepteurs d’électrons (Gibson 

and S. Harwood 2002, Meckenstock et al 2004, Meckenstock and Mouttaki 2011).  

1.3.3.a Voies de dégradation anaérobie 

La dégradation du naphtalène est actuellement la plus documentée. Cette dégradation 

débute soit par une méthylation suivie d’une addition du fumarate, ou soit par une 

carboxylation (Meckenstock and Mouttaki 2011, Safinowski and Meckenstock 2006) (Figure 

19). La voie initiée par une méthylation donnant le méthylnaphtalène est relativement bien 

caractérisée et elle est associée notamment à la réduction du sulfate en sulfure ou du nitrate en 

azote gazeux. L’attaque initiale de la molécule de méthylnaphtalène est une addition d’une 
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molécule de fumarate sur le groupement méthyle pour donner du naphtyl-2-méthyl-succinate. 

Une molécule de coenzyme A (CoA) est ensuite transférée du succinyl-CoA au naphtyl-2-

méthyl-succinate et le carbone méthylé de ce dernier est ensuite beta-oxydé. Par la suite, une 

molécule d’H2O est ajoutée, suivi d’une nouvelle étape d’oxydation et d’une réaction de 

clivage de la chaîne latérale. Ce clivage aboutit à la formation de deux intermédiaires, une 

molécule de succinyl-CoA (réutilisée au niveau de l’étape d’ajout du coenzyme A sur le 

naphtyl-2-méthyl-succinate) et une molécule de 2-naphtoyl-CoA (Meckenstock et al 2004, 

Meckenstock and Mouttaki 2011) (Figure 19). Le naphtalène empruntant la voie par 

carboxylation aboutit également à la production de 2-naphtoyl-CoA via l’ajout préalable 

d’une molécule de CO2 produisant de l’acide 2-naphtoïque, puis d’une molécule de coenzyme 

A (Figure 19). Le 2-naphtoyl-CoA est ensuite réduit par étapes successives pour former du 

cis-2-carboxycyclo-hexylacétyl-CoA. Par la suite, l’ouverture du noyau aromatique aboutira à 

la formation d’acétyl-CoA et de CO2 (Meckenstock and Mouttaki 2011). Concernant la 

dégradation du phénanthrène, cette dernière a été montrée associée à la réduction du sulfate 

où la molécule à trois cycles aromatiques est activée par carboxylation directe et est dégradée 

de manière similaire au naphtalène (Davidova et al 2007, Meckenstock and Mouttaki 2011, 

Zhang and LY. 1997). 

1.3.3.b Implication des communautés méthanogènes 

Les hydrocarbures aromatiques polycycliques peuvent contaminer les environnements 

anoxiques et notamment ceux propices à la méthanogénèse comme par exemple les 

sédiments, où les HAP peuvent potentiellement servir de source de carbone pour des 

communautés méthanogènes (Berdugo-Clavijo et al 2012). Même si le métabolisme 

syntrophique de dégradation des HAP couplé à la production de méthane est considéré 

comme un processus peu énergétique (Schink 1997), il apparaît thermodynamiquement 

faisable (Dolfing et al 2009) et a été analysé dans quelques études en laboratoire. Il a été  

montré que des enrichissements de communautés méthanogènes obtenus à partir de boues de 

station d’épuration étaient capables d’utiliser des HAP de plus de trois noyaux aromatiques  

(Christensen et al 2004, Trably et al 2003). De même, il a pu être observé une baisse de 50% 

de la concentration en naphtalène et en phénanthrène au niveau de sédiments portuaires 

incubés en l’absence d’accepteurs d’électrons (Chang et al 2006). De le même manière, il a pu 

être montré une dégradation de cinq différents types de HAP en utilisant des enrichissements 

obtenus à partir de sédiments de rivières (Yuan and Chang 2007). Par ailleurs l’addition 

d’acétate, de lactate et de pyruvate dans ces mêmes incubations a permis d’augmenter la 
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production de méthane et le taux de dégradation des HAP. Plus récemment, certaines études 

ont montré une production modérée de méthane au niveau de sédiments supplémentés avec du 

naphtalène (Siegert et al 2011), de sédiments supplémentés avec de l’anthracène (Zhang et al 

2011) ou encore une consommation de certains HAP et alcanes par un consortium 

thermophile de méthanogènes au sein d’échantillons provenant de champs pétrolifères (Gieg 

et al 2010). Enfin, sur un même type d’échantillons issus de champs pétrolifères, il a pu être 

montré une consommation de méthyl-naphtalène corrélée à la production de méthane avec la 

mise en évidence des acides naphtoiques comme étant des métabolites clés dans la 

dégradation des HAP en conditions méthanogènes (Berdugo-Clavijo et al 2012). De plus, au 

niveau de cette étude, certaines communautés méthanogènes comme celles appartenant aux 

genres Methanosaeta et Methanoculleus ont été mises en évidence,  suggérant leur importance 

au niveau de ce métabolisme particulier. 

En outre, de récentes études biogéochimiques suggèrent que les HAP peuvent être 

dégradés en étant couplé à la méthanogénèse et ceci de manière in situ. En effet, plusieurs 

métabolites de dégradation anaérobie des HAP ont été détectés au niveau du pétrole brut 

échantillonné à différents endroits du globe et suggérant ainsi que les HAP servent de substrat 

dans ces environnements profonds et anoxiques (Aitken et al 2004). Une telle découverte 

couplée à des études isotopiques a montré qu’une proportion du CH4 et du CO2 présents dans 

les environnements pétrolifères est d’origine biogénique, et a suggéré que la biodégradation 

de composants du pétrole incluant les HAP était couplée à une production de méthane (Gray 

et al 2010). Plusieurs autres types d’environnements comme des aquifères contaminés par des 

essences (Essaid et al 2011, Gieg and Suflita 2002, Griebler et al 2004, Kleikemper et al 

2005, Morasch et al 2011) ont montré une dégradation des HAP in situ en conditions 

méthanogènes. Il est intéressant de noter que certains de ces sites avaient été caractérisés au 

préalable comme étant capable de dégrader les HAP en conditions de réduction des sulfates et 

des nitrates, plutôt qu’en conditions méthanogènes. Enfin une autre étude a montré la 

minéralisation in situ du 14C-naphtalène et du 14CO2 au niveau d’aquifères contaminés par du 

créosote en conditions réductrices du fer et en conditions méthanogènes (Bianchin et al 2006).  

Cependant, même si des études démontrent la biodégradation des HAP en conditions 

méthanogènes, les voies métaboliques ainsi que les microorganismes impliqués ne sont pas 

encore clairement identifiés (Berdugo-Clavijo et al 2012). 
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1.4 Conclusion 

Les microorganismes jouent un rôle central au niveau des cycles biogéochimiques,  

notamment celui du carbone, en colonisant les différents réservoirs au travers de 

communautés microbiennes complexes. Ces mêmes communautés sont les acteurs du bon 

fonctionnement des écosystèmes, mais ils peuvent aussi amplifier les perturbations 

engendrées par l’activité humaine contribuant au changement global. Les informations 

disponibles sur les microorganismes et les enzymes impliqués dans les voies de production et 

de consommation du méthane ou encore les voies de dégradation des HAP en anaérobiose 

restent à l’heure actuelle très incomplètes. En effet, ces données sont accessibles soit à partir 

d’études de microorganismes cultivables alors que la grande majorité des microorganismes 

reste encore non cultivée, soit au travers de données moléculaires parcellaires après 

amplifications de biomarqueurs phylogénétiques et fonctionnels. C’est pourquoi il est 

indispensable d’étudier les écosystèmes dans leur globalité en mettant en place de nouvelles 

approches permettant d’explorer la diversité microbienne au sein des environnements 

complexes. 
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2. Etude de la diversité des communautés méthanogènes 

L’exploration des environnements complexes demeure actuellement l’un des défis 

majeurs en écologie microbienne du fait de l’importante diversité des microorganismes qu’ils 

hébergent. Pour une bonne compréhension du fonctionnement des écosystèmes il est 

important (1) d’identifier les microorganismes (structure des communautés), (2) de 

caractériser leurs fonctions métaboliques, (3) de relier la structure à la fonction. Un grand 

nombre de méthodes culturales, moléculaires et biochimiques ont été dès lors appliquées pour 

répondre à ces questions et permettant notamment l’exploration des communautés 

méthanogènes. 

2.1  Approches basées sur la culture 

Les méthodes classiques de microbiologie basées sur la culture impliquent 

l’inoculation d’un échantillon environnemental sur des milieux de culture (solides ou liquides) 

dont la composition doit favoriser l’isolement des microorganismes d’intérêts (Hugenholtz 

2002). Les paramètres de croissance tels que la température, le pH, le temps d’incubation, 

l’aération, la présence ou l’absence de lumière diffèrent selon les populations à caractériser. 

Les approches dépendantes de la culture sont mises en œuvre soit pour dénombrer les cellules 

viables (Sait et al 2002), soit pour sélectionner des microorganismes présentant un caractère 

particulier. Elles ont été couramment utilisées pour la caractérisation phénotypique et 

l’isolement de nouvelles souches d’archées méthanogènes à partir d’échantillons 

environnementaux (Borrel et al 2012, Brauer et al 2010, Chong et al 2002, Doerfert et al 

2009, Imachi et al 2008, Kitamura et al 2011, Lomans et al 1999, Sakai et al 2007, Sakai et al 

2008, Sakai et al 2011, Tian et al 2009, Uchiyama et al 2010, Yashiro et al 2009). Cependant, 

ces méthodes présentent certaines limites comme celle de favoriser la sélection des 

microorganismes à croissance rapide (Sait et al 2002). De plus, ces méthodes ne permettent 

pas de reproduire exactement les conditions de l’environnement à la base de l’isolement. Par 

exemple, les Acidobactéries représentent en moyenne 20% des communautés bactériennes du 

sol, mais ces organismes sont difficilement cultivables sur la base des connaissances actuelles 

(Schloss and Handelsman 2004). De nouvelles méthodes de culture utilisent des chambres de 

diffusion (Nichols et al 2010) ou encore l’encapsulation de cellules dans des microgouttelettes 

de gel combinée à de la cytométrie en flux, pour permettre une culture à grande échelle des 

microorganismes (Zengler 2002, Zengler et al 2005). De plus, des techniques de séparation 

physique, telles que la filtration, la centrifugation sur gradient de densité ou encore la 



 

 

 

 

 

Figure 20. Caractérisation de l’association des bactéries sulfato-réductrices et des archées ANME-2 par la 
technique CARD-FISH au niveau de sédiments marins contenant des hydrocarbures. (A) utilisation d’une 
sonde SEEP2-658 (vert) ciblant les BSR et d’une sonde ANME2-538 ciblant le groupe des ANME-2. (B) 
Visualisation à l’aide des sondes SEEP2-658 et ANME2-538 d’un échantillon de sédiments où ce dernier 
apparaît dominé par les ANME-2 (rouge). (D’après Kleindienst et al., 2012). 
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cytométrie en flux (Hugenholtz 2002), ont été mises en place pour permettre un tri préalable 

des microorganismes. Ces nouvelles approches ont permis certes d’augmenter 

considérablement la possibilité d’isoler de nouveaux microorganismes, mais elles ne donnent 

toujours accès qu’à une infime partie de l’immense diversité microbienne. 

De manière à obtenir des données complémentaires aux approches culturales certaines 

méthodes d’observation ont été mises au point afin de visualiser directement l’abondance, la 

répartition et les interactions des communautés d’intérêt, et ce de manière in situ. Ces 

approches sont basées sur l’utilisation de sondes fluorescentes ciblant spécifiquement des 

séquences d’acides nucléiques particulières (Figure 20). Les plus utilisées actuellement sont 

le Fluorescent In Situ Hybridization (FISH) et le CARD-FISH (Amann et al 1990, Bottari et 

al 2006, DeLong et al 1989, Schönhuber et al 1997, Valm et al 2011, Valm et al 2012). Ces 

dernières, notamment le FISH, ont été utilisées pour la détection des méthanogènes au sein 

d’échantillons environnementaux grâce à l’utilisation de sondes spécifiques de ces 

communautés (Narihiro and Sekiguchi 2011). Ces techniques génèrent des données 

quantitatives intéressantes mais renseignent difficilement sur les capacités métaboliques des 

microorganismes. Ainsi d’autres stratégies, couplant le FISH à des techniques isotopiques 

(MAR-FISH, FISH-NanoSIMS) (Lee et al 1999, Li et al 2008), ou encore la SIP (Stable 

Isotope Probing) incorporant des isotopes stables issus de substrats marqués au niveau des 

molécules d’ADN (Lueders et al 2004), ont été développées de manière à pouvoir relier 

l’identification des microorganismes à leurs fonctions métaboliques. Toutefois, ces méthodes 

restent limitées quant à leur application du fait de leur difficulté de mise en œuvre mais 

surtout par leur faible débit. 

Des études moléculaires basées sur la caractérisation des séquences d’ADNr 16S ont 

révélé des divisions candidates bactériennes telles que BRC, OP10, OP11, SC3, TM7, WS2 et 

WS3 qui pour certaines n’ont toujours pas de représentants cultivés à ce jour. Les études 

moléculaires ont révélé la présence de 59 phyla bactériens (Ludwig et al 2004, Pruesse et al 

2007) dont la moitié d’entre eux n’ayant pas encore de représentants cultivés (Tableau 4) 

(Harris et al 2004, Hugenholtz et al 1998, Rappé and Giovannoni 2003). Le même constat est 

observé chez les méthanogènes où des séquences d’ADNr 16S ont été assignées à des groupes 

candidats, comme par exemple le groupe WSA2 (ou ArcI) fréquemment retrouvé dans des 

systèmes de traitement des eaux usées (Chouari et al 2005). Ce groupe est considéré comme 

étant un taxa archéen ne possédant actuellement aucun représentant cultivé (Hugenholtz 
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2002). Un autre exemple est le Rice Cluster II assimilé aux méthanogènes puisque les 

séquences ADNr 16S affiliées à ce groupe sont retrouvées dans des cultures enrichies 

contenant de l’éthanol comme donneur d’électrons, et ce groupe forme un clade  

phylogénétique distinct au sein des Methanomicrobiales et Methanosarcinales (Lehmann-

Richter et al 1999). 

Ces observations mettent en avant le potentiel des techniques moléculaires qui 

permettent de contourner les limites des approches culturales, et ainsi permettre de 

caractériser finement les communautés microbiennes. 

2.2 Méthodes moléculaires 

Le développement des techniques moléculaires ces vingt-cinq dernières années permet 

aujourd’hui d’aborder les problématiques d’écologie microbienne simplement au travers de 

l’analyse des molécules d’acides nucléiques (ADN et/ou ARN) en contournant les limites des 

méthodes culturales ou d’observation au microscope des microorganismes (Amann et al 1995, 

Pace 1997). Ces approches indépendantes de la culture reposent sur l’utilisation de génomes 

entiers ou de biomarqueurs capables de renseigner sur l’identité (biomarqueurs 

phylogénétiques) ou le rôle fonctionnel (biomarqueurs fonctionnels) d’un grand nombre de 

microorganismes.  

2.2.1 Utilisation des biomarqueurs 

Le biomarqueur phylogénétique le plus utilisé en écologie microbienne est le gène 

codant pour la petite sous-unité de l’ARN ribosomique (ARNr 16S chez les procaryotes et 

ARNr 18S chez les eucaryotes) (Woese et al 1990). Le biomarqueur phylogénétique ADNr 

16S (Woese 1987) a été largement utilisé en écologie microbienne pour la description des 

communautés bactériennes et archées de l’environnement puisque (1) il est ubiquiste c’est-à-

dire retrouvé chez tous les procaryotes où il joue un rôle clé dans la traduction de l’ARNm en 

protéine, (2) il possède une structure en mosaïque incluant des régions conservées (permettant 

son isolement) mais aussi variables et hypervariables (à la base des comparaisons 

phylogénétiques), (3) il ne subit pas ou peu de transfert horizontal et de recombinaisons 

(Hugenholtz 2002). De plus sa taille adaptée (~1500 pb) ainsi que le nombre croissant de 

séquences codantes pour l’ARNr 16S présentes dans les bases de données, font de lui un 

marqueur de choix. Certaines signatures de ce biomarqueur peuvent en outre être 

caractéristiques de groupes fonctionnels comme par exemple les microorganismes 
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déhalorespirants ou encore les sulfato-réducteurs. Inversement, des biomarqueurs fonctionnels 

peuvent renseigner sur l’identité des microorganismes comme par exemple le gène mcrA 

codant pour la sous-unité α de la méthyl coenzyme M réductase chez les archées ou encore le 

gène pmoA codant pour la méthane monooxygénase et retrouvé uniquement chez les bactéries 

méthanotrophes. Toutefois, les biomarqueurs fonctionnels sont généralement des gènes 

codant pour des enzymes impliquées dans des métabolismes d’intérêt. D’autres biomarqueurs 

tels que les gènes codant pour la sous-unité β de l’ARN polymérase (rpoB), la sous-unité β de 

l’ADN gyrase (gyrB), la recombinase A (recA) ou encore la « heat shock protein 60 » 

(Hsp60), ont été utilisés en écologie microbienne pour l’étude des communautés microbiennes 

ou encore pour différencier certaines espèces bactériennes (Ghebremedhin et al 2008). 

Le biomarqueur ARNr 16S a été fréquemment utilisé pour la détection des  

communautés méthanogènes au sein d’environnements complexes. Cependant, son utilisation 

est limitée au niveau des méthanogènes, puisque ces dernières se retrouvent au sein d’un  

groupe d’organismes paraphylétique englobant des groupes d’archées non méthanogènes 

comme les Archaeoglobales, les Thermoplasmatales et les Halobacteriales (Bapteste et al 

2005). Pour s’affranchir de cette contrainte, il est couramment utilisé des biomarqueurs 

fonctionnels spécifiques et conservés chez les méthanogènes comme le gène mcrA codant 

pour la méthyl-coenzyme M réductase (MCR) (Friedrich 2005) ou encore celui codant pour 

son isoenzyme (mrtA). En outre, les phylogénies basées sur les séquences nucléiques des 

gènes mcrA/mrtA ou sur les séquences protéiques déduites de ces gènes, sont congruentes 

avec celles déterminées par utilisation des séquences ADNr 16S (Friedrich 2005, Luton et al 

2002, Springer et al 1995). 

2.2.2 Analyse partielle des communautés basée sur l’amplification PCR 

Ces stratégies utilisent la technique de réaction de polymérisation en chaîne (PCR) 

(Saiki et al 1985) pour amplifier une région d’ADN cible grâce à un couple d’amorce. Cette 

méthode a révolutionné l’étude des communautés microbiennes présentes dans les 

environnements complexes en étant capable de cibler spécifiquement n’importe quelle 

population ou groupe de microorganismes pour lesquels des informations de séquences sont 

disponibles. 

2.2.2.a Détermination et utilisation des couples d’amorces 
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 De nombreux couples d’amorces spécifiques du gène ADNr 16S ont été déterminés  

pour étudier de manière globale les communautés méthanogènes au sein d’environnements 

complexes (Marchesi et al 2001, Wright and Pimm 2003). De plus, ceux-ci ont été déterminés 

à des niveaux taxonomiques inférieurs (classe, ordre, famille voire même espèce) permettant 

la détection spécifique des communautés méthanogènes dans des boues de traitement des 

eaux usées (Ariesyady et al 2007, Franke-Whittle et al 2009a, Hori et al 2006, Narihiro et al 

2009a, Narihiro et al 2009b, Rocheleau et al 1999, Zheng and Raskin 2000), au niveau du 

rumen (Skillman et al 2004, Yanagita et al 2000), dans des sédiments marins profonds 

(Boetius et al 2000, Nercessian et al 2004), des sédiments (Zepp et al 1999), du microbiote 

intestinal humain (Ratner et al 2009) ou encore au niveau de zones humides (Bräuer et al 

2006, Zhang et al 2008a, Zhang et al 2008b).  

Concernant l’utilisation du biomarqueur fonctionnel mcrA/mrtA, des couples 

d’amorces généralistes ont été déterminés (Luton et al 2002, Mihajlovski et al 2008). 

Néanmoins, d’autres amorces ont été définies pour identifier certaines familles comme les 

Methanosarcinaceae (Springer et al 1995), mais également pour étudier les populations 

spécifiquement retrouvées au sein d’un environnement donné comme les zones humides 

(Hales et al 1996). 

2.2.2.b Les différentes méthodes d’analyse 

L’utilisation de la PCR a permis de disposer d’une gamme de techniques permettant 

d’obtenir des informations sur la structure et la fonction des communautés microbiennes. Des 

méthodes de clonage/séquençage permettent d’obtenir des données de séquences 

phylogénétiques qui seront ultérieurement comparées à des bases de données généralistes 

comme Genbank ou plus spécifiques comme ARB (Ludwig et al 2004), Ribosomal Database 

Project (RDP) (Cole et al 2009) ou encore Greengenes (DeSantis et al 2006). Ainsi, les 

séquences obtenues sont affiliées à différents rangs taxonomiques (allant du phylum jusqu’à 

l’espèce) en identifiant différents seuils de similarité nucléique (DeSantis et al 2007). Bien 

que les banques de clones construites à partir de séquences d’ADNr 16S permettent 

d’explorer initialement la diversité et d’identifier de nouveaux taxa bactériens et archéens, des 

études ont montré que des échantillons environnementaux, tels que les sols, requièrent plus de 

40 000 clones pour décrire 50% de la diversité (Dunbar et al 2002). Cependant les banques de 

clones d’ADNr 16S construites pour les études environnementales contiennent généralement 

un peu moins de 1000 séquences, et proposent donc une vision très réduite de la diversité 
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microbienne présente dans un échantillon. Malgré leurs limites (incluant également  un coût 

en temps et en réactifs), les banques de clones sont toujours considérées comme un outil de 

base en écologie microbienne pour explorer de manière préliminaire la diversité microbienne 

(DeSantis et al 2007). De telles méthodes appliquées aux communautés méthanogènes et 

ciblant l’ADNr 16S ont pu montrer une dominance de certains phylotypes dans différents 

environnements complexes. Par exemple, dans des sédiments profonds de dépôts d’hydrates 

de gaz, les espèces des genres Methanosarcina et Methanobrevibacter sont surreprésentées 

(Marchesi et al 2001). L’application de ces méthodes a aussi permis la mise en évidence des 

phylotypes particuliers comme les Methanomicrobia dans des sédiments lacustres (Banning et 

al 2005). Des résultats similaires ont été obtenus en ciblant les gènes mcrA/mrtA, pour mettre 

en évidence la diversité et la dominance de communautés méthanogènes dans différents 

environnements, comme la colonne d’eau et les sédiments de lac d’eau douce (Biderre-Petit et 

al 2011), des sources hydrothermales (Dhillon et al 2005) ou des volcans de boues (Alain et al 

2006). 

D’autres méthodes basées sur l’amplification PCR, comme les techniques 

d’empreintes génétiques, donnent un profil des communautés microbiennes basé sur l’analyse 

directe des amplicons obtenus à partir d’ADN environnemental (Ramette 2009). Au cours de 

ces 25 dernières années, un large éventail de techniques a été développé pour la description 

des communautés microbiennes en produisant des empreintes moléculaires basées sur des 

polymorphismes de séquences ou de longueurs des gènes biomarqueurs (Kirk et al 2004). 

Parmi ces différentes techniques, il est possible de citer la Denaturing Gradient gel 

Electrophoresis / Temperature Gradient gel Electrophoresis (DGGE / TGGE) (Gelsomino et 

al 1999), la SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism) (Lee et al 1996), la T-RFLP 

(Terminal-Restriction Length Polymorphism) (Liu et al 1997), la ARDRA (Amplified 

Ribosomal DNA Restriction Analysis) (Liu et al 1997) ou encore la A-RISA (Automated-

Ribosomal Intergenic Spacer Analysis) (Fisher and Triplett 1999). Ces méthodes ont 

également été appliquées aux communautés méthanogènes pour donner des empreintes ADNr 

16S et mcrA de différents environnements (Casamayor et al 2001, Casamayor et al 2002, 

Kemnitz et al 2004, Ramakrishnan et al 2001, Wright and Pimm 2003, Yu et al 2007). D’une 

manière générale, ces techniques sont rapides et permettent une analyse comparative 

simultanée de plusieurs échantillons. Elles ont été mises au point pour observer des 

changements ou des différences entre les communautés microbiennes, mais elles ne 

permettent pas une identification taxonomique directe des communautés.  
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La PCR quantitative (qPCR) fournit quant à elle une méthode sensible et permettant 

de quantifier des communautés microbiennes d’intérêt dans des environnements complexes 

(Zhang and Fang 2006). Ainsi la qPCR ciblant l’ADNr 16S et le gène mcrA sont également 

très utilisées pour quantifier les communautés méthanogènes de l’environnement. Différents 

couples d’amorces ont été déterminés dont les amorces généralistes Met630F/Met803R 

notamment utilisées pour la quantification des méthanogènes du rumen des vaches laitières 

(Hook et al 2008). De même, d’autres amorces ont été déterminées et appliquées à la 

technique de détection Taqman, permettant la quantification des différents ordres et de  

certaines familles (Yu et al 2005). Ces amorces ont ultérieurement servi pour la quantification 

des méthanogènes acétoclastes dans des boues de traitement des eaux usées et ont permis de 

mettre en évidence que ces mêmes populations étaient affectées par la concentration en 

acétate dans les eaux usées (Yu et al 2006). Des couples ciblant le gène mcrA sont également 

disponibles et permettent la quantification des méthanogènes et des ANME dans des boues de 

digestat et dans les sédiments (Inagaki et al 2004, Nunoura et al 2006) D’autres couples sont 

disponibles pour la quantification des méthanogènes en ciblant le gène mcrA dans le rumen 

(Denman et al 2007) ou encore dans la plaque dentaire humaine (Vianna et al 2008). 

2.2.2.c Limites de l’amplification PCR pour l’analyse des communautés 

Les méthodes basées sur la PCR couplées ou non à des techniques d’analyse des 

amplicons comme le clonage/séquençage ou encore les techniques d’empreintes génétiques, 

apportent certes des informations pertinentes sur la structure et/ou la fonction des 

communautés microbiennes, mais elles restent toutefois encore incomplètes et biaisées. En 

effet, toutes ces méthodes sont soumises à différentes limites techniques inhérentes à 

l’extraction des acides nucléiques et à l’amplification PCR. Ces dernières apparaissent à 

l’heure actuelle clairement identifiées pour les études en écologie microbienne et peuvent être 

classées en deux catégories. Elles peuvent résulter d’artéfacts de séquences liés à des erreurs 

de PCR, ou fausser la distribution des amplicons liée à une efficacité d’amplification PCR non 

homogène (Acinas et al 2005, Polz and Cavanaugh 1998, von Wintzingerode et al 1997), 

pouvant conduire à une surreprésentation de certains fragments et altérer la vision des 

communautés microbiennes présentes dans un environnement. 

Les artéfacts de séquences peuvent être dus soit (1) à la formation de chimères se 

produisant au niveau d’un cycle de PCR lors d’une extension incomplète des amorces. Dans 

ce cas, le produit d’extension tronqué peut servir d’amorce pour le cycle suivant ; (2) à la 
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formation d’hétéroduplexes (séquences amplicons hétérologues) se formant 

préférentiellement durant les derniers cycles de PCR, au niveau de la phase de plateau de la 

cinétique d’amplification (Thompson et al 2002) ; (3) aux erreurs de Taq polymérase où une 

faible fidélité de cette dernière génère des erreurs d’incorporation durant la synthèse du brin 

d’ADN aboutissant à des substitutions de base (von Wintzingerode et al 1997). Ces séquences 

artéfactuelles apparaissent problématiques en écologie microbienne, car elles aboutissent à 

une surestimation de la diversité présente dans un environnement et à une identification 

erronée de nouveaux variants génétiques. De plus, la présence de bases mal incorporées au 

cours de l’élongation du brin d’ADN, induite par une faible fidélité de la Taq polymérase, 

peut être problématique notamment lorsque ces bases sont situées au niveau de sites 

moléculaires d’intérêt comme par exemple ceux nécessaires à la détermination de sondes ou 

d’amorces. 

L’amplification PCR non homogène peut être due soit (1) à l’inhibition de 

l’amplification par la présence de molécules co-extraites avec les acides nucléiques comme 

par exemple les acides humiques, (2) à une différence d’amplification principalement due à la 

composition en bases des gènes cibles en lien avec le pourcentage GC des séquences ou 

encore (3) à la spécificité des amorces utilisées pouvant conduire à une surreprésentation de 

certains fragments (Polz and Cavanaugh 1998, Suzuki and Giovannoni 1996, von 

Wintzingerode et al 1997). 

2.3 Méthodes d’analyse globale des communautés et émergence des 
outils haut-débit 

L’analyse des séquences codantes pour des biomarqueurs phylogénétiques et 

fonctionnels est couramment utilisée en écologie microbienne pour l’exploration des 

environnements complexes. Cependant, même en utilisant des molécules très conservées pour 

permettre une bonne base d’affiliation taxonomique, certains biomarqueurs, comme le gène 

ADNr 16S, ne fournissent pas une résolution suffisante pour permettre dans tous les cas une 

discrimination au niveau de l’espèce ou de la souche (Konstantinidis et al 2006). Les 

techniques moléculaires basées sur l’exploitation de l’ensemble des séquences des génomes  

présents au sein d’un environnement offrent donc une vision plus exhaustive de la diversité 

génétique (Handelsman et al 1998). 
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2.3.1 La métagénomique 

La métagénomique, également connu sous le terme de génomique environnementale 

ou génomique des communautés, se définit comme l’étude globale de l’ensemble des 

génomes des communautés microbiennes multi-espèces extraits directement à partir d’un 

échantillon environnemental et ne nécessitant pas au préalable une connaissance ou une mise 

en culture des communautés microbiennes (Handelsman et al 1998, Riesenfeld et al 2004). 

D’une manière générale, les techniques utilisant la métagénomique sont basées sur le principe 

suivant : l’ensemble des données génomiques des communautés microbiennes de 

l’environnement peut être criblé et/ou séquencé de la même manière que le génome entier issu 

par exemple d’une culture bactérienne pure. Des études métagénomiques ont été conduites au 

niveau de différents environnements tels que les sols, les lacs, les océans ou encore les 

drainages miniers acides pour permettre d’avoir accès à la diversité phylogénétique et 

fonctionnelle d’organismes non cultivés (Delmont et al 2010, Handelsman 2004, Tyson et al 

2004). Ainsi, la métagénomique est primordiale pour la compréhension, au sein d’un 

environnement, des rôles des microorganismes non cultivés et de leurs interactions. Les 

banques environnementales construites à partir de métagénomes se sont avérées être très 

utiles pour la découverte de nouvelles enzymes microbiennes et d’antibiotiques d’intérêt, avec 

des applications potentielles au niveau des biotechnologies, de la médecine et de l’industrie.   

Les banques métagénomiques peuvent être criblées de manière à identifier les séquences 

impliquées dans des phénotypes d’intérêt. Ainsi, une grande variété d’activités biochimiques 

ont été mises en évidence comme de nouveaux antibiotiques (turbomycine, terragine), des 

enzymes microbiennes (cellulases, lipases, amylases) ou encore des protéines identifiés à 

partir des banques métagénomiques issues d’échantillons de sols (Rondon et al 2000). 

Toutefois cette stratégie nécessite une expression optimale des gènes dans un système 

hétérologue comme des bactéries ou des levures, ce qui n’est pas le cas pour l’ensemble des 

gènes d’intérêts. Il est donc important de disposer de vecteurs appelés vecteurs navettes 

capables de se propager à la fois dans différents hôtes bactériens et levures. En effet, au 

niveau d’une banque métagénomique, la fréquence associée à l’identification de gènes actifs 

exprimant un phénotype d’intérêt est relativement basse lorsqu’un seul type de système 

hétérologue est utilisé. A titre d’exemple, une étude au niveau d’une banque métagénomique, 

créée à partir d’un échantillon de sol et utilisant un système hétérologue E. coli a pu montrer 

seulement un clone sur 730 000 possédant une activité lipolytique d’intérêt (Henne et al 

2000).  



 



Jérémie DENONFOUX                      Synthèse bibliographique 

 

36 

Le criblage du métagénome peut aussi être réalisé via l’utilisation de sondes 

moléculaires ciblant des gènes d’intérêt et chaque fragment d’ADN caractérisé sera alors 

séquencé. Finalement, l’exploitation des banques métagénomiques peut également se faire par 

séquençage massif de l’ensemble des fragments générés. Ce type d’approche permet 

notamment de mettre en lumière d’importantes caractéristiques et organisations au niveau 

génomique, ainsi que des caractères acquis par des transferts horizontaux de gènes 

(Handelsman 2004).  

Malgré la nouvelle vision du monde microbien apportée par l’essor de la 

métagénomique, qui permet d’avoir accès à l’ensemble des microorganismes présents dans un 

environnement, la création des banques environnementales demeure toutefois techniquement 

difficile à mettre en œuvre (Rajendhran and Gunasekaran 2008). Actuellement, l’émergence 

de nouvelles technologies facilitent l’étude des échantillons par l’approche de séquençage 

systématique, en proposant de séquencer directement les acides nucléiques extraits et donc de 

s’affranchir des étapes de clonage (Shendure and Ji 2008). Par exemple, le séquençage direct 

a pu mettre en évidence la diversité des communautés méthanogènes impliquées dans la 

production de biogaz au sein d’un bioréacteur au niveau du milieu de fermentation (Schlüter 

et al 2008, Wirth et al 2012) ou de biofilms (Rademacher et al 2012) 

2.3.2 La révolution des techniques de séquençage 

Grâce au développement de nouvelles technologies de séquençage qui depuis ces dix 

dernières années ont connu une révolution sans précédent, il est désormais possible d’avoir 

une vision globale et plus intégrative de l’ensemble des évènements se déroulant dans un 

environnement. Cette révolution concerne à la fois les technologies, l’appareillage, 

l’informatique ou encore les outils de traitement et de stockage des données. 

2.3.2.a De la première à la deuxième génération de séquençage  

Au début des années 1990, le séquençage était représenté par une première génération 

basée sur la technique de Sanger (Hunkapiller et al 1991, Sanger et al 1977, Swerdlow et al 

1990). Même si ce type de séquençage est de moins en moins utilisé du fait de son coût élevé 

et de son faible débit (Tableau 5), il a permis la réalisation de projets d’envergure comme le 

séquençage du métagénome de la mer des Sargasses (Venter 2004) ou encore celui de la 

surface des océans (intitulé « the Sorcerer II Global Ocean Sampling Expedition ») (Rusch et 

al 2007). Mais de puis ces dix dernières années le séquençage par la méthode de Sanger a 

laissé place aux techniques de séquençage dites de deuxième génération ou « Next Generation 



 

 

 

 

 

Figure 21. Principe de la méthode du pyroséquençage. PPi = phosphate inorganique. 
(Modifié et redessiné d’après Metzker, 2010) 
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Sequencing » (NGS), qui permettent de s’affranchir des étapes de clonage des fragments 

d’ADN, de réduire fortement les coûts et le temps d’acquisition des données, et donc 

d’augmenter considérablement les quantités de données de séquences produites (Ansorge 

2009, Metzker 2010, Shendure and Ji 2008). Ces nouvelles approches dites à haut-débit sont 

indispensables pour permettre une exploration fine et présenter une vision non biaisée de la 

composition phylogénétique et de la diversité fonctionnelle des communautés microbiennes 

au sein des environnements complexes. Actuellement deux principales technologies de 

séquençage de deuxième génération connaissent un essor considérable en terme de 

développement technologique et d’application pour les études en écologie microbienne : le 

pyroséquençage 454 (454 Life Sciences / Roche Applied Science) et le séquençage Illumina 

(Solexa). 

i. Le pyrosequençage 454 

La technologie 454 est basée sur le principe du pyroséquençage développé depuis le 

milieu des années 1980 (Hyman 1988, Nyrén and Lundin 1985) puis amélioré au milieu des 

années 1990 avec la possibilité de multiplexage (Ronaghi et al 1996). Le pyroséquençage est 

un séquençage par synthèse. Les quatre désoxyribonucléotides sont ajoutés un par un de 

manière itérative et un capteur à transfert de charge (dispositif CDD ou Charge Coupled 

Device) permet de détecter la lumière produite transformant ainsi le signal lumineux en 

impulsion électrique. Au niveau moléculaire, l’addition au cours de la polymérisation d’un 

désoxyribonucléotide par l’ADN polymérase aboutit au relargage d’un pyrophosphate 

inorganique PPi. Ce même pyrophosphate inorganique couplé à l’adénosine phosphosulfate 

est pris en charge par l’ATP sulfurylase pour produire de l’ATP. Enfin, l’ATP néoformé 

couplé à la D-luciférine aboutit à la production d’oxyluciférine et de lumière par la luciférase. 

Une apyrase quant à elle est chargée de dégrader les désoxyribonucléotides non incorporés et 

l’ATP résiduel entre deux cycles d’incorporation de bases au niveau du brin néosynthétisé 

(Ahmadian et al 2006) (Figure 21). 

La technologie de séquençage de 454 Life Sciences / Roche Applied Science 

développée en 2005 (Margulies et al 2005) est issue de la combinaison du pyroséquençage 

avec l’utilisation de plaques picotitrées (PicoTiterPlate, PTP), de la PCR en émulsion 

(emPCR) ainsi que des technologies informatiques pour l’acquisition et le traitement des 

images. Actuellement, des plateformes comme le GS FLX Titanium permettent de réduire 

fortement les coûts et le temps d’acquisition des données (Tableau 5) (Glenn 2011). 



Figure 22. Préparation d’une banque d’ADN génomique simple brin pour le séquençage d’un échantillon 
de manière de novo. (1) fragmentation de l’ADN par nébulisation correspondant à une fragmentation mécanique 
aléatoire générant des fragments entre 400 et 1000 pb ; (2) La deuxième étape est la sélection des fragments dont 
la taille est compatible avec la technologie de séquençage GS FLX Titanium, comprise entre 500 et 800 pb puis 
la réparation des extrémités des fragments d’ADN de façon à générer des extrémités franches par action d’une 
polynucléotide kinase T4 (rephosphorylation des extrémités 5’- OH) et d’une ADN polymérase T4 (possédant 
une activité 5’ 3’ polymérase et une activité 3’ 5’ exonucléase) ; (3) Ligature des adaptateurs aux deux 
extrémités des fragments d’ADN réparés. Ces adaptateurs (nommés adaptateurs A et B) constituent les régions 
d’ancrage pour les étapes d’amplification et de séquençage. Ils contiennent une séquence unique non-
palindromique de quatre bases appelée « clé » utilisée pour la calibration du séquenceur et la reconnaissance des 
fragments à séquencer. L’adaptateur B contient un marquage à la biotine au niveau de son extrémité 5’-P 
permettant l’immobilisation de la banque d’ADN sur des billes magnétiques nécessaire à la récupération finale 
d’une banque d’ADN simple brin. Ces adaptateurs ont la possibilité de contenir au niveau de leur séquence après 
la clé, une étiquette de onze bases appelée MID (Multiplex Identifier) permettant le multiplexage d’échantillons. 
Tous les adaptateurs ont été dessinés de façon à permettre une ligature unidirectionnelle au niveau des fragments 
d’ADN réparés. En effet, ces derniers possèdent une extrémité 5’ cohésive et une extrémité 3’ franche 
permettant uniquement à cette dernière de se lier aux fragments d’ADN de l’échantillon. Enfin, les adaptateurs 
sont non phosphorylés au niveau de leurs extrémités 5’, ce qui permet de limiter la formation d’éventuels 
dimères. Enfin, les produits de ligature devront être réparés avec une ADN polymérase à activité de déplacement 
de brin. (4) Immobilisation de la banque sur des billes magnétiques recouvertes de streptavidine par 
l’intermédiaire de l’adaptateur B portant une biotine sur son extrémité 5’. Suite à l’étape de ligature des 
adaptateurs, les fragments d’ADN peuvent soit ne pas porter d’adaptateur, soit un seul à une extrémité soit 
présentés les associations suivantes : AB, AA, BB. Seuls les fragments d’ADN portant au moins un adaptateur B 
biotinylé seront retenus au niveau de billes. (5) Réparation des jonctions extrémité 5’adaptateurs – extrémité 3’ 
des fragments d’ADN. Les adaptateurs n’étant pas phosphorylés au niveau de leurs extrémités 5’, il y a une 
interruption au niveau de la chaîne nucléotidique entre les extrémités 5’des adaptateurs et les extrémités 3’ des 
fragments d’ADN. Cette réparation se fait grâce à l’action d’une ADN polymérase à activité de déplacement de 
brin qui va reconnaître ces interruptions, déplacer les brins d’adaptateurs commençant par une extrémité 3’OH et 
resynthétiser l’ADN double brin ; (6) Récupération de la banque d’ADN simple par dénaturation chimique. Les 
banques comportant deux adaptateurs B de chaque côté ne pourront pas permettre le relargage d’un brin d’ADN 
non biotinylé, les banques comportant un seul adaptateur B pourront être récupérées mais pas amplifiées au 
niveau de l’étape de PCR en émulsion (emPCR). Il n’est récupéré uniquement qu’une banque d’ADN simple 
brin flanqué de part et d’autre part d’un adaptateur A en extrémité 5’ et d’un adaptateur B en extrémité 3’. 
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Différentes applications de séquençage sont possibles grâce à la technologie 454, avec 

notamment la possibilité de séquencer à la fois à très haut-débit (un million de lectures), de 

façon globale et sans à priori, des métagénomes de manière dite de novo (Figure 22) 

(Petrosino et al 2009). Le principal avantage d’utilisation du pyroséquençage 454 demeure la 

longueur des lectures produites (un million de lectures de 400 à 700 bases suivant la 

plateforme) dans un temps de séquençage à haut-débit relativement court (entre 10 et 20h) 

(Glenn 2011). Cette perspective est très intéressante pour des études métagénomiques où 

l’identification de fragments de grande taille apporte une information phylogénétique et 

taxonomique plus pertinente (Wommack et al 2008). De plus, cette approche facilite 

l’assemblage des lectures et permet donc d’isoler des gènes ou des opérons entiers. 

Cependant, certaines limites technologiques sont à prendre en considération comme par 

exemple le coût relativement élevé de cette méthode (environ 13€ la mégabase) et des erreurs 

de séquençage en relation notamment avec la présence d’homopolymères. En effet, le 

pyroséquençage n’ayant pas de terminaison pendant la synthèse empêchant l’incorporation 

multiple de nucléotides au cours d’un cycle de séquençage, ce dernier se base sur l’intensité 

de la lumière émise pour déterminer le nombre de bases incorporées. Ainsi, le problème 

fréquemment rencontré est la perte de la relation de linéarité entre l’intensité de lumière émise 

et le nombre de nucléotides incorporés, aboutissant soit à des insertions de bases, soit à des 

délétions (Margulies et al 2005, Rothberg and Leamon 2008). Ces erreurs de séquençage 

peuvent conduire à une surreprésentation de la diversité, ce qui a pu être observé lors d’une 

étude des communautés archées dont les méthanogènes dans des sédiments (Porat et al 2010). 

ii.  Le séquençage Illumina 

Cette technologie de séquençage est basée sur le principe de terminaison réversible 

(Cyclic Reversible Termination, CRT) par utilisation de désoxyribonucléotides triphosphates 

(dNTPs) modifiés et fluorescents (Guo et al 2008, Metzker 2005), et implique une méthode de 

synthèse en trois étapes : l’incorporation, la mesure de la fluorescence et le clivage (Metzker 

2005, Metzker 2010). Premièrement, une ADN polymérase va initier la synthèse du brin 

complémentaire au niveau de l’amorce de séquençage en incorporant un dNTP modifié 

portant un fluorophore et un groupement protecteur au niveau de l’extrémité 3’-O du ribose. 

Deuxièmement, suite à l’incorporation, les dNTP modifiés résiduels seront éliminés par 

lavage et la fluorescence émise est enregistrée en temps réel permettant de déterminer la 

nature de la base incorporée au niveau de la séquence. Enfin, l’étape de clivage, suivie d’une 

nouvelle étape de lavage, élimine le groupement protecteur en 3’-O inhibant la réaction de 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 23. Principe du séquençage 
Illumina par la technique CRT 
« Cyclic Reversible Termination ». 
(Modifié d’après Metzker, 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 24. Formule chimique d’un 3′-O-
azidométhyl-dNTPs utilisé pour le séquençage 
de type Illumina. La flèche indique le site de 
clivage séparant le fluorophore du nucléotide, en 
rouge est surligné le groupement 3’ protecteur et 
en bleu le groupement résiduel attaché à la base et 
s’accumulant au cycle suivant. 
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polymérisation, ainsi que le fluorophore pour permettre une nouvelle étape d’incorporation 

(Figure 23). Ce principe est dérivé de la méthode de Sanger, où contrairement à cette dernière 

qui utilise des didésoxyribonucléotides triphosphates (ddNTPs) bloquant la polymérisation, la 

méthode CRT offre la possibilité de bloquer la polymérisation de manière réversible. La clé 

de cette méthode réside en l’utilisation de bases bloquantes, comme les 3′-O-azidométhyl-

dNTPs, couplées à des fluorophores et portant un groupement azidométhyle (-N3) sur 

l’extrémité 3’-O du ribose, pouvant être clivés chimiquement pour restaurer une extrémité 

3’OH libre et ainsi rétablir la polymérisation (Figure 24). 

La technologie de séquençage Illumina (Solexa) est issue de la combinaison de la 

méthode CRT utilisant quatre fluorophores différents (Turcatti et al 2007), de l’amplification 

par PCR en ponts sur phase solide (Adessi et al 2000), des nanotechnologies (Fedurco 2006) 

et des technologies informatiques pour l’acquisition et le traitement des images. Comme pour 

la technologie 454, la technologie Illumina offre un coût de séquençage réduit (Glenn 2011) 

(Tableau 5), avec également la possibilité de séquencer des métagénomes de manière de novo 

à un débit encore plus important que pour la technologie 454 (un milliard de lectures). La 

technologie Illumina a apporté une révolution sans précédent au niveau du débit de  

séquençage (un milliard de lectures d’une taille de 100 bases) et du coût (environ 0,1€ la 

mégabase). Ainsi, le très haut-débit proposé par cette plateforme, associé à son coût 

relativement réduit, est un atout énorme pour les études métagénomiques, qui recherchent une 

très grande profondeur de séquençage pour étudier la diversité phylogénétique et 

fonctionnelle des communautés bactériennes (Li et al 2011, Qin et al 2010, Yu and Zhang 

2012). Cependant, le séquençage Illumina possède certaines limites dont notamment la faible 

longueur des lectures (au maximum 100 bases voire 2×100 bases séquencées à partir des deux 

extrémités) et le temps de séquençage important (environ huit jours). De même des erreurs de 

séquençage sont observées lors d’une mauvaise incorporation ou d’une mauvaise 

interprétation de la fluorescence émise (« base calling »), aboutissant à des substitutions de 

bases. Ces substitutions sont fréquemment rencontrées au niveau des sites moléculaires 

précédés d’un G avec substitution préférentielle d’une adénine par une cytosine (Dohm et al 

2008, Qu et al 2009). 

2.3.2.b Vers une troisième génération de séquençage  

Malgré l’énorme révolution des techniques de séquençage aboutissant à l’émergence 

des techniques dites de deuxième génération, le problème majeur à l’heure actuelle réside 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 25. Représentation schématique du mode de fonctionnement des nouvelles 
technologies de séquençage dites de troisième génération. (A) Système Ion Torrent où lors 
de l’incorporation d’un dNTP des ions H+ sont libérés modifiant le pH (∆pH) à l’intérieur du 
puits. Ce changement de pH est converti via une couche semi-conductrice et une plaque de 
détection en une différence de potentiel (∆V), qui sera par la suite retranscrite en un signal 
numérique; (B) Système PacBio RS au niveau d’un nanopuits « Zero Mode Waveguide » 
contenant une ADN polymérase fixé au fond du puits. La configuration du ZMW permet une 
détection uniquement de la fluorescence sur le fond du puits ; (C) Représentation au niveau 
du système PacBio RS de l’incorporation de deux nucléotides portant deux fluorophores 
différents. (Redessiné et adapté de Rothberg et al., 2011 et Niedringhaus et al., 2011) 
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dans la taille relativement courte des fragments séquencés, compliquant fortement les étapes 

d’assemblage et la reconstruction de génomes complets (Morales and Holben 2011). En outre, 

malgré la quantité de données massives générées par ces nouvelles technologies de 

séquençage, ces dernières ne suffisent pas à accéder aux génomes de l’ensemble des 

populations microbiennes présentes au sein des environnements complexes. En effet, Quince 

et al. (2008) ont estimé que pour certains environnements complexes, l’effort de séquençage 

actuel est insuffisant et doit être multiplié par 10 000 afin de couvrir 90% de la diversité 

microbienne qu’ils hébergent. Même si les capacités de séquençage ont fortement évolué, 

cette couverture de la diversité n’est pas envisageable autant sur un plan technologique que 

financier (Quince et al 2008).  

Actuellement une troisième génération de séquençage est apparue, exploitant au 

maximum les progrès des nanotechnologies permettant de simplifier au maximum les 

technologies de séquençage (Blow 2008, Glenn 2011, Munroe and Harris 2010, Pareek et al 

2011). Ces nouvelles méthodes utilisent une enzyme (une ADN polymérase ou une 

exonucléase) immobilisée de manière individuelle sur un support solide et permettant de 

séquencer une seule molécule d’ADN à la fois. Deux nouvelles technologies de séquençage 

dites de troisième génération sont actuellement disponibles et commercialisées : le système 

PacBio RS (Pacific Biosciences) basé sur le principe de séquençage SMRT « Single Molecule 

Real Time Technology » (Eid et al 2009, Korlach et al 2010, McCarthy 2010) et le système 

Ion Torrent (Life technologies) basé sur le principe « Ion semiconductor sequencing » 

(Rothberg et al 2011) (Figure 25). Ces deux méthodes utilisent un réseau de nanopuits 

comportant une ADN polymérase permettant la réaction de séquençage. Le système PacBio 

RS utilise des puits nanophotoniques appelés « zero-mode waveguide » (Levene et al 2003) 

d’un volume de l’ordre du zeptolitre (10-21 litre) permettant de canaliser et d’éviter la 

propagation de la lumière visible de grande longueur d’onde hors des puits, et permettant une 

détection efficace des signaux fluorescents émis lors de l’incorporation des nucléotides par 

l’ADN polymérase. Le système Ion Torrent n’utilise pas de dNTP fluorescents, mais un semi-

conducteur détectant une différence de potentiel créée par la libération d’ions H+ suite à 

l’incorporation d’un dNTP par l’ADN polymérase. Cette technologie fonctionne, à la 

différence du PacBio RS, par un ajout séquentiel des dNTP qui sont apportés les uns après les 

autres. Cette troisième génération de séquençage améliore encore de manière significative les 

capacités de séquençage (1 Gigabase en 2h pour Ion Torrent et 10 Mégabases en 2h pour 

PacBio RS) avec l’obtention de lectures de grande taille pour certaines technologies (>100 



 

 

 

  

 

 

 

Figure 27. Systèmes de séquençage de 
troisième génération Nanopore 
prochainement commercialisés. (A) le 
système GridION et (B) le système MinION se 
matérialisant sous la forme d’une clé USB. 

Figure 26. Applications du séquençage de troisième génération de 
type Nanopore. (A) L’ADN est inséré à travers le nanopore avec une 
vitesse contrôlée par l’ADN polymérase (marron). Un nanopore d’α-
hémolysine (gris) est intégré au sein d’une bicouche lipidique 
séparant deux chambres contenant un tampon à base de KCl. Le brin 
d’ADN matrice (rouge) est introduit à travers le pore en appliquant un 
champ électrique. Son mouvement vers l’intérieur ou l’extérieur du 
nanopore (flèches) est contrôlé par le champ électrique appliqué et à 
l’activité de l’ADN polymérase. L’information de séquence est 
obtenue par les changements du courant ionique à travers le 
nanopore. (B) Une exonucléase (gris) fixé sur un nanopore d’α-
hémolysine  (bleu) dégrade le brin d’ADN en faisant tomber les bases 
(vert) une par une à travers le nanopore. L’information de séquence 
est déterminée par une modification de la différence de potentiel à 
travers le nanopore. (Modifié d’après Munroe et Harris, 2010 et 
Schneider et Dekker, 2012). 
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bases pour Ion Torrent et >1000 bases pour PacBio RS) (Tableau 6) (Glenn 2011). Ces 

nouvelles techniques ont été récemment appliquées pour le séquençage de génomes complets 

notamment celui du sérotype O104 : H4 d’Escherichia coli responsable d’une épidémie par 

consommation de graines germées en mai 2011 en Allemagne. Le génome complet de la 

souche a pu être séquencé via l’utilisation du système Ion Torrent, puis assemblé en 

seulement deux jours (Ahmed et al 2011). De même l’utilisation du PacBio RS a permis le 

séquençage complet des génomes de cinq souches de Vibrio cholerae, dont celle responsable 

de l’épidémie de choléra en Haïti en octobre 2010, et ceci en seulement 3 heures pour 

permettre des études ultérieures de génomique comparative (Chin et al 2011). Toutefois, 

même si ces technologies révolutionnent le domaine du séquençage, d’autres systèmes sont en 

cours de développement et doivent permettre à long terme de séquencer des molécules de 

grande taille pouvant atteindre une centaine de kilobases. Il est possible de citer la technologie 

Nanopore (Oxford Nanopore Technologies) proposant deux types d’application de 

séquençage : un système en cours de développement dans lequel une exonucléase est fixée sur 

un nanopore d’α-hémolysine (Clarke et al 2009, Timp et al 2010) et un système 

prochainement commercialisé courant 2012 utilisant un nanopore à base d’une porine A de 

Mycobacterium smegmatis (MspA) et une ADN polymérase phi29 (Figure 26) (Cherf et al 

2012, Manrao et al 2012, Schneider and Dekker 2012). Ce système s’utilisera au sein de deux 

plateformes : l’une appelée GridION et l’autre MinION correspondant à un mini système de 

séquençage se présentant sous la forme d’une clé USB pouvant être branché à un ordinateur 

portable (Eisenstein 2012) (Figure 27). Une autre application des nanopores est exploitée par 

la société Noblegen Biosciences qui ambitionne de commercialiser en 2014 le système 

« optipore » (pour « optical detection » et « nanopore »), un séquenceur de paillasse de 

troisième génération combinant les nanotechnologies et un système de lecture optique 

(McNally et al 2010, Singer et al 2012).  

Ces nouvelles méthodes ont été conçues pour faciliter de manière considérable la 

reconstruction de génomes complets, mais leurs applications restent encore limitées pour les 

échantillons métagénomiques du fait d’un taux d’erreur de séquençage relativement important 

(jusqu’à 16%) pour le système PacBio RS (Glenn 2011) et de la complexité des échantillons 

rendant problématique les étapes d’assemblage et d’annotation des séquences. Même si ces 

technologies émergentes sont très prometteuses pour des applications en écologie 

microbienne et plus précisément pour l’étude des environnements complexes, leur application 

à l’échelle du laboratoire reste problématique d’une part par le coût de l’équipement en 



 

 

 

 

 

 

Figure 28. Principe des biopuces à ADN. Les cibles marquées à l’aide d’un fluorochrome 
s’hybrident spécifiquement avec les sondes qui leur sont complémentaires. L’analyse de 
l’image obtenue permet de déterminer quels sont les gènes présents dans l’échantillon. 
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machines performantes (qui du reste sont en perpétuelle évolution), mais surtout par la masse 

de quantité de données produites restant très délicate à analyser. Cette perspective implique 

obligatoirement la collaboration de plusieurs équipes de recherche, de disposer de moyens de 

calcul, de traitement et de stockage conséquents. Des approches moléculaires alternatives sont 

à privilégier comme les biopuces à ADN, quin permettent à l’heure actuelle d’aborder les 

problématiques d’écologie microbienne pour des environnements complexes et sont qualifiées 

d’outils haut-débit nécessitant des temps de traitement des données beaucoup plus courts. 

2.4 Les biopuces à ADN 

Apparues au milieu des années 90 suite au séquençage des premiers génomes et issues 

de la rencontre des domaines tels que la microélectronique, les microsystèmes et la biologie, 

les biopuces ont été au départ mises au point pour l’étude simultanée de l’expression de tous 

les gènes d’un organisme (Schena et al 1995). Les biopuces à ADN ont connu un essor 

considérable ces vingt-cinq dernières années pour répondre aux problématiques de l’écologie 

microbienne. 

2.4.1 Principe 

Les biopuces à ADN sont dérivées des techniques d’hybridation des acides nucléiques 

du Southern blot (Southern 1975) et du Dot blot (Kafatos et al 1979), mais contrairement à 

ces dernières, l’hybridation est dite inverse puisque ce sont les sondes et non pas les cibles qui 

sont fixées sur un support solide (Ehrenreich 2006). Les sondes peuvent correspondre à de 

l’ADNg, des produits PCR, de l’ADNc ou encore à des oligodésoxyribonucléotides fixées sur 

une lame de verre, et elles vont agir comme des « hameçons » moléculaires en reconnaissant 

leurs cibles par complémentarité des bases. Les cibles sont des produits PCR, de l’ADNg, de 

l’ADNc des ARN. Plusieurs échantillons peuvent être hybridés simultanément en utilisant des 

marquages à l’aide de fluorophores différents (généralement les cyanines Cy3 et Cy5) 

(Figure 28). Une seule biopuce, sur laquelle une compartimentation physique est possible, 

peut donc permettre l’analyse de différents échantillons biologiques en une seule expérience 

ainsi que l’identification d’un grand nombre de séquences, puisque les formats actuels de 

biopuces permettent la fixation de plusieurs millions de sondes différentes. Suite à l’étape 

d’hybridation entre les sondes et les cibles fluorescentes, les duplex formés sont détectés à 

l’aide d’un scanner. Un faisceau laser va balayer toute la surface de la lame et exciter les 

fluorophores pour entraîner une émission de lumière. Les intensités lumineuses sont 



 

Figure 29. Méthode de synthèse des biopuces à ADN dites in situ. (A) Synthèse dirigée par 
la lumière utilisant des masques photolithographiques ; (B) synthèse dirigée par la lumière 
utilisant des miroirs digitaux ; (C) synthèse séquentielle par incorporation directe par la 
méthode au phosphoramidite. (Modifié et redessiné d’après Nakaya et al., 2007) 
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collectées puis transformées en signal électrique permettant d’évaluer quantitativement et 

qualitativement les échantillons hybridés. 

Actuellement, les sondes oligodésoxyribonucléotidiques sont privilégiées du fait de 

leur faible coût et de leur facilité de synthèse (Relógio et al 2002). Il existe deux principales 

technologies de fabrication des biopuces à ADN : les biopuces dites ex situ nécessitant une 

préparation des sondes au préalable avant leur greffage sur le support solide, et les biopuces 

dites in situ pour lesquelles la synthèse des sondes est directement réalisée sur la lame de 

verre. Cette dernière technologie de synthèse de biopuce à ADN est à privilégier pour les 

études haut débit en écologie microbienne du fait de son coût moindre et de la possibilité de 

greffer à très haute densité (Dufva 2005, Dufva 2009, Kawasaki 2006). 

2.4.2 Les biopuces in situ 

Les biopuces dites in situ permettent une flexibilité de synthèse des sondes 

oligodésoxynucléotidiques. Cette synthèse peut se faire par une méthode de photolithographie 

dérivée des techniques de fabrication de l’industrie des semi-conducteurs (Dalma-Weiszhausz 

et al 2006). Les lames de verres sont traitées par une solution de silane (N-(3-

triethoxysilylpropyl)-4-hydroxy-butyramide) où les groupements OH libres des amides 

terminaux sont bloqués par un groupement photolabile tel que le 

méthylnitropoperonyloxycarbonyl (MeNPOC). Les groupements OH libres des amides 

terminaux à la surface du support solide sont ensuite activés par déprotection des groupements 

photolabiles. Cette déprotection est réalisée à l’aide de différents masques 

photolithographiques constitués de zones soit à base de chrome pour bloquer la lumière, soit à 

base de quartz pour la laisser passer au niveau des zones à activer. La synthèse est réalisée 

dans le sens 3’�5’ par la méthode au phosphoramidite (White 1988) en incorporant au 

niveau des zones déprotégées des synthons ou désoxynucléotides modifiés portant également 

en 5’ un groupement MeNPOC protecteur photolabile. Le cycle de traitement est ainsi répété 

jusqu’à ce que les oligodésoxynucléotides soient complétement synthétisés (Figure 29A). 

Cette méthode utilisant les masques photolithographiques permet de générer des sondes 

pouvant atteindre 25-mers, qualifiées de sondes courtes. D’autres méthodes de synthèse in 

situ basées sur le principe de la photolithographie permettent avec beaucoup plus de 

flexibilité, la conception des biopuces à ADN en réduisant les coûts et en augmentant la taille 

des sondes. Ces méthodes utilisent un jeu de miroirs digitaux pour remplacer les masques 

photolithographiques (Nuwaysir 2002). Cette méthode permet d’obtenir une très haut-densité 
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(des millions de sondes greffées) avec une taille maximale beaucoup plus importante (jusqu’à 

80-mers) (Figure 29B). D’autres technologies existent également pour augmenter la 

flexibilité et réduire les coûts de synthèse comme la projection de bases, analogue à une 

projection de type « jet d’encre » (Wolber et al 2006). Cette technologie se base aussi sur une 

synthèse dans le sens 3’�5’ par la méthode au phosphoramidite, en incorporant de manière 

séquentielle les quatre synthons (Figure 29C). Cette technique permet de contourner 

l’utilisation de masques et d’obtenir des sondes longues jusqu’à 70-mers, mais avec une 

densité de dépôt moins importante. 

L’évolution des techniques de synthèse des sondes permet de disposer actuellement 

d’une technologie de biopuces à ADN à très haut débit utilisable en écologie microbienne 

pour étudier la structure et caractériser les capacités métaboliques des communautés 

microbiennes des environnements complexes. 

2.4.3 Les biopuces à ADN en écologie microbienne 

La première biopuce à ADN appliquée à l’écologie microbienne date de 1997. Elle 

était composée de neuf sondes ciblant le gène codant pour l’ARNr 16S et permettait 

l’identification de bactéries nitrifiantes (Guschin et al 1997). Depuis les biopuces à ADN ont 

été utilisées dans de nombreuses études en écologie microbienne (Wagner et al 2007, Zhou 

2003). Différentes catégories de biopuces ont ainsi été utilisées dont les « Whole Genome 

Array » (WGA) permettant de cibler dans son intégralité les gènes d’un ou plusieurs 

microorganismes et pouvant être utilisées notamment pour caractériser des souches ou des 

consortia isolés d’environnements complexes (Wu et al 2004). Cependant, l’utilisation de ce 

type de biopuces pour l’étude in situ d’échantillons environnementaux est limitée en raison de 

l’importante complexité des communautés microbiennes composées en grande majorité de 

souches non caractérisées et pour lesquelles il n’existe aucune information de séquence. C’est 

pourquoi, l’utilisation de biopuces dites phylogénétiques (« Phylogenetic Oligonucleotide 

Array », POA) ou fonctionnelles (« Functional Gene Array, FGA) ciblant respectivement des 

biomarqueurs phylogénétiques et fonctionnels apparaît plus adaptée pour l’écologie 

microbienne (Gentry et al 2006, Wagner et al 2007). La difficulté majeure concernant 

l’utilisation de ce type de biopuces est la détermination et la sélection des sondes. Ainsi, la 

précision concernant la caractérisation des communautés microbiennes des environnements 

complexes repose sur l’efficacité des sondes où celles-ci doivent être (1) spécifiques, en 

reconnaissant uniquement leurs cibles sans entraîner d’hybridations aspécifiques, (2) 
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sensibles, en permettant la détection de cibles peu abondantes dans un échantillon, (3) 

uniformes, en ayant le même comportement et les mêmes capacités d’hybridation dans une 

condition donnée. 

2.4.3.a Biopuces phylogénétiques 

Les différentes méthodes moléculaires développées et appliquées à l’écologie 

microbienne pour l’identification et la classification des communautés microbiennes 

appartenant au domaine des procaryotes (bactéries et archées) ciblent principalement la 

séquence codante pour l’ARNr 16S. La présence de régions plus ou moins conservées entre 

les séquences d’ADNr 16S permettent d’accéder à une grande proportion des communautés. 

En effet, les régions hautement conservées de l’ADNr 16S permettent de déterminer des 

sondes ciblant des niveaux taxonomiques supérieurs comme la famille, l’ordre ou la classe, 

alors que les régions hypervariables peuvent discriminer les microorganismes à des niveaux 

plus fins comme le genre ou l’espèce (Huyghe et al 2008). De plus, l’accessibilité à une 

multitude de séquences présentes au sein des bases de données dédiées comme SILVA 

(Pruesse et al 2007), Greengenes (DeSantis et al 2006) et RDP (Ribosomal Database Project) 

(Cole et al 2009) permet d’affiner la détermination des sondes mais également de tester la 

spécificité des sondes en récupérant l’ensemble des séquences ADNr 16S disponibles ou 

caractéristiques de l’environnement étudié. 

Dès lors de nombreuses biopuces phylogénétiques dédiées à l’écologie microbienne 

ont été mises au point avec des sondes présentant une taille comprise entre 18 et 25-mers. 

Elles ont été utilisées pour l’étude (1) de groupes bactériens spécifiques à différents niveaux 

taxonomiques comme la division des Acidobacteria (Liles et al 2010), des Proteobacteria 

(Sanguin et al 2006a, Sanguin et al 2006b) et des Actinobacteria (Kopecky et al 2011), l’ordre 

des Rhodocyclales (Loy et al 2005) et des Actinomycetales (Kyselková et al 2008), ou encore 

au genre Burkholderia (Schönmann et al 2009) ; (2) de communautés microbiennes 

d’environnements spécifiques comme des sols pollués par du hexachlorocyclohexane 

(Neufeld et al 2006) ou du tetrachloroethylène (Nemir et al 2010), la rhizosphère du blé 

(Sanguin et al 2009), le microbiote intestinal (Rajili ć-Stojanović et al 2009), le microbiome 

oral humain (Preza et al 2008) ou encore de façon plus originale le métagénome de la 

cigarette (Sapkota et al 2009) ; (3) de groupes fonctionnels particuliers comme les sulfato-

réducteurs (Loy et al 2002b) ou les bactéries nitrifiantes (Kelly et al 2005). Concernant 

l’étude des communautés méthanogènes, une biopuce ANAEROCHIP a été mise au point. 
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Elle est composée de 103 sondes ciblant les méthanogènes à différents niveaux taxonomiques 

(famille, genre et espèce) (Franke-Whittle et al 2009b). Elle a été appliquée dans d’autres 

études visant à évaluer la diversité des méthanogènes comme par exemple sur des résidus 

industriels d’olive (Goberna et al 2010) ou encore des boues provenant de différentes usines 

de production de biogaz (Walter et al 2012). En parallèle, une biopuce phylogénétique plus 

généraliste comme la PhyloChip (Brodie et al 2006), contenant environ 500 000 sondes de 25-

mers et ciblant près de 9000 OTUs, permet de couvrir la quasi totalité de la diversité des 

communautés procaryotes répertoriée dans les bases de données dont les méthanogènes. Cet 

outil a été utilisé pour étudier les communautés microbiennes issues d’environnements 

complexes : l’air des avions (Korves et al 2012), des nappes phréatiques contaminées par du 

trichloroéthylène (Lee et al 2012), des sols de prairies (Cruz-Martínez et al 2009, DeAngelis 

et al 2008, He et al 2011a), les roches volcaniques (Kelly et al 2010, Kelly et al 2011), des 

sédiments de rivières contaminés par des métaux lourds (Rastogi et al 2011), des anciennes 

mines contaminées (Rastogi et al 2009, Rastogi et al 2010), ou encore des sols de 

l’Antarctique (Yergeau et al 2008). Cependant, en raison d’une connaissance partielle des 

microorganismes de l’environnement qui apparaissent encore être en grande majorité 

inconnus (Amann et al 1995, Pace 1997), les informations obtenues par ces approches ne 

permettent d’identifier que les espèces pour lesquelles des séquences sont disponibles. Par 

conséquent des stratégies de détermination de sondes dites « exploratoires » ont vu le jour afin 

d’appréhender toute la diversité sans a priori  sur les séquences d’ADNr 16S ciblées (Dugat-

Bony et al 2012b), avec notamment l’utilisation de logiciels de sélection de sondes 

exploratoires comme PhylArray (Militon et al 2007). 

Les biopuces phylogénétiques ont démontré leur pertinence en écologie microbienne 

et leur complémentarité aux nouvelles techniques de séquençage. En effet, des études ont 

montré une forte corrélation entre les résultats des biopuces et des NGS. Par exemple, 

l’utilisation de la HITChip versus le pyroséquençage des régions V4 et V6 de l’ADNr 16S au 

sein d’échantillons de selles de patients âgés, a montré une bonne corrélation des résultats au 

niveau du phylum (r = 0,94), de la classe (r = 0,93) ou encore de l’ordre (r = 0.94) (Ahmed et 

al 2009). Le même résultat a pu être retrouvé au niveau du microbiome humain, avec 

l’utilisation de la Human Oral Microbe Identification Microarray (HOMIM) (Preza et al 

2008) versus le pyroséquençage des régions V3-V5 de l’ADNr 16S, où une forte corrélation 

des résultats au niveau phylum et du genre a pu être obtenue (Ahn et al 2011). Néanmoins, 

même si les biopuces phylogénétiques apportent des informations précises sur la composition 
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des communautés microbiennes au sein d’environnements complexes, elles ne permettent pas 

l’identification des capacités métaboliques. Ceci est d’autant plus problématique quand 

différents membres d’un même groupe de microorganismes présentent des capacités 

métaboliques différentes et qu’ils ne peuvent être différenciés sur la seule base de leurs 

signatures moléculaires d’ADNr 16S. Ainsi, l’étude de capacités métaboliques particulières 

comme la production de méthane, ou la biodégradation de polluants aromatiques, nécessite 

l’utilisation préférentielle de biopuces fonctionnelles (FGA) ciblant directement les gènes 

impliqués dans les processus métaboliques d’intérêt (He et al 2008). 

2.4.3.b Biopuces fonctionnelles 

L’utilisation des biopuces fonctionnelles nécessite au préalable un choix des gènes 

cibles basé sur des critères précis. Ces gènes doivent (1) coder pour une enzyme clé dans la 

voie métabolique ciblée ; (2) présenter des régions suffisamment conservées permettant la 

détermination de sondes mais aussi suffisamment variables pour discriminer les gènes codants 

pour des enzymes différentes ; (3) être représentés par un maximum de séquences dans les 

bases de données permettant de couvrir un maximum de variants. Généralement, les sondes 

longues (50 à 70 mers) sont privilégiées pour la conception de telles biopuces fonctionnelles,  

puisqu’elles offrent une meilleure sensibilité tout en gardant une spécificité suffisante en 

relation avec la variabilité généralement rencontrée entre les gènes fonctionnels (Gentry et al 

2006). Il a été montré que l’utilisation de sondes de 50-mers permet de différencier des cibles 

possédant en général moins de 88% d’identité avec leur sonde tout en conservant une 

sensibilité suffisante pour détecter au minimum des cibles à hauteur de 5 à 10 ng d’ADNg 

seul ou à hauteur de 50 à 100 ng d’ADNg en mélange (Rhee et al 2004). De tels seuils de 

détection correspondent à la mise en évidence de cibles ADN provenant seulement de 10 

cellules ou de 5% des populations présentes dans une communauté bactérienne (Gentry et al 

2006). En outre, il a été montré que pour des quantités entre 1 à 100ng d’ADNg (pur ou en 

mélange) une relation linéaire pouvait être établie entre intensité du signal et quantité de cible 

hybridée, et permettre une analyse semi-quantitative au niveau de cette gamme (Wu et al 

2001). 

La première biopuce fonctionnelle était composée d’environ 100 sondes construites à 

base de produits PCR et ciblant différents gènes du cycle de l’azote (Wu et al 2001). Depuis, 

l’utilisation de sondes oligonucléotidiques a permis, au cours de ces dix dernières années, la 

conception à haute densité et à moindre coût de biopuces fonctionnelles dédiées ciblant un ou 
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plusieurs métabolismes particuliers, et d’autres plus généralistes s’intéressant aux nombreux 

gènes impliqués dans la plupart des réactions biochimiques et des cycles biogéochimiques. 

Les biopuces fonctionnelles spécifiques ont été élaborées pour répondre à des questions 

biologiques précises comme celles en relation avec la résistance à un antibiotique (Call et al 

2003), à la dégradation d’hydrocarbures aromatiques polycycliques et la résistance aux 

métaux (Rhee et al 2004), à la dégradation de solvants chlorés (Dugat-Bony et al 2012a), à la 

dégradation des polychlorobyphényls (PCBs) (Denef et al 2003), du benzène (Iwai et al 2007, 

Iwai et al 2008), à des facteurs de virulence bactérienne (Jaing et al 2008, Miller et al 2008), 

au cycle du méthane (Bodrossy et al 2003, Stralis-Pavese et al 2011), de l’azote (Duc et al 

2009, Steward et al 2004, Taroncher-Oldenburg et al 2003, Tiquia et al 2006, Ward and 

Bouskill 2011, Ward et al 2007) et du soufre (Rinta-Kanto et al 2011). Plus récemment une 

biopuce fonctionnelle dédiée à l’étude des procédés de bioremédiation, la 

« BiodegPhyloChip » a été mise au point pour détecter 1057 gènes impliqués dans la 

dégradation de 133 polluants et mettre ainsi en avant les capacités métaboliques des 

communautés microbiennes de différents sites contaminés (Pathak et al 2011). Cependant, 

même si cet outil permet de couvrir une large gamme d’informations sur la dégradation de 

nombreux polluants, les sondes déterminées ne ciblent pas tous les gènes impliqués dans le 

processus de biodégradation ni même l’ensemble des variants de chaque gène. 

Des biopuces fonctionnelles plus généralistes ont été mises au point et sont 

actuellement disponibles comme la GeoChip (He et al 2011b) qui a subi différentes 

évolutions, permettant de passer d’une première biopuce ciblant 2402 gènes (GeoChip 1.0) 

(He et al 2007) à 57 000 (GeoChip 3.0) (He et al 2010b). L’évolution de cet outil se poursuit 

avec une prochaine version 4.0 constituée d’environ 84 000 sondes permettant la détection de 

152 000 gènes et couvrant les cycles du carbone (comprenant la méthanogénèse), de l’azote, 

du soufre, du phosphate, la réduction et la résistance aux métaux, la biodégradation de 

contaminants organiques mais aussi les voies de réponses aux stress ainsi que les phages et les 

éléments impliqués dans la virulence bactérienne. Les différentes versions de la GeoChip sont 

actuellement les biopuces fonctionnelles les plus utilisées en écologie microbienne pour 

caractériser la diversité fonctionnelle des environnements complexes. Leurs applications ont 

été diverses avec par exemple l’étude de sites pollués par des fuites de pétrole (Beazley et al 

2012), par des lixiviats provenant de décharge (Lu et al 2012), par de l’uranium (Liang et al 

2012, Van Nostrand et al 2009, Van Nostrand et al 2011, Xu et al 2010), par divers métaux 

(Epelde et al 2010, Xie et al 2010), par des huiles (Liang et al 2009, Liang et al 2010), par de 
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l’arsenic (Xiong et al 2010), de la dégradation des hydrocarbures aromatiques polycycliques 

(Ding et al 2012), des PCBs (Leigh et al 2007), de l’hexachlorobenzène (Tas et al 2009) ou 

encore de sols de l’Antarctique en lien avec le réchauffement (Yergeau et al 2011). 

Cependant, même si ces outils ciblent une large gamme de gènes impliqués dans tous les 

processus métaboliques globaux, leurs applications restent limitées à l’image des biopuces 

phylogénétiques, par leur incapacité à appréhender la diversité fonctionnelle encore non 

décrite. Certaines stratégies sont actuellement capables, sur la base des séquences disponibles 

et répertoriées dans les bases de données, de sélectionner des sondes exploratoires aptes à 

identifier certes les séquences des gènes ciblés présentes dans les bases, mais également celles 

de nouveaux variants n’ayant pas encore été caractérisées. Il est possible de citer les logiciels 

Metabolic Design (Terrat et al 2010) et HiSpOD (Dugat-Bony et al 2011) élaborés pour la 

détermination de sondes pour biopuces fonctionnelles et intégrant le caractère dit exploratoire. 

2.5 Conclusion 

Les méthodes moléculaires ont révolutionné les capacités d’études des 

microorganismes au sein des environnements complexes en offrant une vision de plus en plus 

intégrative et exhaustive des communautés microbiennes. Les méthodes classiques basées sur 

la culture ou sur les empreintes moléculaires ont laissé la place au développement des 

techniques à haut-débit permettant de s’affranchir des faiblesses des méthodes pionnières en 

écologie microbienne. Les biopuces à ADN apparaissent être des outils moléculaires ayant un 

potentiel pour pouvoir lier la structure et la fonction des microorganismes et les nouvelles 

techniques de séquençage apportent de nombreuses informations de séquences à des niveaux 

jusqu’alors inégalés. Ces deux méthodes peuvent être combinées pour permettre la mise en 

place de nouvelles approches comme la capture de gènes pour une exploration fine et ciblée 

des communautés microbiennes au sein des environnements complexes. 
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3. La capture de gènes appliquée à la métagénomique  

L’exploration des environnements dans leur globalité nécessite un effort de séquençage 

très important, dépassant même les capacités actuelles des NGS (Delmont et al 2012, Quince 

et al 2008, Vogel et al 2009). A l’heure actuelle, l’utilisation de ces nouvelles technologies 

reste limitée pour explorer finement les environnements complexes et coûteuse pour de 

nombreuses structures de recherche (Bentley 2006, Roh et al 2010). Une alternative 

intéressante est de pouvoir réduire la complexité des échantillons en ciblant, en isolant 

spécifiquement et en enrichissant de manière efficace des séquences nucléiques d’intérêt pour 

permettre l’application des NGS sur ces mêmes séquences ciblées. 

3.1 Les nouvelles techniques d’enrichissement 

La plus ancienne et la plus familière est sans doute la PCR qui utilise un couple 

d’amorce pour amplifier de manière spécifique une région génomique. Comme pour 

n’importe quelle molécule d’ADN, les produits PCR peuvent être utilisés comme matrice 

pour le séquençage utilisant les NGS. Il est possible à l’heure actuelle grâce notamment à la 

PCR dite multiplexe, de générer différents types d’amplicons en une seule réaction. Malgré un 

progrès considérable ces dernières années, la PCR multiplexe, utilisée en combinaison avec  

les NGS pour l’enrichissement de régions génomiques d’intérêt (Tewhey et al 2009, Varley 

and Mitra 2008) reste difficile à optimiser. En effet, elle est soumise à de nombreux biais (cf § 

2.2.2.c) avec en outre, une perte d’efficacité au cours de la réaction PCR en relation avec la 

taille et le nombre de régions à amplifier (Good 2011). Un des défis majeurs actuels en 

écologie microbienne est de pouvoir explorer les environnements complexes en isolant des 

gènes ou des opérons en entier tout en s’affranchissant de la PCR. De nouvelles méthodes 

moléculaires d’enrichissement proposent de lever ce verrou technique pour enrichir 

spécifiquement de grandes régions génomiques d’intérêt. 

3.1.1 Les techniques d’hybridation soustractives  

Les techniques d’hybridation soustractives ont été utilisées en génomique bactérienne 

et eucaryote pour l’enrichissement de fragments d’ADN suite à l’action d’enzymes de 

restriction. Cette méthode est un bon complément au séquençage des génomes entiers afin de 

mettre en avant les différences de séquences qu’il peut exister entre deux génomes. Une 

variante de cette technique, appelée hybridation soustractive suppressive, porte quant à elle 

sur les différences d’expression des gènes (Diatchenko et al 1996, Huang et al 2007). Ainsi 

d’une manière générale, les approches de soustraction peuvent être utilisées comme méthode 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 30. Principe de l’hybridation soustractive suppressive. La première étape commence par l’extraction 
des acides nucléiques des deux souches bactériennes à comparer (ADN « tester » et « driver »). Ces différents 
acides nucléiques sont ensuite digérés par une enzyme de restriction coupant ces derniers de manière fréquente. 
L’ADN « tester » est ensuite subdivisé en deux groupes, chacun étant lié à un adaptateur différent nommés 
adaptateurs 1 et 2. Une première hybridation implique la mise en solution d’une quantité en excès d’ADN « 
driver » au niveau des deux groupes d’ADN « tester ». Les deux groupes d’acides nucléiques sont ensuite 
dénaturés séparément puis soumis à une renaturation progressive aboutissant à la formation de différentes 
conformations moléculaires dans chacun des deux groupes, nommées A, B, C et D. Les molécules de type A 
correspondent à des fragments spécifiques de l’ADN « tester », alors que les fragments non spécifiques forment 
des molécules de type C avec l’ADN « driver ». Les copies multiples forment quant à elles des molécules de 
type B. Enfin, les molécules de type D sont des séquences de l’ADN « driver » en excès, simple ou double brins 
et ne possédant pas d’adaptateurs. Au niveau de la deuxième hybridation, les deux groupes d’ADN « tester » 
issus de la première hybridation sont mélangés sans subir de dénaturation avec de l’ADN « driver » fraîchement 
dénaturé. Cette étape permet uniquement aux molécules simple brin de l’ADN « tester » (molécule de type A) de 
s’hybrider pour former des molécules de type B et C mais surtout une nouvelle conformation hybride dite de 
type E, représentant des fragments différentiellement exprimés entre l’ADN « tester » et « driver ». Les 
différentes conformations moléculaires (A, B, C, D et E) sont soumises à une réaction de PCR permettant 
l’amplification spécifique des séquences de l’ADN « tester » où les conformations de type A et D ne sont pas 
amplifiées car elles ne possèdent pas de sites moléculaires (absence de séquences complémentaires à 
l’adaptateur) permettant l’hybridation des amorces. Les molécules B quant à elles possèdent des séquences 
complémentaires en leurs extrémités, et suite à la PCR ces dernières vont former des structures stables en épingle 
à cheveux. Ces structures ne seront pas amplifiées préférentiellement du fait d’une hybridation plus favorable et 
plus stable des séquences longues des adaptateurs en comparaison avec les amorces qui elles sont beaucoup plus 
courtes, aboutissant ainsi à un effet dit suppressif de la PCR. Les molécules de type C, possédant quant à elles un 
seul site moléculaire permettant l’hybridation des amorces, ne pourront être amplifiées que linéairement. Ainsi 
seules les molécules de type E, normalisées et enrichies en séquences spécifiques de l’ADN « tester » et 
possédant deux sites d’hybridation pour les amorces, peuvent être amplifiées de manière exponentielle. 
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d’enrichissement pour identifier des séquences présentes au sein d’un génome bactérien et 

absentes d’un autre. 

3.1.1.a Principe 

Le principe de la soustraction reste similaire quelle que soit la méthode utilisée. 

L’échantillon d’ADN génomique contenant les séquences d’intérêt est appelé « tester » et 

l’échantillon dit de référence est appelé « driver ». L’objectif est de récupérer des fragments 

spécifiques du « tester ». Au niveau de l’hybridation soustractive suppressive, il s’agit 

d’hybrider les ADN « tester » et « driver » et d’amplifier par PCR les séquences spécifiques 

du « tester » correspondant aux duplexes « tester-tester ». Après PCR, le milieu réactionnel se 

trouve donc majoritairement enrichi en duplexes « tester-tester ». La méthode peut être 

schématisée et décomposée en différentes étapes (Figure 30) (Huang et al 2007). Même si ces 

techniques d’hybridation soustractives ont été initialement mises au point pour mettre en 

évidence un niveau d’expression différentielle des gènes ou l’identification des séquences 

génomiques différentes entre différents organismes (De Long et al 2007, Huang et al 2007). 

Ces techniques ont été le point de départ pour le développement d’autres méthodes similaires 

avec des applications dites méta« omiques ». 

3.1.1.b Applications méta« omiques » 

Ces dernières années, les techniques d’hybridation soustractives ont été appliquées 

pour la caractérisation des communautés microbiennes lors d’études métagénomiques et 

métatranscriptomiques. 

i. En métagénomique 

Les méthodes d’hybridation soustractives suppressives ont été premièrement utilisées 

dans le but d’isoler des fragments présents au niveau d’un métagénome microbien et absent 

d’un autre, dans une optique dite de métagénomique comparative. Les applications ont 

notamment ciblé le métagénome du rumen (Galbraith et al 2004) où il a pu être comparé les 

différences phylogénétiques et fonctionnelles des communautés microbiennes entre deux 

échantillons. Cette étude a également révélé une forte proportion (environ 50%) de séquences 

isolées suite à la soustraction, n’ayant pas de similarités dans les bases de données. Une autre 

étude sur le  microbiote intestinal du porc (Chew and Holmes 2009) a permis, suite à la mise 

en place d’une méthode d’hybridation soustractive couplée à de la DGGE, de mettre en 

évidence des différences dans la composition de la flore intestinale chez deux porcs de 24 et  

31 jours, traduisant une variation temporelle des communautés microbiennes.  



 

 

 

Figure 31. Représentation schématique de la méthode de soustraction des ARNr en 
métatranscriptomique utilisée pour des échantillons environnementaux. (Modifié d’après 
Stewart et al., 2010) 
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ii.  En métatranscriptomique 

Les applications en métatranscriptomique des méthodes de soustraction ont été 

combinées à l’utilisation de billes magnétiques. Elles ont été utilisées pour soustraire la 

fraction majoritaire représentée par les ARN ribosomiques retrouvés dans les échantillons 

d’ARN totaux, et permettre ainsi d’accéder plus facilement par séquençage à la fraction 

minoritaire (entre 3-5%) des ARN messagers. Ces méthodes utilisent des sondes ARN 

antisens ciblant les gènes codant pour l’ARNr 16S et 23S. Ces sondes sont préparées par PCR 

en utilisant des amorces universelles avec une amorce (reverse) contenant un promoteur T7, 

qui permettra d’initier une réaction de transcription in vitro incorporant un UTP portant une 

molécule de biotine. Les sondes ARN biotinylées sont hybridées avec les ARN totaux et les 

duplexes ainsi formés sont piégés par des billes magnétiques recouvertes de streptavidine 

(Figure 31). Ces méthodes de soustraction ont été validées sur des métatranscriptomes 

artificiels (He et al 2010a) ou environnementaux, issus notamment des communautés marines 

de bactérioplancton (Stewart et al 2010). Il est intéressant de noter que ces méthodes de 

soustraction, basées sur ce même principe, sont actuellement commercialisées par la société 

Ambion sous la forme du kit, « MICROBExpress Bacterial mRNA Enrichment kit 

(Ambion) ». 

Même si ces techniques de soustraction démontrent un potentiel d’application très 

intéressant pour enrichir des échantillons environnementaux, elles comportent certains biais. 

Ces derniers sont principalement dus à l’utilisation prédominante de la PCR lors des méthodes 

de soustraction décrite ci-dessus. De plus, malgré l’élimination des séquences non désirées 

permettant un enrichissement de la fraction d’intérêt, la complexité de l’échantillon 

environnemental reste importante. Cette forte complexité limite encore l’utilisation directe des 

nouvelles techniques de séquençage sur les échantillons environnementaux. D’autres 

méthodes d’enrichissement utilisant des sondes oligonucléotidiques spécifiques de régions 

d’intérêt (gènes) peuvent être utilisées. 

 

3.1.2 Les techniques de capture de gènes 

Ce concept d’enrichissement par hybridation a longtemps été utilisé en génétique 

humaine, où une étude pionnière a permis l’enrichissement d’ARN (sous forme d’ADNc) 

transcrits à partir de grandes régions d’ADN génomique (Lovett et al 1991). Les auteurs ont 

utilisé un principe de sélection directe entre une banque d’ADNc et un YAC (Yeast Artificial 



 

 

Figure 32. Principe de la capture par circularisation sélective. (A) Le sélecteur se 
compose de deux oligonucléotides : une sonde et un vecteur. La sonde possède deux 
extrémités spécifiques et complémentaires au niveau de la cible (noir) et un motif universel 
(gris). Le vecteur est complémentaire à ce motif et comporte des séquences d’ancrage pour 
des amorces PCR. (B) La méthode de circularisation débute avec une digestion de l’ADN qui 
sera par la suite mélangé avec les sélecteurs. Le mélange est dénaturé puis renaturé 
progressivement permettant l’hybridation des sélecteurs au niveau de leur cible. L’hybridation 
peut avoir lieu de deux manières différentes : (1) un sélecteur s’hybride au niveau des deux 
extrémités de la cible et les extrémités sont connectées entre elles par une réaction de ligature 
ou (2) un sélecteur s’hybride au niveau d’une extrémité 3’ de la cible et l’autre au niveau 
d’une séquence plus en interne de la cible formant une structure en branche qui peut être 
clivée par l’activité endonucléasique d’une ADN Taq polymérase particulière. Les deux 
extrémités sont donc prêtes pour être liées à l’ADN simple brin de manière à former une 
molécule circulaire. Dans les deux cas de figure, le mélange est par la suite traité par une 
exonucléase puis amplifié par PCR en utilisant des amorces universelles. (modifié et redessiné 
d’après Dahl et al., 2007) 
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Chromosome) contenant le gène codant pour l’érythropoïétine (EPO). Ils ont pu, en un seul 

cycle de sélection, aboutir à un facteur d’enrichissement de 1000 en transcrits codant pour 

l’EPO. Cette stratégie originelle de sélection directe a été récemment appliquée au 

reséquençage de grandes régions génomiques à l’aide des approches NGS (Gnirke et al 2009, 

Hodges et al 2007). Ces méthodes reposent sur une stratégie de détermination de sondes 

oligonucléotidiques dites en « tilling ». Les différentes sondes, correspondant à une région 

d’ADN, sont déterminées de manière à ce qu’elles se chevauchent sur 1 à 10 bases pour 

permettre d’obtenir différents degrés de résolution. En effet, il est possible de détecter avec 

une précision d’une base, des régions d’un génome présentant des caractéristiques 

particulières. Cette stratégie de détermination permet donc la détection par exemple de Single 

Nucleotide Polymorphisms (SNP) ou de remaniements en s’affranchissant de la PCR. Les 

sondes utilisées pour ces nouvelles stratégies de capture peuvent être (1) en solution ou (2) 

greffées au niveau sur une surface solide (par exemple une biopuce à ADN) (Garber 2008, 

Good 2011, Mamanova et al 2010, Mertes et al 2011, Summerer 2009, Turner et al 2009b) 

3.1.2.a La capture de gènes en solution 

En dehors des techniques classiques d’enrichissement par PCR, plusieurs méthodes 

ont été mises au point et décrites comme utilisant une phase en solution pour l’hybridation des 

sondes avec leurs cibles. Deux stratégies principales ont été développées récemment. La 

première utilise différents types de sondes circulaires, des enzymes de restriction et des étapes 

d’amplification permettant d’obtenir les séquences cibles (Dahl 2005, Dahl et al 2007, 

Porreca et al 2007, Turner et al 2009a). La deuxième stratégie repose sur l’emploi de sondes 

ARN biotinylées produites de manière enzymatique, et immobilisées sur des billes 

magnétiques avec leurs cibles suite à l’hybridation, afin de permettre les étapes de lavage et 

d’élution des fragments capturés (Gnirke et al 2009). 

i. Capture par circularisation 

Cette stratégie de capture implique la circularisation des séquences cibles via 

l’utilisation d’une ADN ligase (Dahl 2005, Porreca et al 2007). Cette étape de circularisation 

a deux buts principaux : (1) lier chaque séquence cible par le biais d’un « sélecteur » qui 

contient les séquences permettant de sélectionner la cible et une séquence universelle utilisée 

pour initier l’amplification PCR avec un même et unique couple d’amorces ; (2) protéger les 

fragments capturés de l’action des exonucléases utilisées pour dégrader les molécules d’ADN 

non ciblées (Figure 32). Le principal avantage de cette approche est d’autoriser le 



 

 

 

Figure 34. Représentation schématique du principe de 
capture au sein d’un métagénome par hybridation 
soustractive utilisant des billes magnétiques. (Modifié 
d’après Meyer et al., 2007) 

Figure 33. Principe de la capture utilisant des sondes 
cadenas ou MIP « Molecular Inversion probes ». (A) 
Nomenclature des sondes MIP. La sonde utilisée comporte sept 
parties ; deux régions d’homologie à la séquence cible et unique 
à chaque sonde (H1 et H2) au niveau des extrémités, deux 
régions d’ancrage pour des amorces PCR commune à toutes les 
sondes, une étiquette ou code-barres (tag) et deux sites de 
clivage X1 et X2 utilisés pour le décrochage de la sonde depuis 
l’ADN génomique. (B) Méthode. (1) l’ADN génomique est 
mélangé avec les sondes, une ligase thermostable et une 
polymérase, puis dénaturé et enfin renaturé permettant aux 
sondes de s’hybrider avec leurs cibles. (2) les dNTP sont 
ajoutés puis la polymérase comble le « gap » et (3) la ligase 
permet la jonction au niveau des extrémités de façon à former 
une molécule circulaire autour du brin d’ADN génomique. (4) 
une exonucléase est ajoutée pour digérer les sondes linéaires 
non circularisées. Le milieu réactionnel est par la suite chauffé 
de manière à inactiver les exonucléases. (5) les sondes sont 
libérées de l’ADN génomique par clivage enzymatique puis (6) 
amplifiées par PCR. (Modifié et redessiné d’après Hardenbol et 
al., 2003) 

Figure 35. Principe de la capture de gènes 
par hybridation et sélection en phase 
liquide. (Modifié d’après Metzker, 2010) 
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multiplexage par rapport aux techniques classiques d’enrichissement comme la PCR. Une 

première méthode, dite de circularisation sélective, appliquée initialement en cancérologie 

humaine, a permis le reséquençage de 177 exons issus de dix gènes en utilisant 425 (Dahl et 

al 2007). Une deuxième méthode, basée sur la circularisation, utilise des sondes cadenas, ou 

« Molecular Inversion probes » (MIP), qui se présentent sous la forme d’oligonucléotides 

contenant deux séquences complémentaires à la séquence cible et séparées par une séquence 

« linker » (Hardenbol et al 2003, Nilsson et al 1994). Cette approche moléculaire est décrite 

Figure 33. 

ii.  Capture par hybridation et sélection en phase liquide 

Cette méthode, couramment appelée capture par hybridation en solution, a été 

appliquée pour la première fois pour enrichir des séquences d’intérêt (ADN humain de 

Neandertal), issues d’ADN métagénomique préhistorique (Noonan et al 2006). L’objectif de 

cette étude était de sélectionner des séquences d’ADN de l’Homme de Neandertal au sein 

d’un échantillon contenant également de l’ADN microbien. Pour cela, les auteurs ont appliqué 

une hybridation et une sélection sur de l’ADN métagénomique préhistorique en utilisant des 

sondes de capture dessinées à partir d’ADN humain « comtemporain ». Plus précisément, ces 

sondes de capture biotinylées ont été produites par PCR et elles correspondent aux régions 

génomiques souhaitant être ciblées. Les sondes ont été hybridées en solution avec des 

amplicons provenant d’une amplification PCR préalable réalisée sur une banque 

métagénomique construite à partir de l’ADN préhistorique. Les duplexes ainsi formés ont 

ensuite été capturés par des billes magnétiques recouvertes de streptavidine. Une seule étude 

présente l’application d’une telle approche de capture au sein d’un échantillon 

métagénomique environnemental permettant l’enrichissement des gènes codant pour des 

« multi-copper oxidases » (Figure 34) (Meyer et al 2007). Même si cette étude dévoile peu 

d’informations quant aux résultats biologiques obtenus, elle dévoile une méthodologie 

séduisante pour une application à grande échelle en écologie microbienne. 

Une autre méthode de capture en solution a été développée ces dernières années. Elle 

consiste en l’utilisation de sondes ARN longues (Gnirke et al 2009) (Figure 35). Cette 

méthode de capture en solution possède différents points forts avec (1) la présence de sondes 

ARN sens en excès ; (2) l’utilisation d’une quantité réduite d’ADNg cible pour l’hybridation 

(entre 500 ng et 3 µg) ; (3) une réaction en solution potentiellement automatisable ; (4) 

l’utilisation de sondes de capture longues ; (5) la possibilité de synthétiser par transcription in 



 

Figure 36. Principe de la capture de gènes sur support solide. (Modifié d’après Metzker, 
2010). 
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vitro de très grandes quantités de sondes (utilisables pour plusieurs capture) ; (7) la possibilité 

de cibler des régions génomiques courtes, longues ou discontinues et enfin (8) une grande 

efficacité avec 85-90% des séquences obtenues suite à la capture correspondant au régions 

initialement ciblées (Gnirke et al 2009, Turner et al 2009b). Il est intéressant de noter que 

cette approche de capture en solution a été récemment commercialisée par la société Agilent 

Technologies. 

3.1.2.b La capture de gènes sur support solide 

La capture sur support solide a été appliquée lors de nombreuses études en génétique 

humaine, animale et végétale (Albert et al 2011, Almomani et al 2010, Amstutz et al 2010, 

Antipova et al 2009, Bau et al 2008, Burbano et al 2010, Chang et al 2011, Chou et al 2009, 

Cosart et al 2011, D’Ascenzo et al 2009, Daiger et al 2010, Hodges et al 2009, Hong et al 

2012, Jiang et al 2011, Lee et al 2009, Naumova et al 2010, Ng et al 2009, Summerer et al 

2010, Ustek et al 2012, Wei et al 2011, Winfield et al 2012). Seuls deux types de support 

solide dédié à cette méthode de capture sont actuellement utilisés et permettent tous deux une 

synthèse in situ des sondes et une grande flexibilité au niveau des séquences ciblés. Le 

premier support est de type lame de verre et est classiquement utilisée pour la technologie des 

biopuces à ADN (Albert et al 2007, Hodges et al 2007, Okou et al 2007, Summerer et al 

2009). Actuellement, les sociétés Agilent et Nimblegen (Roche) proposent des protocoles 

dédiés à l'utilisation des biopuces de capture, dont la mise en œuvre est beaucoup plus simple 

que la capture en solution (Figure 36). Le second type de support correspond aux biopuces en 

verre dites microfluidiques et compartimentées. Celles-ci contiennent différents réseaux et 

permettent d’effectuer différentes captures sur une même lame dans un faible volume 

réactionnel (Bau et al 2008, Summerer 2009, Summerer et al 2009, Summerer et al 2010). 

Les nouvelles méthodes de capture décrites ci-dessus proposent des applications très 

intéressantes pour l’enrichissement de grandes régions génomiques d’intérêt. Même si elles 

présentent des performances similaires, chacune d’entre elles présente ses avantages et 

inconvénients (Teer et al 2010). De plus, certaines considérations techniques et financières 

sont à prendre en compte pour l’application de ces méthodes de capture à haut-débit (Tableau 

7). 

3.2 Conclusion 

Les nouvelles approches de capture de gènes peuvent avoir de nombreuses 

applications très intéressantes notamment en couplant leur utilisation au séquençage haut-
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débit. En effet, l’enrichissement via l’utilisation de sondes spécifiques, sensibles et 

exploratoires permettraient de limiter l’effort de séquençage pour la caractérisation des gènes 

d’intérêt des communautés microbiennes présentes au sein d’environnements complexes. Ces 

nouvelles stratégies de capture de gènes permettraient d’isoler de grands fragments d’ADN 

avec la possibilité d’étendre l’analyse au-delà des régions ciblées et donc d’explorer leurs 

régions flanquantes. En outre, ces nouvelles techniques pourraient explorer plus finement la 

diversité des communautés microbiennes des environnements complexes, en s’affranchissant 

des biais des méthodes classiques basées sur la PCR.  
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Conclusion générale 

Depuis le début de l’ère industrielle, les activités anthropiques ont perturbé le cycle du 

carbone aboutissant à l’émission d’une quantité non négligeable de gaz à effet de serre dans 

l’atmosphère, ou à la contamination de différents écosystèmes par des hydrocarbures. Ces 

activités humaines engendrent sur les environnements des répercussions fortes regroupées 

sous le terme de changement global. Les microorganismes sont des acteurs clés au centre de 

ces changements globaux car ils peuvent amplifier les effets néfastes liés à ces changements 

ou au contraire participer à la réduction de ces effets. Cependant, les informations disponibles 

sur ces microorganismes restent à l’heure actuelle très incomplète du fait de l’extraordinaire 

diversité des communautés microbiennes. Les méthodes culturales ou encore des méthodes 

moléculaires générant des données parcellaires basées sur l’amplification de biomarqueurs, 

ont laissé la place à l’essor de nouvelles techniques d’étude globale des écosystèmes. Ainsi, le 

développement de la métagénomique, l’utilisation du séquençage massif, des méthodes 

moléculaires à haut-débit comme les biopuces à ADN ou les nouvelles techniques de capture 

de gènes, permettent d’explorer la diversité microbienne au sein des environnements 

complexes. 

Ces nouvelles méthodes, en permettant d’accéder à une quantité non négligeable de 

données moléculaires, assurent une meilleure compréhension de la diversité phylogénétique et 

fonctionnelle des communautés microbiennes d’écosystèmes, et donc du fonctionnement 

global de ces écosystèmes. L’efficacité de ces méthodes repose essentiellement sur la qualité 

des sondes sélectionnées en termes de sensibilité, de spécificité et d’uniformité (Loy and 

Bodrossy 2006, Wagner et al 2007). Actuellement, une limite de ces techniques réside dans  

la détermination des sondes, en effet ces dernières sont généralement déduites des séquences 

d’organismes présentes dans les bases de données. La plus grande majorité de la diversité 

microbienne restante encore non caractérisée, celle-ci ne peut être appréhendée par de telles 

sondes. L’enjeu majeur actuel est de définir des sondes dites exploratoires ciblant des variants 

génétiques encore non référencés dans les bases de données (Dugat-Bony et al 2012b). Il est 

donc nécessaire de faire évoluer les stratégies de détermination des sondes en intégrant ce 

concept exploratoire. De plus, il est primordial  de prendre en compte l’apport exponentiel des 

séquences dans les bases de données, qui de par son importance nécessite aussi de repenser 

les algorithmes de détermination des sondes pour réduire les temps de calcul. Les différentes 

approches de détermination de sondes feront donc l’objet d’un chapitre complet de ce 
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manuscrit (PARTIE 2 : Outils logiciels pour la sélection de sondes oligonucléotidiques). Par 

la suite, un nouveau logiciel de détermination de sondes sera présenté (PARTIE 3 : 

Développement d’un logiciel de sélection de sondes oligonucléotidiques). Finalement, via 

l’utilisation de sondes spécifiques de gènes d’intérêt, mais sans a priori sur les variants de 

séquences, une nouvelle méthode de capture dédiée à l’écologie microbienne sera présentée 

(PARTIE 4 : Développement d’une méthode innovante de capture de gènes en solution 

couplée a du séquençage haut-débit pour l’exploration métagénomique ciblée des 

environnements complexes). 
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PARTIE 2 : Outils logiciels pour la sélection de sondes 
oligonucléotidiques  

1. Contexte 
A l’heure de la révolution des techniques moléculaires, les biopuces à ADN se 

présentent comme des outils à haut-débit de choix en écologie microbienne (Cook and Sayler 

2003, Sessitsch et al 2006, Wagner et al 2007, Zhou and Thompson 2002). Différents types de 

biopuces sont disponibles et ces dernières apportent des informations sur la structure des 

génomes, leurs parentés, les expressions géniques, les capacités métaboliques ainsi que sur la 

structure et la dynamique des communautés microbiennes. Les biopuces permettent donc de 

caractériser, grâce à des signatures moléculaires spécifiques, la présence de milliers de 

microorganismes mais également les potentialités métaboliques présentes dans un échantillon 

environnemental, et ceci au cours d’une même expérience. Cette caractérisation à haut-débit 

repose principalement sur l’utilisation de sondes oligonucléotidiques du fait du faible coût de 

synthèse, de la flexibilité de fabrication des biopuces in situ et des masses de données 

disponibles issues du séquençage. Même si les sondes sélectionnées doivent toutes présenter 

des caractéristiques semblables en termes de sensibilité, spécificité et uniformité, cette 

détermination reste le point essentiel de l’approche biopuces.  

2. Objectifs 

L’évolution constante des puissances de calcul et des infrastructures informatiques, de 

même que le nombre de séquences disponibles dans les bases de données, offrent de nouvelles 

perspectives pour les stratégies de détermination de sondes oligonucléotidiques dédiées aux 

problématiques d’écologie microbienne. De plus, l’augmentation des connaissances, bien 

qu’encore incomplètes sur les hybridations sur phase solide, permet d’optimiser la qualité de 

ces sondes.  De manière à proposer une vue d’ensemble des stratégies bioinformatiques 

disponibles pour la détermination de sondes oligonucléotidiques, la rédaction d’un chapitre 

d’un ouvrage prochainement disponible et intitulé « Microarrays: Current Technology, 

Innovations and Applications », a été réalisé sous la direction du Docteur Zhili He de 

l’Université d’Oklahoma (USA).  
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Figure 1. Schematic representation of different oligonucleotide-based approaches used 
in DNA microarray technology. (A) The most widely used approach allows the direct 
recognition of labelled targets by specific probes fixed on a solid surface. (B) The two-probe 
proximal chaperone detection system uses helper probes (chaperones) to resolve the 
secondary or tertiary structure of the targets, thereby improving accessibility for efficient 
matching between the specific probe located on the solid surface of the DNA microarrays and 
the target. Labelling could be directed towards the targets (black) or the chaperones (grey). 
(C) Enzymatic ligation uses a high-selectivity ligase, which requires the perfect 
complementarity of the double-stranded DNA structure to successfully catalyse the covalent 
joining of two adjacently hybridised probes. Detection is only possible if the probes are linked 
together. In the universal microarray approach, the common probe has a tag sequence (cZip 
code in black) that directs the hybridisation on the capture probe (Zip) on the solid surface of 
the DNA microarrays. (D) The single nucleotide extension labelling allows the reverse 
complement probe to be labelled in a linear amplification reaction given the availability of the 
corresponding target sequence. The labelled reverse complement probe is then captured by 
specific probes located on the solid surface of the DNA microarrays. 
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Abstract 

Oligonucleotide microarrays have been widely used for gene detection and quantification of 

gene expression. Recently, they have been adapted for profiling microbial communities in a 

flexible and easy-to-use manner. In fact, it is possible to analyse both the microbial diversity 

and the metabolic capacity of complex communities in one experiment. However, the quality 

of the result is largely dependent on the quality of designed probes. Probe design, which is not 

a trivial task, should thus take into account multiple parameters such as the oligonucleotide 

sequence and its binding capacity in order to ensure high specificity, sensitivity, and 

uniformity as well as potentially quantitative capability for each probe. Furthermore, the 

exploration of the not-yet-described fraction of complex communities requires consideration 

of the explorative power of oligonucleotide probes. To design such probes, multiple tools 

have been developed based on different algorithms. These algorithms and the different probe 

criteria that they used are described in the present chapter. However, the best algorithm to 

guarantee a high-quality design must be chosen with the knowledge of biological questions 

and biological samples. 

 

Introduction 

With exponential growth in the availability of complete genome sequences and metagenomic 

data sets and the low cost of DNA synthesis, oligonucleotide arrays have become the most 

widely used type of microarrays. Furthermore, with the advancement of microarray 

technology (e.g., in situ synthesis technologies), high-density oligonucleotide microarrays can 

hold millions of probes on a single microscopic glass slide with multiplexing capacities. 

These molecular tools can be easily synthesised on demand, in small batches, and at low cost. 

This flexibility combined with rapid data acquisition, management and interpretation allow 

oligonucleotide microarrays to continue to advance next-generation sequencing in various 

applications. Several strategies using oligonucleotides probes have been developed to improve 

the specificity and sensitivity of gene detection (Figure 1). The most widely used strategy 

(Figure 1A) is based on the determination of specific sub-sequences in the targeted genes that 

serve as probes. The subsequent steps involve the hybridisation of the labelled targets, 
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followed by the image processing. Other supplementary steps are added to improve the 

specificity and sensitivity of detection. 

 The capture of targets is strongly influenced by their secondary and tertiary structures; 

therefore, probes should be directed toward accessible regions. However, measuring or 

predicting the effect of secondary structure is still difficult. The shearing of target molecules 

into small fragments is one widely utilised technique. Alternatively, to overcome secondary 

structure constraints, a two-probe proximal chaperone detection system (Figure 1B) that 

consists of a species-specific capture probe and a chaperone probe (sometimes also used as a 

labelled detector) that reduces secondary structure formation was developed (140)(Small et al 

2001). The term “chaperone probe” has been used rather than the term “stacking probe” 

(169), which was originally used in the context of polymorphism detection (95). However, 

chaperone detector probes located in the immediate proximity of the capture probe provide 

detectable, non-specific, non-target binding, presumably because of base-stacking effects 

(21). In some cases, the addition of specific DNA helper oligonucleotides improved detection 

(73). However, the use of helper oligonucleotides is not always practical because of the 

difficulty of designing helper probes with the same specificity as the capture probe but 

without non-target detection (114).  

 Enzymatic ligation (Figure 1C) is another microarray-based method that has also been 

used for the detection of environmental microorganisms (17-19, 48, 64). The reaction is 

performed separately from array hybridisation, which enables the use of address (also known 

as tag or zip) oligonucleotides to equalise probe hybridisation conditions. The enzymatic 

ligation step is the primary source of specificity. The principle of detecting specific DNA 

templates by enzymatic ligation was developed to overcome some of the limitations of 

oligomeric hybridisation probes in distinguishing single base mutations associated with 

genetic diseases. Enzymatic ligation relies on the high selectivity of the ligase, which requires 

the perfect complementarity of a double-stranded DNA structure to successfully catalyse the 

covalent joining of two adjacently hybridised probes. The probes constitute a target-specific 

probe pair that becomes detectable only if the probes are linked together. The so-called 

discriminating probe is designed such that the 3' end matches the target at a unique position 

containing a nucleotide that distinguishes the target from other species. A common probe is 

designed to hybridise adjacent to the discriminating probe, which enables ligation if an 
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appropriate target is present in the reaction mixture. In the universal microarray approach 

(48), the common probe has a 3'-tag sequence (cZip code) that directs it to the correct address 

on the array, whereas the discriminating probe is fluorescently labelled.  

 The advantages of the universal array lie in the uniform hybridisation conditions of all 

zip sequences and in flexibility, as the same array platform can be used with multiple ligation 

probe sets. ORMA (Oligonucleotide Retrieving for Molecular Applications) is a set of scripts 

for searching discriminating positions and selecting oligonucleotide probes for such an 

approach (Ligase Detection Reaction; LDR) or for Minisequencing/Primer Extension 

(139)(Severgnini et al 2009). A variant strategy that utilises a cleavable padlock probe has 

recently been developed (156) that eliminates the probe amplification of the initial padlock 

probe assay (146), resulting in a background-free assay. Padlock probes are long 

oligonucleotides that contain asymmetric target complementary regions at both their 5’ and 3’ 

ends to confer specific target detection. Upon hybridisation to the target, the two ends are 

brought into contact, which allows probe circularisation by ligation. In the first assay after 

exonuclease treatment, the circularised probes are amplified and hybridised on DNA 

microarrays. The central part of the probe harbours sequences for PCR amplification and 

DNA microarray capture. In a recent improvement to the method, in addition to the sequence 

complementary to the probe on DNA microarrays, padlock probes now harbour a cleavage 

site in their central part near the labelling position. After cleavage, only the originally ligated 

padlock probes can be visualised on the DNA microarray. 

 Finally, a microbial diagnostic microarray approach using single nucleotide extension 

labelling (SSELO: sequence-specific end labelling of oligonucleotides) has been developed 

(77). Reverse complements of the capture oligonucleotides (RC oligonucleotides) are end-

labelled in a linear amplification reaction based on the availability of the corresponding target 

sequence (Figure 1D). The entire mixture is hybridised to the microarray to identify the 

sequences that have been labelled. The specificity of the assay was shown to be determined 

primarily by the stringency of the annealing step during labelling rather than that of the 

subsequent hybridisation. 

 Regardless of the strategy used to develop DNA microarrays, probe selection remains 

the key element in obtaining an efficient detection tool. Several criteria related to probe 
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characteristics influence the efficiency of detection and should be assessed with caution 

before fabricating DNA microarrays. 

 

General criteria for probe design  

Specificity is defined according to the ability of the probe to not cross-hybridise with non-

target sequences (i.e., probes should discriminate well between the intended target and all 

other sequences present in the target pool). Sensitivity is defined as the strength with which a 

probe binds to its target. This parameter influences the level of the detection signal, and 

consequently, the relevance of obtained information (i.e., probes should detect differences in 

target concentrations under given hybridisation conditions). Uniformity corresponds to the 

similarity of hybridisation behaviour for a given probe set, i.e., similar thermodynamic 

characteristics under the same experimental conditions (e.g., temperature, salt and formamide 

concentration), which could also influence sensitivity to some extent. In fact, the structural 

properties of several probes, including probe length, GC content, melting temperature (Tm) 

and the Gibbs free energy reflecting binding capacities (∆G), are optimised in this case. 

2.1 Specificity 

The ability to minimize or eliminate cross-hybridisation is an important parameter and 

represents a current bottleneck in the design of microarray probes (162). In fact, the 

specificity of the hybridisation of a probe with its target is one of the most important 

parameters that determines the quality of the microarray result (71, 76). Specificity is defined 

as the ability of a probe to bind to a target sequence without hybridisation to non-targets. 

Currently, most probe design software uses the BLAST algorithm (2) to search for potential 

cross-hybridisation against custom databases constructed in concordance with microarray 

experiments and applications. Probe specificity assessment with BLAST uses a homology 

threshold that determines whether the oligonucleotide is specific. Kane’s recommendations 

for long oligonucleotides are based on the discarding of probes that share a total identity 

greater than 75–80% or contiguous stretches of identity greater than 15 nucleotides with a 

non-target sequence (71)(Kane et al 2000). Alternatively, some probe design software uses a 

suffix array approach to overcome BLAST’s limitations (96). Rather than performing several 

local alignments, the suffix array method utilises an efficient and space-saving data structure 
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that quickly identifies and records, in alphabetical order, all possible substrings or suffixes 

and their locations in the input sequences. The theory of suffix arrays states that the longest 

common prefix (LCP) shared by any two non-adjacent suffixes must be equal to or shorter 

than the LCP of any two neighbouring suffixes between them in the suffix array (23, 96). The 

main limitation of this approach is the memory storage of the suffix structure. For example, 

the human genome, which has 3 billion characters, requires 12 GB for storage of the entire 

suffix array (131). Thermodynamic calculations are also used to evaluate the strength of 

cross-hybridisations by determining the binding-free energy between the probe and the non-

target sequence to give an indication of the duplex’s stability. As the probe is bound to a solid 

surface rather than being free in solution, the calculation appears as an approximation (116). 

Finally, other probe design software uses custom methodologies to evaluate probe specificity 

based, for instance, on global alignments or hierarchical clustering approaches (80). Even 

with the use of BLAST or suffix array tools combined with thermodynamic prediction, 

several other criteria must be considered during the design process to improve probe 

specificity. 

 Low-complexity regions such as those containing long homopolymers may also 

contribute to probe specificity and consequently must be avoided during the probe design 

process (81, 161). To overcome this problem, many probe design algorithms, such as 

CommOligo (87), ROSO (123) or HiSpOD (39), apply a filter or mask these particular 

nucleotide repeats, whereas YODA (107) can discard specific regions defined beforehand as 

prohibited for the probe design. These particular regions can also be highlighted by more 

complex calculations using a lossless compression algorithm such as the LZW compression 

algorithm (172)(Ziv and Lempel 1977), a suffix array structure or custom calculations for 

complexity scoring. Otherwise, low-complexity regions can be masked using the DUST 

programme (52) included in the software that uses the BLAST algorithm for the assessment 

of potential cross-hybridisation. 

 Just as it can enhance probe sensitivity, the probe’s position on the sequence could 

also influence the oligonucleotide specificity (155)(Tomiuk and Hofmann 2001). For 

example, the 3’ untranslated region (3’UTR) in eukaryotic mRNA is considered the less-

conserved region because of the usage of alternative polyadenylation signals (155). 

Consequently, the choice of 3’UTRs for probe design reduces the probability of cross-
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hybridisation with closely related paralogs. However, the potential alternative polyadenylation 

signals found in 3’UTR combined with a propensity for repetitive elements has to be taken in 

consideration. Thus, some programmes compute a localisation score based on the distance to 

the centre or to the 3’ or 5’ end of the sequence (e.g., OligoWiz (163)) or let the user localise 

the designed probes in a 3’ or 5’ range (e.g., OligoPicker (161)). Others can display (e.g., 

YODA (107)) all of the non-overlapping probes or only those located in the 3’ end, 5’ end or 

in the centre of the sequence. 

 

2.2 Sensitivity 

The term sensitivity is closely related to the affinity of a probe to its target, which is mediated 

by hybridisation and is characterised by the free energy difference ∆G that measures the 

binding affinity for the two strands to form a duplex. ∆G can be estimated from the probe 

sequence using nearest neighbour models that provide a reasonable approximation of ∆G for 

strands hybridising in solution (133). Furthermore, in microarray experiments where 

quantitative detection is required, microarray probes should also exhibit a sensitive and 

predictable response to concentrations of specific targets (99). Although in-solution 

parameters, e.g., base composition, temperature and salt concentration, are typically used for 

such calculations, the estimated Tm of the nucleotide duplex is a good proxy for the 

sensitivity of the probe to some extent. Nevertheless, even though the thermodynamic 

properties of nucleic acid duplex formation and dissociation in solution are well known (133), 

the thermodynamic properties during hybridisation at the solid-liquid interface in a microarray 

context remain unclear (116). Thus, several parameters have to be considered to increase 

probe sensitivity and allow microarray probes to exhibit a sensitive and predictable response 

to a target concentration.  

 Although the secondary structure must be considered as the main sensitivity criterion 

for microarray design, the probe length, number of probes per target and probe position can 

also be considered. The choice of which criteria to use will typically depend on the probe 

design strategy and microarray synthesis technology.  
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2.2.1 Secondary structure 

To achieve maximum probe sensitivity, the design must exclude oligonucleotides that are able 

to form homo-dimers or stable intra-molecular secondary structures such as hairpins or stem–

loops that may impact hybridisation efficiency by preventing stable target hybridisation (80). 

Thus, the objective is to prevent the formation of any such structures at the hybridisation 

temperature by assessing the secondary structure. Some probe design software uses 

alignment-based strategies for a self-annealing assessment combined with scoring calculations 

(75), thermodynamic calculations based on the Mfold tool (173) or suffix array data (96) to 

assess secondary structure stability in combination with a specificity test to evaluate potential 

cross-hybridisation. 

 

2.2.2 Probe length 

Probe sensitivity generally increases with probe length, as the binding energy for longer 

probe-target duplexes is typically higher and hybridisation kinetics are irreversible (40, 63, 

83, 122). Long oligonucleotide probes (50-60 mers) have a comparable sensitivity to PCR-

based probes with a length of 300-400 nucleotides. Fifty-mer probes demonstrate good 

specificity as long as the similarity with non-targeted sequences is less than 75% or there is no 

stretch of 15 perfectly matching nucleotides (71). The use of 60-mer oligonucleotide probes 

for hybridisation could allow the detection of targets with eight-fold higher sensitivity than 

the use of 25-mer probes (23), whereas an identity of less than 77% between a 60-mer probe 

and its target results in a lack of signal (63)(Hughes et al 2001). Generally, the threshold for 

differentiation between targets is 75-90% (40, 71, 148, 154) identity for such long probes, 

which indicates low specificity (87). In contrast, short oligonucleotide (18-30-mer) probes are 

more specific, as they allow the discrimination of single nucleotide polymorphisms under 

optimal hybridisation conditions but with reduced sensitivity (122). The GoArrays strategy 

(124)(Rimour et al 2005) combines both advantages by designing long probes (high 

sensitivity) composed of two short sub-sequences (high specificity). 

 

2.2.3 Number of probes per target 
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As noted above, longer oligonucleotides provide higher sensitivity than shorter probes (40, 

63, 122). However, the use of one probe per gene with long oligonucleotide microarrays 

appears limiting even though oligonucleotide hybridisation is highly sequence-dependent (23, 

153). In fact, the binding of an oligonucleotide probe to different regions of the target yields 

different signal intensities (63, 138) and thus complicates the prediction of whether an 

oligonucleotide probe will bind efficiently to its target and yield a good hybridisation signal 

based on sequence information alone (23). Thus, multiple probes per gene have been used in 

oligonucleotide array designs to obtain reliable quantitative information for gene expression 

(63, 138) as well as gene detection in complex environmental samples (38, 39). Five probes 

per gene has been suggested as a suitable number for 30-mer probes (122), but this number 

could increase with probe length. A perfect case would be to select a minimal probe set that 

ensures good hybridisation signals and test it experimentally to successfully detect targets 

even at low levels, but such a large-scale screening process remains extremely time-

consuming and costly. 

 

2.2.4 Probe position 

The positioning of the probe along the target may also impact the hybridisation signal, 

especially in gene expression experiments (162). The signal may decrease near the 5’ end 

when using poly-T-primed cDNA synthesis, which requires a multiple-probe design along the 

length of the transcripts. The decreased signal is a consequence of the stability of the RNA (4) 

and enzymatic reactions during sample preparation such as reverse transcription that have a 

tendency to terminate early (162). Thus, the probes used for gene expression are preferentially 

positioned near the 3’ end of eukaryotic transcripts. In contrast, for cDNA synthesis using 

random priming in prokaryote gene expression experiments, decreases in signal can be 

observed for probes positioned at the very end of the 3’ end of the gene (162).  

 

2.3 Uniformity  

Microarray technology relies on the simultaneous hybridisation of many probes under the 

same conditions (e.g., salt concentrations, temperature); therefore, uniform thermodynamic 
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behaviour for the selected probes is crucial (40, 91, 160). The easiest way to reach this 

objective is to select probes with homogeneous probe lengths, but several other parameters 

must be considered, such as the melting temperature (Tm) and GC content. 

 

2.3.1 Tm uniformity 

To achieve maximum homogeneity in the probe set, a primary objective is to select probes 

that share similar melting temperatures (Tm), which ensures quantitative comparison of gene 

expression and detection as well as similar microarray hybridisation for all genes targeted in 

the study. Chemical compounds such as tetra-alkyl ammonium salts (66), which have been 

applied in dot-blot experiments with degenerate oligonucleotide hybridisation probes (165), 

are known to eliminate the dependence of Tm on base composition. However, these salts have 

not been widely applied in microarray experiments. Thus, an alternative is to select 

oligonucleotide probes with melting temperatures that fall within a narrow range. Several 

methods are available to calculate the Tm of a probe; the most frequently used is the 

application of the nearest-neighbour (NN) model using parameters from SantaLucia (133) or 

from Rychlik et al. (129)(Rychlik et al 1990). The Tm can be calculated directly by the probe 

design software, by an external programme or by using a custom method. Most probe design 

software, for example CommOligo (87) and HiSpOD (39), allow the user to select a Tm range 

in which the selected probes will be designed. Some, such as OligoArray (128), OligoPicker 

(161), PICKY (24) and YODA (107), perform optimisation calculations by adapting some 

parameters, such as the probe length, to select probes in the expected Tm range. For some 

programmes, such as ArrayOligoSelector (13) and ProbeSelect (84), Tm is not considered and 

selection is based solely on the similar Tm values of probes with uniform lengths and GC 

content. Finally, all of the available formula calculate the Tm for oligonucleotides that are free 

in solution, and not oligonucleotide probes bound to a glass surface. However, the probe’s 

behaviour in solution could be different from that when attached to a slide, and thus, it is more 

suitable that probes fall into a Tm range rather than having a precise Tm value. 

 

2.3.2 GC content 



Table 1. Comparison of probe design software features for phylogenetic oligonucleotide 

arrays (POAs). 
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The oligonucleotide GC content is another parameter to consider and is closely related to the 

melting temperature (Tm). Some probe design software, such as OligoWiz (163), OligoPicker 

(161) or ProbeSelect (84), does not consider the GC content as a potential criterion for the 

oligonucleotide probe selection process. In contrast, other software such as CommOligo (87), 

OligoArray (128) or YODA (107) allow the user to select a GC content range and filter 

candidate probes that do not fulfil this range from the final probe list. Generally, the 

programmes use a preferential range between 40-65% (80), and some are able to perform a 

Tm optimisation by using the GC content range defined by the user to select the best probe 

candidates. This strategy appears useful for oligonucleotide probe design that involves 

sequences with very high or very low GC content. 

 

Probe design algorithms for microbial DNA microarrays 

3.1 Phylogenetic Oligonucleotide Arrays (POAs) 

To rapidly characterise the members of microbial communities present in complex 

environments, numerous phylogenetic oligonucleotide arrays (POAs) have been developed 

using the SSU rRNA biomarker (14, 15, 33, 54, 92, 110, 164). Fully automated software and 

manual approaches have both been developed to design POAs (Table 1).  

 

3.1.1 Alignment-based strategies 

Initially, probe design software for POAs was primarily based on aligned sequence sets such 

as PRIMROSE (3), PROBE (117), ARB-Probe Design (94), PhylArray (101) and ORMA 

(139). Probe design software programmes based on aligned input data or on performing a 

multiple sequence alignment as the first step of the algorithm is well suited for the design of 

probes with an optimal coverage of the target group. Multiple sequence alignments are 

generally converted into consensus sequences that account for the sequence variability at each 

position. Then, probe design programmes search for conserved regions to select 

oligonucleotides. 
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 The Probe Design tool included in the ARB programme package (94) has been widely 

used to develop low-density, custom-made POAs for reduced groups of organisms (43, 93, 

106). The ARB Probe Design is able to design oligonucleotides with a length of 10 to 100 

nucleotides using a three-step algorithm. First, the user selects the target group through the 

ARB interface. Second, the programme searches for potential target sites (avoiding repetitive 

regions) and subsequently returns a ranked list of candidate oligonucleotides according to 

several compositional and thermodynamic criteria. Finally, the proposed oligonucleotide 

probes are evaluated against the entire database using the Probe Match tool. Local alignments 

are determined between the probe and the most similar sequences in the database, and up to 5 

mismatches are allowed.  

 Among the alignment-based oligonucleotide design software programmes for POA, 

ORMA (Oligonucleotide Retrieving for Molecular Applications) appears to be suitable for the 

determination of discriminating positions within a set of highly similar sequences (139). This 

software is well adapted for the ligation or extension strategies described in the introduction 

to this chapter. ORMA relies on a Single Base Seeker (SBS) algorithm to locate positions that 

are able to discriminate one sequence from a set of closely related sequences. First, the user 

selects the sequences that are to be considered as targeted from among the dataset; the 

remaining sequences are subsequently used as the group from which the discriminating 

positions must be different. Then, for each non-degenerate position, the SBS algorithm 

calculates the sum of sequences carrying the same base as the considered sequence. If the 

only sequence harbouring this base is the targeted sequence, the position is identified as 

discriminant. This last step is reiterated, replacing each degenerate position (except for 

undetermined and subsequently non-discriminant positions referred to as N’s) with its two or 

three alternative bases. Candidate oligonucleotides are then defined at these discriminating 

positions by retrieving flanking sequences. A series of constraints and quality filters is used to 

assign a quality score to each putative probe (i.e., length, melting temperature, number of 

degenerate bases, low-complexity regions). Moreover, intra-group (i.e., coverage) and inter-

group (i.e., specificity) scores are calculated, and the probes that maximise the intra-group 

score and have the lowest inter-group score are selected. 

 The design strategies described above are not solely dedicated to high-density 

microarrays (i.e., those with tens of thousands of oligonucleotide probes). High-density POAs 
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are, however, the most promising approach to comprehensive screening all known bacterial 

and archaeal taxa with a single microarray (40). Many strategies for designing large probe sets 

are not fully automated and thus not provided in the form of autonomous software. For 

instance, the PhyloChip (33), which is the most widely used high-density POA, was 

constructed using a semi-automated procedure explained in the supplementary material of 

Hazen et al. (54). All known 16S rRNA sequences containing at least 1,300 nucleotides were 

extracted from the NAST multiple sequence alignment (34) of the Greengenes (35) database. 

Then, sequences were filtered to remove putative chimeras using the Bellerophon software 

(62) and also to remove low-complexity sequences (i.e., sequences with more than three 

homopolymers with a length greater or equal to 8) and sequences with ambiguous nucleotides 

(i.e., sequences with ambiguous base calls greater than or equal to 0.3%). Retained 16S rRNA 

sequences were then clustered at 0.5% sequence divergence in 59,959 operational taxonomic 

units (OTUs). The 59,959 OTUs represented 1,464 families, 1,219 orders, 1,123 classes, 147 

phyla and 2 domains. For each OTU, each of the sequences within the OTU was separated 

into overlapping 25-mers segments, and these potential targets were used to select the probe 

set. Candidate 25-mer oligonucleotides were selected from the sub-alignment according to 

thermodynamic constraints (i.e., GC content, secondary structure, melting temperature, and 

self-dimerisation). Potential targets were ranked according to their universality among the 

OTU; those having data for all members of the OTU were preferred over those found in only 

a fraction of the OTU members. Candidate probes that matched exactly with well-ranked 

putative targets were selected for microarray fabrication. 

 Computational alignment of a large multiple sequences is a time-consuming task. 

Thus, to accelerate the computations, the probe design software tools have to be retooled to 

permit the computation of many probes based on large sequence datasets. 

 

3.1.2 Alignment-free strategies 

CaSSiS (Comprehensive and Sensitive Signature Search) was developed to address the 

limited ability of previous probe design software to handle large collections of sequences (5). 

CaSSiS is able to perform fast and comprehensive probe design based on a three-step 

algorithm. First, CaSSiS extracts and assesses each possible probe.  The results are stored in a 



 

 

 

 

 

 

Figure 2. A Bipartite graph. This data structure provides a representation of the probes’ 
coverage. Nodes represent a probe (P) or a sequence (S), and edges indicate which sequences 
are matched with which probe. 
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bipartite graph where the probes' coverage within the overall dataset is represented as edges 

(Figure 2). Evaluating all of the probes could be a time-consuming task, but CaSSiS uses the 

ARB Positional Tree Server (PT-Server) (94) to rapidly identify exact and inexact matches. 

Based on predefined parameters such as length or the number of mismatches allowed, the PT-

Server, using a truncated suffix tree, returns all matches of the query probe. Because CaSSiS 

supports a relaxed search within the database, the user can specify the number of mismatches 

allowed within the targeted sequences and the mismatch threshold for non-target hits. The 

second stage of the CaSSiS algorithm consists of ranking candidate oligonucleotides 

according to their specificity scores. The last step extracts the probes that harbour the highest 

coverage and have up to n non-target matches (outgroup hits), where n is user-defined. 

 

 Even if the probe design software for POAs was able to handle millions of sequences, 

its capabilities would always be restricted to surveying known microorganisms with 

sequences that have been deposited in a public database. However, in spite of the high number 

of recorded sequences, our current vision of microbial diversity is still incomplete, partially 

because of the tremendous diversity of microbial species, ecological niches and technological 

limits. Detection of 90% of the richness in some complex environments could require tens of 

thousands of times the current sequencing effort (120). A major challenge, therefore, is to 

develop new strategies for designing explorative probes to target sequences that have not yet 

been described. 

 

3.1.3 Explorative probe design strategies for POA 

There are two ways to detect unknown microorganisms: using probes defined from known 

high phylogenetic levels and using explorative probes that correspond to new sequence 

variants of existing phylogenetic signatures that are not yet deposited in public databases but 

potentially present in the environment. 

 The “multiple probe concept” consists of several probes to target an organism at 

different phylogenetic levels (e.g., genus, family, order). This strategy dramatically reduces 

the risk of misidentification and substantially increases the resolution of the analysis by 



 

Figure 3. PhylArray programme workflow. The PhylArray programme is composed of four 
steps: (i) sequence extraction for each taxon, (ii) multiple sequence alignment, (iii) degenerate 
consensus sequence production and probe selection and (iv) specificity tests against the 16S 
rRNA database.  
 

 

Figure 4. KASpOD programme workflow. The KASpOD programme is composed of three 
computational steps: (i) search for group-specific k-mers, (ii) consensus k-mer building, and 
(iii) coverage and specificity assessment. 
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discriminating bacteria down to the species level (65, 89, 91, 136, 137). The use of this 

strategy to construct POAs is well suited to ensuring the detection of unknown 

microorganisms by probes defined at higher taxonomic levels. Nevertheless, such probes are 

strictly complementary to known sequences and do not harbour the explorative power to 

detect microorganisms with uncharacterised phylogenetic signatures (40). 

 The first software programme dedicated to POAs that offered the possibility of 

designing explorative probes was the PhylArray programme (101). PhylArray was developed 

to survey whole microbial communities, including known and unknown microorganisms, in 

complex environments. The first step of the PhylArray algorithm (Figure 3) is the extraction 

of all available sequences corresponding to a targeted taxon from a custom 16S rRNA curated 

database. Retrieved sequences are then aligned using the ClustalW programme (151). A 

degenerate consensus sequence is then deduced from this multiple sequence alignment, taking 

into account the sequence variability at each position. Degenerate candidate probes are then 

selected along the consensus sequence, and all non-degenerate combinations are checked for 

cross-hybridisations against the 16S rRNA database. Among the combinations derived from 

each degenerate probe, some correspond to sequences that have not yet been deposited in 

public databases, namely explorative probes. Such probes should, therefore, allow the 

detection of undescribed microorganisms belonging to the targeted taxon. Probes defined 

using this software, which were recently used to evaluate the bacterial diversity in soils (31), 

yield a higher sensitivity and specificity than probes designed using the PRIMROSE and 

ARB strategies (101). PhylArray was designed to account for all of the sequence variability 

within the targeted sequences, but because it relies on multiple sequence alignment, it is 

limited in its ability to manage large input datasets. Consequently, new probe design strategies 

are needed to define explorative probes based on large databases.  

 KASpOD (112) software was developed to overcome this limitation. KASpOD (K-

mer Based Algorithm for Highly Specific and Explorative Oligonucleotide Design) consists 

of three computational stages (Figure 4). The user first provides two datasets that correspond 

to the target group and the non-target group. The first stage is the extraction of every k-mer 

from the target and the non-target groups using the Jellyfish programme (97). For large target 

groups containing more than 100 sequences, a noise reduction step is performed to remove 

untrustworthy k-mers that occur only once. Every k-mer found in both the target and the non-
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target groups is removed from the list of oligonucleotide candidates. The selected k-mers are 

then clustered together using CD-HIT (85) at an 88% identity threshold (i.e., allowing three 

mismatches for 25-mer probes). Only fully overlapping k-mers are clustered to gather k-mers 

from the same genomic location. For each cluster, a degenerate consensus is constructed that 

accounts for the sequence variability within the cluster. Among the combinations derived 

from each degenerate oligonucleotide, some correspond to sequences not previously included 

in the target group and therefore represent explorative probes.  

 Finally, the last stage of the KASpOD algorithm consists of assessing the coverage 

and specificity of each degenerate consensus k-mer. The coverage is evaluated against the 

target group using the PatMan programme (119), which allows the user to perform an 

exhaustive search with mismatches and indels to identify all occurrences of a high number of 

short sequences within a large database. The user defines the upper limit of tolerated 

mismatches. Specificity is assessed in the same way using the non-target group. KASpOD is 

provided as both a web service (http://g2im.u-clermont1.fr/kaspod/) and a stand-alone 

package. The software was used to design 25-mer probes for 1,295 prokaryotic genera based 

on the recently published Greengenes taxonomy (98). The defined probe set allows each of 

the 252,183 high-quality and non-redundant 16S rRNA sequences to be covered by at least 

three different probes. Finally, 22,613 group-specific signatures were designed and are freely 

available on the KASpOD web site (http://g2im.u-clermont1.fr/kaspod/about.php). The 

alignment-free strategy allows computations to be completed in approximately two weeks. 

Furthermore, this approach enables the definition of probes for large groups such as the 

Corynebacterium genus (20,093 sequences) where an alignment-based algorithm would have 

failed. 

 

3.2 Functional Gene Arrays (FGAs) 

Microbes mediate almost every conceivable biological process, and some researchers have 

estimated that individual environmental samples such as soil may contain between 103 and 

107 different bacterial genomes (Curtis et al 2002, Gans et al 2005)(28, 29, 45), each 

harbouring thousands of genes. In this context, high-density oligonucleotide FGAs provide 

the best high-throughput tools to access this tremendous diversity (59). Currently, the most 



Table 2. Comparison of probe design software features for functional gene arrays (FGAs). 
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comprehensive FGA is the GeoChip (55, 57), which has evolved over several generations to 

be able to monitor most microbial functional processes, such as carbon, nitrogen, sulphur and 

phosphorus cycling, energy metabolism, antibiotic resistance, metal resistance, and organic 

contaminant degradation (56, 58, 60). Although most strategies are limited to the 

determination of probes that target specific gene sequences within a single genome dataset, 

few strategies offer the opportunity to design probes that permit broad coverage of multiple 

sequence variants for a given gene family (Table 2) (40, 80). 

 

3.2.1 Probe design for FGAs using nucleic sequences 

GeoChips are composed of 50-mer probes designed using a modified version of CommOligo 

(87). The experimental assessment of optimal probe design criteria (61) permitted 

CommOligo to be implemented to combine three different parameters for sensitivity and 

specificity evaluation: sequence identity, free energy and continuous stretch. For each 

sequence, the first stage consists of masking oligonucleotides according to different filters 

including distance to the 3’ untranslated region (UTR), GC content, complexity, degeneracy 

and specificity (i.e., significant matching of oligonucleotides with non-targets). Continuous 

matches of a user-specified length with non-targets are assessed using an algorithm similar to 

that of OligoPicker (161) by storing all possible 10-mers within the sequences in a hash table 

data structure. Thus, the hash key is a 10-mer sequence, and the hash value corresponds to the 

relative sequence indices and positions where this particular 10-mer is found. Strictly identical 

10-mers shared between probes and non-targets are not retained. This data structure is also 

used to assess the self-annealing of each unmasked oligonucleotide by searching for 

continuous matches of a user-defined length within the tested oligonucleotide itself. Probes 

that show self-annealing are filtered out. The remaining probes are tested for specificity 

against non-targets using both a global alignment algorithm (104) and a binding free energy 

calculation rather than the classically used Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) (2). 

Sequence identity is therefore inferred from the percentage of matches in a global gapped 

alignment, and oligonucleotides with high identity (i.e., higher than a cut-off value defined by 

the user) to non-targets are filtered out. Oligonucleotides with medium identity but low free 

energy are also removed. Then, the programme computes the best interval of melting 

temperatures that covers most targets and probes and removes all candidate oligonucleotides 



 

 

 

 

 

Figure 5. HPD probe candidate selection process. Sequences are hierarchically clustered 
(A), and a bottom-up approach (B, C) is performed to search for putative group-specific 
probes that can target the whole dataset (D). Black circles or squares within dotted regions 
indicate that probe candidates exist for that cluster or sequence. Grey circles or squares within 
the dotted regions indicate that no probe candidate exists for that cluster or sequence. The 
circles outside of the dotted region indicate the clusters that have not yet been explored. 
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outside of this range. Finally, a sequence may have more probes than needed, in which case 

CommOligo is able to select oligonucleotides using a multi-criterion optimisation algorithm 

where cross-hybridisation, positions and identity between probes are taken into account. 

Gene-specific probes can be selected using CommOligo with the following parameters: < 

90% sequence identity, < 20-base continuous stretch, and > -35 kcal/mol free energy with 

non-targets (58, 88). Additionally, a group-specific probe design can be performed by adding 

these supplemental criteria: >96% sequence identity, > 35-base continuous stretch, and < -60 

kcal/mol free energy within the targeted group (58, 61). CommOligo performs complex and 

time-consuming calculations. However, the version available for download is not well suited 

to conducting high-throughput analyses, and with the increasing availability of sequences 

corresponding to protein-coding genes (complete genome sequencing and environmental 

studies from specific functional markers), new software has been developed in the last decade 

that takes this wide diversity into account. 

 Hierarchical Probe Design (HPD) software (25) was the first programme dedicated to 

FGAs that was based on the concept of cluster-specific probes. The first step of the algorithm 

consists of the multiple sequence alignment of input sequences using ClustalW (151). A 

hierarchical clustering is then performed using either a neighbour-joining (132) or a UPGMA 

(141) method. All candidate probes are subsequently generated, and cluster-specific probes 

are selected using a bottom-up approach (Figure 5). The specificity of candidate 

oligonucleotides is checked against clusters that are one level higher. If a probe of one sibling 

cluster harbours sufficient specificity to discriminate among these clusters, it remains in the 

sibling cluster. If not, the candidate is transferred to the upper cluster and therefore represents 

a group-specific probe. This recursive process is repeated as long as the root cluster has not 

been reached. The optimal probe set is then determined according to probe quality criteria 

including cluster coverage, specificity, GC content and hairpin energy. Although this tool is 

not explorative, it automatically produces probes against all nodes of the clustering tree, 

thereby providing extensive coverage of known variants from a conserved functional gene. 

However, at this time, the software no longer appears to be available. ProDesign (42) uses 

similar clustering methods with the aim of detecting all members of a gene family in 

environmental samples. However, in contrast to HPD, this software uses sophisticated spaced 

seed hashing rather than a suffix tree algorithm to benefit from permitted mismatches between 

a probe and its targets, and it ensures the re-clustering of groups for which no probe was 



 

 

 

 

Figure 6. Comparison of the explorative probe design strategies implemented in 
HiSpOD and Metabolic Design software. The example shows the probe design for the 
bphA1c gene encoding the salicylate 1-hydroxylase alpha subunit involved in PAH 
degradation from three distinct Sphingomonas or Sphingobium species using both strategies. 
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found, which results in a significant improvement in sequence coverage. Although both of 

these strategies allow the coverage of a wider range of sequence variants, they only permit the 

survey of known sequences and therefore cannot be used to evaluate the unknown microbial 

genes present in complex environments. The main drawbacks of these strategies are thus their 

inability to generate explorative probes and the absence of an evaluation of specificity (i.e., 

searching for potential cross-hybridisations) against large databases that are representative of 

microbial diversity.  

 To overcome these limitations, the HiSpOD (High Specific Oligo Design) programme 

was developed (39) in the context of microbial ecology. HiSpOD includes the classical 

parameters for the design of effective probes, including probe length, melting temperature, 

GC content and complexity, and adds supplemental properties that were not considered by 

previous programs. HiSpOD allows the design of degenerate probes for gene families after 

multiple alignments of nucleic sequences belonging to the same gene family and can produce 

consensus sequences. All combinations deduced from the degenerate probes are then divided 

into two groups (Figure 6A). The first group corresponds to specific probes for sequences 

available in databases, and the second group corresponds to explorative probes that represent 

putative new signatures that do not correspond to any previously described microorganisms. 

A probe set representing the most likely gene sequence variants and a probe set representing 

new combinations that have not yet been deposited in databases are created based on multiple 

mutation events that have already been identified. Sequence-specific probes can also be 

designed through HiSpOD by using non-degenerate classical nucleic acid sequences. To limit 

cross-hybridisation, the specificity of all selected probes is checked against a large formatted 

database dedicated to microbial communities, i.e., the EnvExBase (Environmental Expressed 

sequences dataBase), which is composed of all coding DNA sequences (CDSs) from the 

prokaryotic (PRO), fungal (FUN) and environmental (ENV) taxonomic divisions of the 

EMBL databank. Specificity tests are performed using BLAST (2), and cross-hybridisation 

results are clustered using a single-linkage method implemented in BLASTCLUST (2). 

 

3.2.2 Probe design for FGAs using protein sequences 
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In contrast to the strategies outlined above, several new strategies have been proposed to 

initiate probe design from conserved peptidic regions rather than from nucleic acid sequences 

to survey all potential nucleic acid variants. 

 The first strategy based on this principle was described by Bontemps et al. (11) and 

called CODEHMOP (Consensus Degenerate Hybrid Motif Oligonucleotide Probe). This 

strategy is derived from an adaptation of the CODEHOP (Consensus Degenerate Hybrid 

Oligonucleotide Primer) PCR primer design strategy, which was originally developed to 

identify distantly related genes encoding proteins that belong to known families (12, 125, 

126). The CODEHMOP strategy aims to identify conserved amino acid motifs from multiple 

alignments of protein sequences. Then, the most highly conserved region (5-7 amino acids) of 

each protein motif is backtranslated to generate all possible nucleic combinations (15-21 

nucleotides) coding for this peptide. These sequences are extended by 5’ and 3’ fixed ends 

(12-15 nucleotides each) that are derived from the most frequent nucleotide at each position 

flanking the conserved region in the nucleotide sequence alignment. The final probes are 

called "hybrids", as they comprise a variable central core with some nucleic combinations that 

do not correspond to any sequences yet described (to target greater diversity) combined with 

two fixed end sequences (available in databases) that are added to increase the probe length. 

This approach was used to design a prototype DNA array that included all described and 

undescribed nodC (nodulation gene) sequences in bacteria and that was applied to legume 

nodule samples (11). This strategy enabled the detection of new nodC sequences that 

exhibited less than 74% identity with known sequences. The application of the CODEHMOP 

strategy is, however, limited by its lack of implementation in a fully automated programme 

and its lack of probe specificity test. Nevertheless, this approach appears to be the most 

comprehensive way to encompass the diversity of gene sequence variants potentially found 

for enzymes mediating a given function.  

 Terrat et al. (149) developed a new software programme called Metabolic Design that 

ensures the in silico reconstruction of metabolic pathways, the identification of conserved 

motifs from multiple protein alignments, and the generation of efficient explorative probes 

through a simple convenient graphical interface. In this case, before the probe design stage, 

the user reconstructs the chosen metabolic pathway in silico with all substrates and products 

from each metabolic step. One reference enzyme for each of these steps is selected, and its 
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protein sequence is extracted from a curated database (by default, Swiss-Prot), which is then 

used to retrieve all homologous proteins from complete databases (Swiss-Prot and TrEMBL). 

After the most pertinent homologous sequences are selected, they are aligned to begin the 

probe design stage. The amino acids are backtranslated for each identified molecular site, with 

all redundancy of the genetic code taken into account, to produce a degenerate nucleic 

consensus sequence. All degenerate probes that meet the criteria defined by the user (probe 

length and maximal degeneracy) are retained. All of the possible specific combinations for 

each degenerate probe are subsequently checked for potential cross-hybridisation against a 

representative database (e.g., EnvExBase as in the HiSpOD programme). Finally, an output 

file listing all of the degenerate probes selected by the user permits the deduction of all 

possible combinations and organises them into specific probes and exploratory probes (Figure 

6B). 

 

3.3 Whole-genome arrays (WGAs) 

Many organisms that are closely related based on SSU rRNA gene sequences can exhibit 

remarkably different phenotypic characteristics that result from great differences in their 

genomes, which in turn arise from processes such as lateral gene exchange (47). Whole-

genome arrays that use whole-genome sequence information of one or several closely related 

microorganisms provide a way of understanding such phenotypic differences (170). WGAs 

are divided into two main groups: whole-genome ORF arrays, which contain oligonucleotide 

probes for all of the open reading frames (ORFs) in a genome, and tiling arrays, which 

represent a complete non-repetitive tile path over the genome, irrespective of any genes that 

may be annotated in a particular region (9).  

 

3.3.1 Whole-genome ORF arrays 

Probe design considerations for whole-genome ORF arrays are similar to those for functional 

gene arrays (FGAs). However, some algorithms are specifically dedicated to the design of 

oligonucleotide probes for whole-genome ORF arrays. One of the most-cited software 

programs for designing such microarrays is PICKY (24). PICKY was initially developed for 
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oligonucleotide microarray design for large eukaryotic genomes and thus boasts major speed 

improvements when compared with other whole-genome ORF array probe design programs. 

Several probe design criteria are considered by PICKY to compute the optimal probe set, such 

as the complexity (i.e., no single base should constitute more than 50% of a probe and no 

stretch of the same base should exceed 25% of the length of a probe), thermodynamic criteria 

(i.e., a GC content between 30 and 70% and no secondary structures), and cross-hybridisation 

[i.e., Kane’s criteria (71)]. For the latter criterion, PICKY can handle multiple target and non-

target gene sets; thus, oligonucleotide probes are defined for the target set and to prevent 

hybridisation with the non-target set. Most of the previously mentioned criteria are user-

adjustable through a user-friendly graphical interface. Finally, to ensure the uniformity of the 

probe set, PICKY is able to adjust the probe length within a user-defined range.  

 PICKY relies on the construction of a generalised suffix array where both strands are 

represented. The suffix array is built using a modified Burkhardt-Kärkkaïnen algorithm (16) 

that allows quick and efficient construction. Using this suffix array, PICKY can first exclude 

low-complexity and repetitive genomic regions as well as self-similar and self-

complementary regions for probe design. Such screening allows the detection of putative 

secondary structures without using dedicated external software. PICKY then avoids other 

unnecessary computations by removing regions that fail to comply with Kane’s criteria, as 

these regions may cross-hybridise with non-target sequences. For all remaining regions, 

PICKY computes a score to indicate the likelihood of cross-hybridisation and then prioritises 

regions for oligonucleotide selection. Once all probe candidates have been computed, the 

melting temperatures for all possible probe/target and probe/non-target pairs are estimated 

according to Kane’s second condition, which states that any sequence similarity over 75% 

identity (or a user-defined value) can potentially involve cross-hybridisation. The melting 

temperature of each candidate probe is assessed against its target, and all non-targets are 

gathered using the suffix array. As probe/non-target pairs may have mismatches, melting 

temperatures are not precise but are sufficient to predict whether such duplexes will 

potentially be present.  

 The calculated melting temperatures of candidate probes with all of its non-targets are 

then used to prioritise probes for the final processing step. This last step consists of multi-

objective optimisation to compute the probe set best able to detect each gene, i.e., by avoiding 



 

 

Table 3. Comparison of probe design software features for whole-genome ORF arrays 
(WGAs). 
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cross-hybridisation and sharing a uniform melting temperature range. Thus, PICKY is a fast 

and efficient probe design software programme for whole-genome ORF arrays that addresses 

numerous design criteria to compute the optimal probe set. No additional external software is 

required to run PICKY, and it is easy to use through a graphical user interface that is available 

for all major computing platforms (Mac, Windows and Linux).  

 Several existing probe design software programs (Table 3) are free to use and still 

available for designing whole-genome ORF arrays with various strategies such as Mprime 

(127), OliD (147), PROBESEL (69) or ProbeSelect (84).  

 Targeting all genes through the use of whole-genome ORF arrays may not be 

sufficient for some applications, such as the identification of transcription in the antisense 

strand or regulatory pathway discovery (8). Consequently, PICKY proposes PERL scripts for 

tiling array purposes.  

    

3.3.2 Tiling arrays 

In contrast to whole-genome ORF arrays, tiling arrays aim to determine probes over the whole 

genome irrespective of any genes that may be annotated in the genome. The design of 

oligonucleotide tiling arrays is different from the selection of oligonucleotides for gene-based 

arrays, and additional factors should be considered, such as tiling resolution and the handling 

of non-unique sub-sequences.  

 A naïve strategy for selecting oligonucleotides for a whole-genome tiling array is to 

generate a tile path from the beginning of a chromosome to its end and cover the entire 

sequence with 25-mer probes tiled end-to-end (168). Many of the probes chosen using this 

approach may, however, be subject to hybridisation problems and potentially result in the 

misinterpretation of results. Some probes may be redundant, some may be thermodynamically 

unable to hybridise and some may be non-specific and thus undergo cross-hybridisation (102). 

Consequently, in most cases, such a naïve strategy is not the optimal approach to tiling, and 

the inclusion of criteria such as tiling resolution and repetitive region masking is essential to 

ensure the best probe design for tiling arrays.  



 

 

 

 

 

 

 

Figure 7. Tiling density. The offset between probes is the distance between the start of one 
probe and the start of the next. Three different tiling densities are shown: (A) illustrates 
gapped tiling, (B) end-to-end tiling and (C) overlapping tiling. 
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 Tiling density (Figure 7) is an important factor in a tiling array design because it 

determines how the genome should be subdivided and how densely oligonucleotide probes 

are placed. Probes can be contiguous (i.e., tiled end-to-end) or discontiguous, including gaps 

with a predetermined size range between probes for single-copy tiling. For some applications, 

it may be necessary to have a better resolution involving multiple feature tiling. The whole 

genome is covered with multiple oligonucleotide probes such that the starting position of each 

probe is shifted by one or several nucleotides to overlap the previous oligonucleotide’s 

coordinates (9). Although such a strategy allows a fine-resolution analysis, the number of 

probes determined will eventually dramatically increase. However, advances in high-

resolution microarray technology have enabled the inclusion of up to 4.2 million probes on an 

array. 

 Because genome sequences are not random, many redundant sub-sequences are 

scattered all along the genome. Therefore, once the tiling strategy has been determined, a 

common first step is to perform a genomic repeat masking prior to probe selection. To obtain 

an easy and relevant interpretation of a tiling array experiment, it is necessary to avoid the 

generation of multiple oligonucleotide probes sharing the same sequence. Because such 

sequences generally correspond to known repetitive sequences, algorithms such as 

RepeatMasker (http://www.repeatmasker.org/) are widely used to easily address this problem. 

RepeatMasker is capable of identifying genomic repeats in a variety of genomes using a 

database of well-characterised families of repetitive elements (68). It is also preferable to 

remove low-complexity DNA regions (i.e., stretches of the same nucleotide or regions with 

extremely high A/T or G/C content). RepeatMasker allows the filtering of some low-

complexity sequences by default, but it could be necessary in some cases to combine 

RepeatMasker with dedicated software that calculates entropy scores, such as NSEG (166) or 

DUST (52), for a more intensive filtering, especially of specific repetitive sequences of the 

studied genome. 

  The next step consists of filtering out oligonucleotide probes based on thermodynamic 

considerations (133). Low-binding affinity probes are useless in a tiling array experiment, as 

are high affinity non-specific probes, which would be uninformative because of the saturated 

cross-hybridisation. Therefore, probe affinity modelling and the determination of probe 



Table 4. Comparison of probe design software features for tiling arrays. 
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specificity on a whole-genome level can be used to screen candidate oligonucleotides and 

eliminate those likely to be problematic from the microarray design (102). 

 For all of these reasons, it is necessary to adapt the tiling strategy and placement of 

oligonucleotide probes along the genome to obtain the optimal probe set. To design the 

oligonucleotides in each sequence window, the probe design software has to address position 

and hybridisation quality (80). Table 4 summarises the available and free-to-use probe design 

software dedicated to tiling arrays: chipD (36), Teolenn (67), MOPeD (113), PanArray (115), 

Tileomatic (135), ArrayDesign (50) and MAMMOT (130). 

 

 Among these algorithms, Teolenn appears to be the most universal and flexible 

software to address the tiling array design problem and remains easy to use despite its 

command-line utilisation. Teolenn relies on a four-step workflow where each step is 

customisable. Thus, users are allowed to activate or deactivate each function according to 

their needs or available computational resources. Teolenn accepts both masked (e.g., using 

RepeatMasker) and unmasked genome sequences in FASTA format as input.  

 The first step consists of generating all possible non-redundant oligonucleotide probes 

along the whole genome. Probe length can be fixed or may vary within a user-defined length 

range. In the second step, for all created probes, Teolenn assesses the oligonucleotide quality 

based on several criteria including melting temperature, GC content, complexity and 

uniqueness. Melting temperatures are computed using a nearest-neighbour method (133), 

complexity is measured by counting the masked bases and uniqueness within the genome is 

evaluated according to Gräf et al. (50). The third step of Teolenn is probe filtering, which 

strongly depends on the tiling array application. For example, if the user needs a 

transcriptome array, Teolenn is able to filter out all probes that are not located within an ORF 

as well as small RNAs based on genome annotations. However, if a homogeneous tiling path 

along the genome is desired, Teolenn can keep all of the possible probes without stringent 

quality filters. Eventually, the best probe in each genomic window that maximises a position 

score, where the most central probe has the best score, and a previously assessed quality score 

can be selected. Depending on the user’s needs, all score calculations can be weighted. The 

designed probes can be output in plain text, FASTA format or GFF. The GFF format allows 
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the visualisation of the results in a genome browser such as gBrowse (143). Teolenn therefore 

provides a complete and flexible software programme dedicated to tiling arrays. 

  

3.4 Other applications 

3.4.1 Transcriptome arrays 

Gene-oriented whole-genome arrays and tiling arrays can both be used to measure the 

expression of thousands of genes of an organism, thus providing a snapshot of the 

transcriptome in different states in tissues and cells (105). Compared with tiling arrays, gene-

based WGAs appear to be relatively simple to handle, as they use fewer probes for each gene. 

In contrast, tiling arrays are capable of providing information regarding alternative splicing or 

realising the transcriptome annotation of a newly sequenced organism.  

 The choice between a gene-oriented WGA and a tiling platform is highly correlated 

with the biological question. There are also many commercial gene expression microarrays 

available that should be considered before undertaking a custom design.  

 

3.4.2 Typing microarrays 

Identifying microbial communities using microarrays is a common task that is generally 

performed using probe design software dedicated to POAs. However, for some applications 

such as discrimination among several strains of the same bacterial species or the classification 

of plasmids, it is necessary to develop dedicated tools. Such tools (100, 157) aim to design an 

optimal set of oligonucleotide fingerprints that is able to distinguish among similar targets. 

For particular applications including strain detection microarrays, a custom design is often 

inevitable. Two different probe design approaches are used to build these microarrays: a 

traditional gene-oriented approach and a strategy originally developed for sequencing by 

hybridisation: resequencing microarrays (82). Oligonucleotide probe design for resequencing 

microarrays is substantially different from previously discussed strategies. Such strategies 

were developed to characterise bacterial pathogens by sequencing a significant portion of 

their genome or, for viral pathogens, the whole genome. Multiple versions of each 



 

 

 

 

Figure 8. Resequencing microarrays. An example of a probe set construction targeting four 
contiguous nucleotides (1, 2, 3 and 4) of a prototype sequence using Affymetrix technology. 
Overlapping sets of probes shifted by one nucleotide covering the whole prototype sequence 
are generated. Each probe set contains one matching (black) and three mismatched (grey) 
probes that differ only by the central nucleotide (four additional probes could be designed for 
the other strand). Black lines represent sequences with the prototype sequence above. The 
bottom figure shows a scan of a segment of the microarray to which the labelled targets were 
hybridised. Black squares correspond to a positive signal. The base calls are therefore made 
according to the hybridisation pattern.  
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oligonucleotide are identified, i.e., four probes in both the sense and antisense directions, for a 

total of eight probes per base. The four probes differ by only one central nucleotide to 

represent the four possible base combinations (i.e., A, T, C or G). Based on hybridisation 

results, base-calling algorithms are able to obtain a reliable sequence that can be compared 

with public sequence databases (Figure 8). 

 Fingerprints could also be generated by random probes (6). In this example, the 

authors created 9015 12-mers with homogeneous GC contents where each probe differed by 

at least four bases and 5268 13-mers that differed by at least five bases. After the 

hybridisation step, the authors demonstrated that their strategy produced reproducible patterns 

of hybridisation that distinguished among species. The use of such a probe design eliminates 

the need for updating the array design when new bacterial genomes become available. The 

primary drawback of this strategy is the need to experimentally obtain the hybridisation 

pattern for organisms without known sequences. 

 

Discussion/Challenges and future trends 

The success of a microarray experiment strongly depends on the determination of the best 

probe set while taking the biological question into account. Despite the development of 

numerous probe design strategies, some parameters require particular attention, as they have 

significant impact on probe specificity, sensitivity and quantitative capability (160, 170). 

 

4.1 Explorative probe design 

For environmental DNA microarrays including phylogenetic oligonucleotide arrays (POAs) 

and functional gene arrays (FGAs), explorative probe design strategies offer the opportunity 

to survey both known and unknown microorganisms (40). Explorative probes use the 

sequence variability within the targeted sequences to define new combinations that have not 

yet been deposited in public databases but are potentially present in the environment. One 

future development in microarrays will be to incorporate the original concept into probe 

design software, especially by offering the ability to design group-specific degenerate probes. 
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4.2 Probe length 

Another probe design criterion that impacts both sensitivity and specificity is probe length. 

Short oligonucleotide probes are more specific but less sensitive than long probes (51).  The 

building of phylogenetic oligonucleotide microarrays requires the determination of short 

fingerprints that are able to discriminate among microbial taxa. Existing POAs, therefore, use 

short probes (i.e., 24-25-mers) (14, 53, 54, 109, 121), whereas FGAs or whole-genome ORF 

arrays may be built with either short (i.e., 15-30-mers) (10, 144) or long oligonucleotides (i.e., 

40-70-mers) (38, 55, 57, 71, 122). The primary limitation of microarrays based on short 

oligonucleotide probes is the need to use, in most cases, PCR-amplified targets to ensure 

enrichment, which introduces an inherent PCR bias (145, 158). 

 A promising alternative approach to the design of oligonucleotide probes is the use of 

the GoArrays strategy (124) (http://g2im.u-clermont1.fr/serimour/goarrays.html). Such a 

strategy enables the production of oligonucleotide probes that are as specific as short probes 

and as sensitive as long probes, and consists of the concatenation of two short subsequences 

that are complementary to disjoined regions of the target, with an insertion of a short random 

linker (i.e., 3-6-mers). This strategy has been shown to improve microarray efficiency for a 

wide range of applications (72, 111, 124, 171). 

 

4.3 Databases 

Most currently available probe design software programs only perform specificity tests 

against a reduced set of sequences, such as whole-genome data or specific sets of genes (80). 

Environmental DNA microarrays, however, require dedicated datasets that are as 

representative as possible of all of the non-target sequences potentially present in the samples. 

Because only a small portion of the total natural microbial diversity has been documented, it 

is a major challenge to design suitable probes that are specific to unique markers and do not 

cross-hybridise with putative and currently unknown similar sequences (20). There is a trade-

off between using the largest databases and thus minimising putative cross-hybridisations and 

using small, dedicated databases that are less time-consuming for specificity tests. The major 
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public databases including GenBank (7), the European Nucleotide Archive (ENA) (79) and 

the DNA Data Bank of Japan (DDBJ) (70) are the most complete nucleic sequence databases 

with which to perform specificity tests. However, the use of such databases could drastically 

increase the run times of probe design software. In addition, for environmental DNA 

microarrays, entire public databases are not really appropriate because they contain some 

subsets that are not typically considered in microbial ecology, such as Metazoa. Furthermore, 

numerous erroneous annotations could negatively impact the quality of the probe design. 

 Within POAs, each probe must be specific with respect to all small subunit (SSU) 

rRNA sequences that may be present in the sample during hybridisation. Curated and 

dedicated secondary databases that gather all of the SSU rRNA sequences described in public 

databases have already been constructed [e.g., Ribosomal Database Project (27), Greengenes 

(35) and SILVA (118)]. The differences among these databases arise from the construction 

and update workflows, which lead to distinct sizes: SILVA (Release 111) contains 3,194,778 

16S rRNA sequences, RDP (Release 10) contains 2,578,902 16S rRNA sequences and 

Greengenes (10/2/2011) contains 1,049,116 16S rRNA sequences. Because they are smaller 

and contain no unnecessary data, these databases are well-adapted to the construction of 

prokaryotic POAs. PhylArray software (101) was, however, developed before these databases 

were publicly available, and therefore uses its own highly curated (full-length and quality-

filtered) and automatically updated prokaryotic SSU rRNA database (66,076 sequences for 

the last release). 

  For environmental FGAs, the database used for specificity tests must include all 

known CDSs that may be encountered in natural environments. To the best of our knowledge, 

EnvExBase (used in the HiSpOD and Metabolic Design programs) is the first CDS database 

dedicated to microbial ecology (39, 149). For its construction, all annotated transcript 

sequences and their associated 5’ and 3’ untranslated regions (UTR) in all classes of the 

EMBL prokaryotic (PRO), fungal (FUN) and environmental (ENV) taxonomic divisions were 

extracted and curated to remove low-quality sequences. EnvExBase thus represents a 

13,697,580 sequence database. 

 

4.4 Updates and Performance 
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The constant increase in available sequences (26) requires that databases for 

specificity tests must be regularly updated. As a result, probe datasets must be re-computed as 

frequently as possible to include all deposited data. However, as mentioned above, assessing 

probe specificity against large databases can be a time-consuming task in the probe design 

step. A complete 16S rRNA sequence database is approximately two million sequences, and a 

complete CDS database such as EnvExBase represents 14 million sequences. To overcome 

this limitation, an interesting strategy would be to create databases specific to each ecological 

compartment. Usually, specificity tests are not performed against a suitable subset of 

sequences, primarily because of the lack of databases for microbial ecology. Depending on 

the environment studied, it would be more relevant to perform these tests against reduced 

databanks dedicated to specific ecosystems (e.g., soil, marine, freshwater, and gut). However, 

for “universal” tool development relevant to various environments, the most complete 

database must be considered. 

 The rapid growth of datasets, particularly environmental datasets, has led to an 

important increase in computational requirements coupled with a fundamental change in the 

way that algorithms are conceived and designed [e.g., mpiBLAST (30) or GPU-BLAST 

(159)]. Efforts to limit computation time are based on exploiting the computational resources 

available using specialised frameworks such as Message Passing Interface (MPI) or 

heterogeneous systems including General-purpose Processing on Graphics Processing Units 

(GPGPU). With the recent development of extremely fast broadband networks, it has become 

possible to distribute the calculations at increasing scales over different geographical locations 

(134). Cluster, grid and emerging cloud computing are all examples of shared computing 

resources where probe design algorithms must be deployed if specificity tests and alignments 

are to be performed with reasonable data processing times (46, 152)(Gardner et al 2006, 

Thorsen et al 2007). 

 

4.5 Microarray formats 

As mentioned above, explorative design strategies that allow the detection of unknown 

sequences involve the use of degenerate probes (11, 39, 101, 112, 149). The selected strategy 

will therefore greatly influence the choice between the two major DNA microarray types (ex 
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situ or in situ), the platform and the density (37, 41, 74). When in situ synthesis microarrays 

such as the Agilent, Affymetrix and NimbleGen platforms are used, all non-degenerate 

combinations that result from a degenerate probe have to be independently synthesised. 

Consequently, the final number of probes (i.e., density) will exponentially increase for the 

array production. For instance, for the CODEHMOP (11) and Metabolic Design (149) 

strategies that were developed for the FGAs probe design, the degenerate probes are derived 

from the multiple sequence alignment of all possible nucleotide sequences that are able to 

code for the targeted conserved amino acid motif. Because the genetic code often involves 

degeneracy at the third position of each codon, a 24-mer probe (i.e., targeting a seven amino 

acid conserved motif) will generate at least 128 combinations (assuming a minimal 

degeneracy rate of two for each codon). This value will reach at least 131,072 for a 51-mer 

probe containing 17 degenerate positions. Conversely, ex situ platforms allow the degenerate 

probes (all combinations mixed together) to be spotted in the same location on the array and 

consequently reduce the total number of features. However, in this latter case, the sensitivity 

may be affected by the complexity of the mixed oligonucleotides. 

 Other user choices may also affect the final number of probes per array. Replication is 

crucial for achieving reliable data for microarrays (142). Multiple replicates of the same probe 

provide some backup if a feature cannot be evaluated because of technical artifacts such as 

dye precipitation or dust particles. A statistical estimation has deduced that at least three 

replicates should be located (78). Additionally, multiple probes could be designed per gene to 

increase confidence in the results (23, 92)(Chou et al 2004, Loy et al 2002a) and to mask 

misleading signal variations whose causes (e.g., target secondary structure, probe folding) are 

not yet fully understood (116). Third, some platforms such as Affymetrix GeneChips 

determine probe pairs where each probe (“match”) is accompanied by a negative control with 

a single differing base in a central position (“mismatch probe”) to discriminate between true 

signals and those arising from non-specific hybridisation (90). 

 To address the problem of the number of probes, several commercial companies have 

proposed two major types of high-density microarrays: (i) in situ synthesised microarrays, 

which are distributed by Agilent (http://www.chem.agilent.com), NimbleGen 

(http://www.nimblegen.com) and Affymetrix (http://www.affymetrix.com), can contain 

billions of probes and can be physically divided into multiple arrays per slide (up to 12) to 
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perform simultaneous analyses of several samples in a single experiment; and (ii) spotted 

microarrays [e.g., Arrayit (http://www.arrayit.com)] with a current printing capacity close to 

100,000 features per microarray.  

  

4.6 Analysis 

Because probe design software programs are numerous, microarray formats are heterogeneous 

and biological questions are different, the analysis of microarray data results can be a major 

challenge. For instance, if an explorative design strategy has been performed, the signals 

encountered for these probes must be carefully interpreted. Consequently, a future direction 

for this field could be to develop automatic procedures to analyse microarray data. 

  

4.7 Other applications 

Probe design is now a common task in molecular ecology. Probes can be used in several 

molecular techniques including microarrays as well as PCR, quantitative PCR, and FISH. In 

addition, a promising strategy for reducing the complexity of environmental samples by 

enriching the desired genomic target using probes before sequencing is being adapted for 

microbial ecology. The more efficient methods rely on the complementary hybridisation of 

nucleic acid capture probes to the targeted DNA sequences; these methods use either solid 

phase hybridisation (e.g., using capture arrays) (1, 103, 108), or solution phase, also known as 

Solution Hybridisation Selection (SHS) (32, 49, 150). 

 The use of explorative probe design in sequence-capture approaches that couple with 

next generation sequencing (NGS), such as those originally developed for the direct selection 

of human genomic loci (1), could also improve characterisation of microbial communities in 

microbial ecology. In fact, sequence capture elution products should allow the full 

identification and characterisation of new taxa when using phylogenetic probes or new 

protein-coding genes with functional probes. Furthermore, the innovative approach developed 

by Denonfoux et al. (32) aims to capture large DNA fragments and allows the identification 

of genes flanking the targeted biomarkers. Probe design software programs remain a popular 

research topic and have a promising future.  
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Conclusions 

With the availability of high-density custom microarrays, the selection of high-quality 

oligonucleotide probes is a crucial task. Although microarrays are particularly well-suited for 

the detection and quantification of genes or transcripts, accurate measurements depend on 

good probe design. Oligonucleotide design is an optimisation task and must take into account 

various parameters that influence the interaction between the probe and the target. 

Increasingly, the recent development of computational methods as well as the increase in the 

number of available sequences in databases allows the selection of large probe sets with a 

wide spectrum of thermodynamic properties. Several software solutions are available to help 

the user and solve the current bottlenecks in the choice of high-quality probe sets that must 

combine basic criteria such as sensibility, specificity and uniformity. Each software 

programme has advantages and drawbacks, and the choice of programmes must be made in 

total accordance with the nature of projects and the basic scientific question. Probe design 

strategies have evolved and hence become more easily computed over time, thus providing a 

foundation for more sophisticated work in bioinformatics. Although much progress has been 

achieved, probe design for microarray experiments remains a challenging and active research 

field. 
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3. Discussion 
Les biopuces à ADN représentent des outils moléculaires à haut débit de choix pour 

l’étude des microorganismes, que ce soit à l’échelle d’un génome ou des communautés et 

continuent de rivaliser avec les approches de séquençage massif. Les différentes stratégies de 

détermination des sondes, alliées à la puissance des outils informatiques, permettent à l’heure 

actuelle d’obtenir des biopuces de qualité pour répondre aux différentes problématiques 

d’études des microorganismes. En effet, ces stratégies de détermination de sondes sont le fruit 

d’une réflexion portant sur de nombreux paramètres. Il est possible de mettre en avant certains 

d’entre eux comme la longueur ayant un impact direct sur la spécificité et la sensibilité de la 

détection des cibles. Ainsi, la discrimination phylogénétique de microorganismes sur la base 

de leurs séquences ADNr 16S se fera avec des sondes courtes plus spécifiques, alors que des 

sondes longues beaucoup plus sensibles pourront être utilisées pour l’identification par 

exemple de gènes métaboliques au sein d’un environnement complexe. Cependant, des 

stratégies comme GoArrays (Rimour et al 2005) permettent d’augmenter l’efficacité des 

sondes sélectionnées en combinant la spécificité à la sensibilité suite à la concaténation de 

deux sondes courtes à l’aide d’un linker. Dans tous les cas, une attention particulière doit être 

apportée à la sélection des sondes et donc aux logiciels utilisés. Outre la fiabilité de l’outil de 

détection, un autre défi majeur pour le développement des biopuces ADN en écologie 

microbienne porte sur la détection de gènes non encore identifiés et donc non répertoriés dans 

les bases de données. Ce concept dit exploratoire a été initialement appliqué pour la 

détermination d’amorces PCR et son utilisation s’est étendue aux biopuces à ADN (Bontemps 

et al 2005, Dugat-Bony et al 2012b).  

Enfin, les logiciels doivent être suffisamment performants pour réaliser tous les tests 

de sélection des sondes sur des masses de données en constante croissance. Ainsi, plusieurs 

orientations émergent avec notamment le remplacement des étapes d’alignements, la 

possibilité de construire des bases de données dédiées (spécifiques de l’environnement 

exploré) pour les tests de spécificité et l’utilisation de nouveaux moyens de calcul. Ces 

derniers passent par l’utilisation de machines multi-processeurs via les bibliothèques de 

fonctions « Message Passing Interface » (MPI), ou les processeurs des cartes graphiques 

(General-purpose Processing on Graphics Processing Units, GPGPU). De même, il est 

possible désormais via le développement des architectures de type clusters ou grilles de calcul 
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de distribuer ces calculs à large échelle et à différents endroits géographiques. Ces nouvelles 

ressources ont d’ailleurs permis la parallèlisation d’un nouvel outil MetaExploArrays (Article 

partie ANNEXE) sur grille de calcul et dédié à la détermination de sondes pour POA, FGA et 

WGA (Jaiziri et al 2012). 

Ce chapitre montre donc qu’il existe une recherche bioinformatique très active dans le 

domaine de la conception de sondes pour biopuces à ADN. 
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PARTIE 3 : Développement d’un logiciel de sélection de 
sondes oligonucléotidiques  

1. Contexte 
L’essor spectaculaire des techniques moléculaires ces dix dernières années a 

révolutionné le domaine de l’écologie microbienne et la manière d’explorer la diversité du 

monde microbien. De nombreux outils, dits à haut-débit, ont été développés permettant de 

générer et d’analyser d’importantes quantités de données qui étaient auparavant inaccessibles, 

mais qui demeurent indispensables pour comprendre le fonctionnement des écosystèmes. Les 

nouvelles méthodes moléculaires à haut-débit comme les biopuces à ADN ou le 

développement de nouvelles approches de capture de gènes couplées au séquençage haut 

débit, démontrent être des outils pertinents pour explorer la diversité microbienne des 

environnements complexes (Roh et al 2010).  

Cependant, l’efficacité de ces méthodes moléculaires dépend entièrement des sondes 

sélectionnées. Du fait de l’augmentation constante du nombre de séquences déposées dans les 

bases de données qui doivent être prises en compte, les logiciels de détermination de sondes 

doivent être de plus en plus performants. A l’heure actuelle, la plupart de ces logiciels ne 

permettent pas de gérer ces grands jeux de données. En effet, l’étape d’alignement multiple 

permettant d’identifier des régions conservées devient rapidement irréalisable. De nouvelles 

stratégies basées sur l’identification de la fréquence des k-mers ont été développées et 

permettent de contourner cette contrainte (Bader et al 2011, Hysom et al 2012). De plus, la 

détermination de sondes exploratoires est indispensable pour pouvoir appréhender la diversité 

non répertoriée dans les bases de données. Actuellement, seuls les logiciels PhylArray 

(Militon et al 2007), HiSpOD (Dugat-Bony et al 2011) et Metabolic Design (Terrat et al 

2010) permettent une détermination de sondes dédiées aux biopuces phylogénétiques et 

fonctionnelles intégrant ce caractère exploratoire. Toutefois, ces outils nécessitent la 

réalisation d’alignements multiples pouvant limiter leurs utilisations. 

2. Objectif 
Une nouvelle stratégie pour la détermination de sondes dédiées à l’écologie 

microbienne a été envisagée. L’objectif était de proposer un nouveau logiciel offrant la 

possibilité de sélectionner des sondes oligonucléotidiques de qualité tout en intégrant le 
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caractère exploratoire. De plus, ce logiciel devait permettre d’effectuer la détermination des 

sondes à partir d’une masse importante de données et donc de s’affranchir de l’étape 

d’alignement multiple. Un service web et une version téléchargeable ont donc été développés 

apportant une plus grande flexibilité d’utilisation de l’outil. La stratégie employée repose sur 

(1) l’identification de mots (k-mers) longs (entre 18 et 31-mers) retrouvés, de manière exacte, 

uniquement dans le groupe ciblé (et absents d’un groupe non ciblé également fourni par 

l’utilisateur) ; (2) le regroupement des k-mers afin d’aligner les mots provenant strictement de 

la même région génomique. Ainsi, à partir de l’alignement multiple de chaque cluster, un mot 

consensus peut être défini, à partir duquel pourra être déduit l’ensemble des combinaisons 

possibles qui représentent les signatures exploratoires ou non ; (3) le test de la couverture et 

de la spécificité de chacune de ces signatures, évalué par rapport aux groupes ciblés et non-

ciblés, en autorisant un nombre maximal de différences entre la signature et la séquence cible 

ou non-ciblée. Ainsi, si cette distance est fixée à deux par l’utilisateur, l’ensemble des 

séquences du groupe cible présentant au maximum deux différences (mismatches ou gaps) 

avec la signature testée sont prises en compte pour le calcul de la couverture. De même, les 

séquences du groupe non-cible ayant jusqu’à deux différences sont considérées comme de 

potentielles hybridations croisées. 

L’ensemble de la stratégie mise en place a conduit au développement du logiciel 

KASpOD pour « K-mer based Algorithm for high-Specific Oligonucleotide Design ». Afin 

d’évaluer la performance de ce nouvel outil, différentes sondes utilisées pour la construction 

d’une biopuce phylogénétique ont été déterminées, en ciblant l’ensemble des genres 

procaryotes présents au sein de la base de données Greengenes (McDonald et al 2011). Il faut 

également noter que cet outil peut permettre la détermination de séquences 

oligonucléotidiques pour d’autres applications que les biopuces à ADN ou la capture de gènes  

comme la PCR ou encore les approches FISH. 

3. Principaux résultats 
Le travail réalisé a permis de proposer un nouveau logiciel de détermination de sondes 

oligonucléotidiques utilisant une stratégie originale de détermination des k-mers qui a donné 

lieu à une publication sous la forme d’une « Applications Note » dans le journal 

« Bioinformatics ». Le logiciel KASpOD est utilisable via une interface web (http://g2im.u-
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clermont1.fr/kaspod). Pour le traitement de grande masse de données une version 

téléchargeable pour une utilisation en local est également disponible sur ce même site. 

La performance du logiciel KASpOD a été validée via la détermination de sondes 

oligonucléotidiques de 25-mers en utilisant en entrée 252 183 séquences d’ADNr 16S 

extraites la base de données Greengenes définissant 1295 genres procaryotes. Au total, 22 613 

sondes non chevauchantes de 25-mers couvrant l’ensemble des séquences des genres ciblés  

ont été déterminées. Ces sondes sont disponibles pour les différentes applications citées 

précédemment. Le temps de calcul nécessaire au logiciel pour la détermination des sondes est 

relativement court. Les calculs soumis via l’interface web de KASpOD sont exécutés sur une 

machine multi-processeurs gérée par le CRRI (Centre Régional de Ressources Informatiques). 

Grâce aux 138 processeurs de 2,2Ghz et 2Go de RAM chacun, il faut compter, pour des 

sondes de 25-mers, et aucune différence autorisée (pour la couverture et la spécificité), 

environ 9min pour un genre procaryote contenant un nombre restreint de séquences (685), 

36min pour un jeu moyen (4733) et 53min pour un jeu de séquences plus conséquent (9528). 

Toutefois ce temps de calcul est dépendant de certains paramètres comme le nombre maximal 

de différences autorisées entre la signature et le groupe cible ou non-cible. Ainsi, si cette 

distance est fixée à deux, les temps de calculs précédents sont respectivement de 55min, 4,5h 

et 16h. D’autres paramètres influencent le temps nécessaire à la détermination de sondes 

comme la disponibilité du cluster de calcul. En effet, d’autres utilisateurs ont accès à cette 

machine et un système de file d’attente a été mis en place. Par ailleurs, la diversité de 

séquence au sein du fichier contenant les séquences ciblées est également un paramètre 

important. Une diversité importante implique des sondes plus dégénérées pour prendre en 

compte toute la variabilité de séquence à chaque site moléculaire. Ainsi, le nombre de sondes 

se retrouve augmenté et par conséquent les temps de calculs sont plus importants.  

D’une manière générale, KASpOD permet la sélection de plusieurs sondes pour chaque 

groupe de séquences donné en entrée. Une limite de KASpOD est qu’il ne permet pas de 

définir des sondes d’une taille supérieure à 31-mers. Aussi, afin de disposer de sondes longues 

permettant d’augmenter la sensibilité, une alternative serait d’appliquer la stratégie GoArrays 

(Rimour et al 2005) sur les sondes définies avec KASpOD. 
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ABSTRACT 
 
Summary: KASpOD is a web service dedicated to the design of signature sequences using a k-mer 
based algorithm. Such highly specific and explorative oligonucleotides are then suitable for various 
goals, including phylogenetic oligonucleotide arrays (POAs). 
 
Availability:  http://g2im.u-clermont1.fr/kaspod 
 
Contact: eric.peyretaillade@udamail.fr 
 
Supplementary Information: Supplementary data are available at Bioinformatics online. 
 
 

1. INTRODUCTION  

Environmental DNA microarrays, including Phylogenetic Oligonucleotide Arrays 

(POAs), are key technologies which are well adapted to profiling environmental communities 

(Dugat-Bony, Peyretaillade, et al., 2012). The extreme diversity of microorganisms, however, 

means that molecular community exploration or specific analysis of microbial groups are 

faced with a new challenge: designing group-specific probe sets which must harbour a high 

coverage (i.e. being able to hybridize with all the target sequences) and a high specificity, 

showing no cross-hybridizations with non-target sequences (Loy et al., 2008). Sensitivity (i.e. 

being able to detect even low abundance targets) and uniformity (i.e. uniform thermodynamic 

behaviours for all the probes) are also main criteria in the selection of the best probe set 

(Wagner et al., 2007). 

                                                           
*To whom correspondence should be addressed.  
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The development of comprehensive POAs requires integrating large datasets produced by 

metagenomics projects to assess the coverage and specificity of the probe set. Unfortunately, 

many available probe design programmes are not suitable to deal with such data (Dugat-

Bony, Peyretaillade, et al., 2012). To overcome this limitation two recent strategies have been 

implemented (Bader et al., 2011; Hysom et al., 2012). Despite major speed improvements 

both strategies are still not able to define explorative probes. They only define regular 

oligonucleotides found uniquely in the target group, whereas explorative probes take into 

account the sequence variability within the target group to define new combinations not yet 

deposited in public databases but potentially present in the environment.  

In spite of large amounts of data, our current vision of the microbial diversity is, indeed, 

still incomplete. This is partially explained by the tremendous diversity of microbial species, 

ecological niches and technological limits: detecting 90% of the richness in some complex 

environments could require tens of thousands of times the current sequencing effort (Quince 

et al., 2008). Microarrays coupled with explorative probe design strategies are, therefore, well 

suited to survey complete microbial communities, including microorganisms with 

uncharacterised sequences (Terrat et al., 2010; Dugat-Bony, Biderre-Petit, et al., 2012). 

Currently, the only software dedicated to POAs which allows the design of explorative 

probes, is the PhylArray programme (Militon et al., 2007) which relies on group-specific 

alignments prior to the probe design step to identify conserved probe-length regions. Building 

large multiple sequence alignments, however, represents a time-consuming task which is not 

compatible with high-throughput data. 

Here we propose KASpOD, a fast and alignment-free algorithm to detect group-covering 

signature sequences allowing the design of explorative probes. 

2. METHODS  

2.1 Usage 

KASpOD takes as input a target sequence set and a database of non-target sequences. 

The web interface accepts two parameters to design signatures: the oligonucleotide length 

(18-31-mer), and the edit distance between signatures and full-length sequences to perform 
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specificity and coverage evaluation steps. The edit distance is defined as the total number of 

differences, gaps and/or mismatches, allowed between the probe and its target.  

2.2 Algorithm 

KASpOD consists of three computational stages (Fig. 1). 

 

Fig. 1. The KASpOD programme workflow. 

2.2.1  Search for group-specific k-mers 

The first stage is the extraction of every k-mer from both the target and the non-target 

groups by using Jellyfish version 1.1.4 (Marcais and Kingsford, 2011). For large target groups 

(more than 100 sequences), a noise reduction step is performed to remove k-mers occurring 

only once. Every k-mer found in both groups is then removed from the signature candidates, 

as it occurs exactly in the non-target group. 

2.2.2  Consensus signature sequences building 

The second stage consists of clustering fully overlapping k-mers using CD-HIT 

version 4.5.4 (Li and Godzik, 2006) at an 88% identity clustering threshold. For each cluster a 

degenerate consensus signature is built taking into account sequence variability at each 

position. . 

2.2.3  Coverage and specificity evaluation 





Jérémie DENONFOUX                      Article 1 

116 

 

 

The last stage performs a coverage assessment of each degenerate consensus k-mer 

against the target group, by using PatMaN version 1.2.2 (Prüfer et al., 2008). Coverage is 

computed using the number of exact or non-exact (with at most the edit distance) matches in 

the target group. Specificity is assessed in the same way by comparing degenerate probes 

against the non-target group sequences. 

3. RESULTS 

We used KASpOD to design 25-mer probes for 1,295 prokaryotic genera based on the 

recently published Greengenes taxonomy (McDonald et al., 2012) (see Supplementary Data 1 

for complete procedure). Finally, 22,613 group-specific signatures were designed 

(Supplementary Table 2) and are freely available on the KASpOD website (http://g2im.u-

clermont1.fr/kaspod/about.php). This high-quality probe set could be used to build a POA to 

allow monitoring of complete prokaryotic communities in complex environmental samples. 

The probe set was not filtered using thermodynamic calculations, in order to let the users 

select the entire probe set, or subset, for their own applications, such as PCR, FISH, gene 

capture or in silico for rapid sequence identification. 

A runtime performance analysis of the web-service has been performed and results are 

available in the Supplementary Data 3.  

As KASpOD does not allow the generation of probes longer than 31 nucleotides, an 

interesting strategy would be to combine KASpOD and GoArrays (Rimour et al., 2005) in 

order to concate-nate two short probes with a random linker. This approach produces 

oligonucleotide probes as specific as short probes and as sensitive as long ones. KASpOD 

could, therefore, be used for applications such as Functional Genes Array (FGAs), offering 

the opportunity to generate group-specific and explorative probes allowing a broad coverage 

of multiple sequence variants for a given gene family. 
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SUPPLEMENTARY DATA 

Supplementary Data 1: Technical details about the prokaryotic oligonucleotide array 

(POA) construction from input data management to the probe design. 

Step 1: 16S rDNA database construction 
 
The current release of Greengenes (09-May-2011) containing 406,997 sequences was downloaded and 

extracted from the following URL: 
http://greengenes.lbl.gov/Download/Sequence_Data/Fasta_data_files/current_GREENGENES_gg16S_unaligned
.fasta.gz.  

 
Then, using a PERL script, only the sequences assigned to a genus were retained for further analyses. 

These 310,575 sequences were then sorted by genus into different FASTA files. For each genus, a clustering step 
was performed at a 100% identity threshold using CD-HIT in order to remove any redundancies. Moreover, only 
high-quality sequences were retained: 

- Sequence length greater than 1,200 nucleotides 
- Less than 1% of ambiguous nucleotides (N’s) 
 
After this processing pipeline, the 16S rDNA database contained 252,250 high-quality sequences. The 

clustering of the whole database at high-identity thresholds (99%, 98% and 97%) coupled with manual curation, 
allowed us to remove potentially badly assigned sequences. Furthermore, some microbial genera were clustered 
together, as they were hardly distinguishable on the basis of their sequences.  

 Eventually, 252,183 16S rDNA sequences were fed to KASpOD to perform the probe design. 
 
Step 2: Probe design 
 
Each genus was then used to perform a probe design with a stand-alone version of the KASpOD 

software. The non-target group was composed of the 252,183 16S rDNA sequences minus the target group (i.e. 
the genus being processed).  

 
The smallest target groups contained only one sequence (Arhodomonas, Methylosphaera, Roseisalinus, 

Subtercola and Thermopallium) with a file size of 2KB, whereas the largest was the Corynebacterium genus 
with 20,093 sequences and a file size of 33MB.  

 
Concerning the non-target groups, the largest was composed of 252,182 sequences with a file size of 

401MB and the smallest contained 232,090 sequences and had a file size of 368MB.  
 
Each genus represents one job and computations were distributed on a multi-processor computer 

(40CPUs). The whole design for the 1,295 microbial genera lasted 10 days.  
 
Step 3: Probe selection 
 
 The last stage consists of the probe set selection from the 3,242,105 candidate probes previously 

generated. Using a PERL script, probes were selected in order to build a probe set where each of the selected 
252,183 16S rDNA sequences were covered by at least three different probes.  

 
First step: the non-overlapping probes are selected within the probes showing no cross-hybridisations.  
 
Second step: while there are some 16S rDNA sequences which are not covered by at least three probes, 

the programme selects additional probes with increasing numbers of cross-hybridisations. During this step, the 
programme ensures that no more than two probes show significant cross-hybridisation with the same non-
targeted genus, thereby avoiding misleading interpretations of hybridisation data.  

  
Finally, 22,613 probes were selected which could be used to build a phylogenetic oligonucleotide 

microarray, or for other applications (PCR, qPCR, FISH, gene capture, in silico sequence identification). 
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Supplementary Table 2:  List of the 22,613 16S group-specific signatures designed. 
 

http://g2im.u-clermont1.fr/kaspod/16S_Greengenes_ProbeSet.xls 

 
Supplementary Table 3: Runtime performance analysis of the KASpOD’s web-service. 

 

 

Target Files: The small target file was composed of 685 16S rDNA sequences (1MB) belonging to the Stenotrophomonas genus. The medium target file was 
composed of 4,733 16S rDNA sequences (7.4MB) belonging to the Faecalibacterium genus. The large target file was composed of 9,528 16S rDNA sequences 
(15MB) belonging to the Pseudomonas genus. 

Non-Target Files: The non-target files were built using a reduced personal 16S rDNA sequences database without the Stenotrophomonas, Faecalibacterium and 
Pseudomonas genera. The small non-target file was constructed by randomly taking 500 sequences out of the database (740KB). The medium non-target file was 
constructed by randomly taking 5,000 sequences out of the database (7.2MB). The large non-target file was constructed by randomly taking 10,000 sequences 
out of the database (14MB). 

Nevertheless, the authors would like to emphasize that the run times are given for guidance and are dependent on many parameters (e.g. number of jobs on the 
cluster queue, heterogeneity of the target file or number of cross-hybridizations). The job status is therefore important for the user to know whether or not the job 
is running. 
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4. Discussion 

A l’heure actuelle, de nombreux logiciels de détermination de sondes pour biopuces à 

ADN sont disponibles, mais peu d’entre eux sont appliqués pour des études 

environnementales (Dugat-Bony et al 2012b, Lemoine et al 2009). Le développement de 

nouveaux logiciels, proposant des nouvelles stratégies permettant de répondre aux exigences 

et aux contraintes de l’écologie microbienne, apparaît donc nécessaire. C’est avec cet objectif 

que le logiciel KASpOD a été développé. Il offre de nouvelles opportunités en combinant les 

atouts de logiciels dédiés pour la détermination de sondes pour POA comme PhylArray 

(Militon et al 2007), ou pour FGA comme HiSpOD (Dugat-Bony et al 2011) et Metabolic 

Design (Terrat et al 2010), qui intègrent le caractère exploratoire des sondes tout en 

optimisant la recherche des hybridations croisées potentielles. Cependant, la stratégie 

développée au travers de KASpOD est différente de celles proposées pour les autres logiciels. 

En effet, la détermination des sondes ne se fait pas à partir du résultat d’alignements multiples 

de séquences, limitants pour des jeux de données importants, mais à partir de la recherche de 

motifs nucléiques (ou k-mers) spécifiques des séquences ciblées. Ces k-mers sont recherchés 

et extraits des séquences cibles données en entrée en utilisant l’outil Jellyfish (Marçais and 

Kingsford 2011). Une telle approche permet de fortement réduire les temps de calcul et 

l’usage de mémoire. KASpOD permet également de déterminer plusieurs sondes spécifiques 

pour chaque groupe de séquences en entrée. L’utilisateur ayant plusieurs sondes à sa 

disposition, il a la possibilité de choisir la ou les meilleures sondes sur des critères 

thermodynamiques (Tm, %GC…), la position sur le gène ou encore la confiance accordée aux 

résultats obtenus (hybridations croisées) notamment pour une application de type biopuces à 

ADN. 

Contrairement aux autres logiciels, les différents tests de couverture et de spécificité 

n’utilisent pas l’approche BLAST, mais PatMaN (Pattern Matching in Nucleotide databases) 

(Prufer et al 2008) qui est capable de rechercher rapidement et de manière exhaustive toutes 

les occurrences, exactes ou non, de courtes séquences nucléiques au sein d’un large jeu de 

données de séquences. En effet, PatMan peut récupérer les occurrences non exactes en 

permettant à l’utilisateur de fixer un nombre maximal de différences (gaps ou mismatches) 

qu’il autorise entre la séquence testée et la séquence de la base de données. De plus, cet outil 

est capable d’utiliser une séquence dégénérée comme requête contrairement au BLAST, qui 
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impose une analyse par combinaison non dégénérée. Actuellement déployable en local ou sur 

un cluster de calcul, KASpOD peut tout à fait évoluer vers un déploiement sur une grille de 

calcul permettant de réduire encore plus les temps de calcul. Le logiciel KASpOD se présente 

donc comme un nouvel outil performant pour disposer de sondes présentant une très bonne 

couverture, une grande spécificité et possédant le caractère exploratoire. Dans le cadre de 

l’écologie microbienne, et plus particulièrement de l’étude des environnements complexes, 

cette nouvelle stratégie de détermination de sondes présente toutes les qualités pour définir 

des sondes de qualité pour biopuces à ADN, ou pour assurer la capture de gènes. 
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PARTIE 4 : Développement d’une méthode innovante de 
capture de gènes en solution couplée à du séquençage haut-
débit pour l’exploration métagénomique ciblée des 
environnements complexes 

1. Contexte 
L’émergence des nouvelles techniques de séquençage (NGS) permet à l’heure actuelle 

d’étudier directement l’ADN total extrait d’un environnement (métagénome) sans passer par 

la construction de banques de clones nécessaire au séquençage par la méthode de Sanger  

(Edwards et al 2006). Ces NGS (Ansorge 2009, Glenn 2011, Metzker 2010, Shendure and Ji 

2008) offrent de nouvelles opportunités pour explorer et étudier les communautés 

microbiennes jusqu’alors non cultivées et non caractérisées au sein des environnements 

complexes (Eisen 2007, Eisen et al 2008, Sogin et al 2006, Venter 2004).  

Cependant, une exploration des environnements complexes dans leur globalité, 

nécessitent un effort de séquençage très important, dépassant les capacités actuelles des NGS 

(Quince et al 2008). De plus, la quantité importante de données générées, la longueur des 

lectures encore limitée (de 20 bases à 1kb avec le développement récent des NGS de troisième 

génération) ou le taux d’erreur de séquençage restent des problèmes majeurs notamment pour 

assurer l’assemblage des séquences et permettre la reconstruction de génomes ou de grandes 

régions d’ADN (Hoff 2009). A l’heure actuelle, l’utilisation de ces nouvelles technologies 

reste encore limitée pour explorer finement les environnements complexes et coûteuse pour 

de nombreuses structures de recherche (Bentley 2006, Roh et al 2010). Une alternative 

intéressante serait donc de pouvoir réduire la complexité des échantillons métagénomiques 

sans passer par la PCR, source importante de biais, en enrichissant spécifiquement les 

séquences nucléiques d’intérêt. Suite à cet enrichissement, les approches NGS pourront alors 

être mises en œuvre.  

2. Objectif 
Afin de proposer une nouvelle alternative en écologie microbienne pour l’étude des 

environnements complexes en lien avec l’essor des nouvelles méthodes de séquençage, 

l’objectif de ce travail a été de développer une nouvelle méthode de capture de gènes, utilisant 

des sondes sensibles, spécifiques et exploratoires, combinée au séquençage de deuxième 

génération. Actuellement, aucune approche de capture de gènes utilisant des sondes n’a été 
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appliquée sur des échantillons métagénomiques. Cette méthode, basée sur la capture de gènes 

en solution, représente une nouvelle approche moléculaire en écologie microbienne 

permettant de réduire la complexité des métagénomes étudiés et donc d’assurer une 

exploration ciblée des communautés microbiennes d’intérêt. Cette approche, tout en 

permettant d’explorer de manière exhaustive la diversité génétique de gènes d’intérêt,  

présente l’avantage d’assurer l’identification des régions flanquantes associées aux séquences 

ciblées. Il est alors possible, par la caractérisation de grandes régions d’ADN, de mettre en 

évidence de nouvelles organisations génomiques voire de reconstruire de nouveaux opérons et 

donc d’identifier de nouveaux gènes pouvant avoir un rôle dans une voie métabolique donnée. 

Il faut également noter que contrairement à la PCR qui nécessite l’identification de deux 

régions conservées pour définir deux séquences oligonucléotidiques, une seule peut être 

suffisante pour cette approche.  

Afin d’évaluer l’efficacité de cette nouvelle méthode, elle a tout d’abord été appliquée 

en ciblant et en enrichissant le gène codant pour la méthyl-coenzyme M réductase (mcrA) 

directement à partir du génome de la souche Methanosarcina acetivorans C2A. Par la suite, 

elle a été utilisée pour explorer la diversité des communautés méthanogènes impliquées dans 

la production de méthane au niveau de la zone anoxique d’un lac méromictique. 

3. Principaux résultats 
Les travaux ont conduit à la rédaction d’une publication soumise dans la revue « DNA 

research ». Cette étude s’est inscrite dans une problématique méthodologique, c’est-à-dire 

proposer un outil efficace et pertinent pour l’étude de la diversité des microorganismes des 

environnements complexes, et également biologique en relation avec la production de 

méthane. 

La validation de la méthode a été réalisée premièrement en enrichissant spécifiquement 

le gène mcrA (~1,6 kb) au sein du génome de la souche Methanosarcina acetivorans C2A 

(~5,8 Mb) en utilisant un jeu de six sondes déterminées par le logiciel HiSpOD (Dugat-Bony 

et al 2011) et ciblant différentes régions du gène. Suite à la capture, les cibles ont été clonées 

puis séquencées et analysées par qPCR. Suite aux deux cycles de capture 100% des séquences 

piégées et séquencées correspondent au gène mcrA. Ces résultats sont confirmés par 

l’approche de PCR quantitative qui montre un enrichissement de 461 et de 175 365 

respectivement pour le premier et le deuxième cycle de capture. Ces résultats traduisent 

l’efficacité de la méthode pour enrichir spécifiquement le gène mcrA à partir du génome de la 
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souche étudiée. Une deuxième validation a été réalisée en utilisant un jeu de 26 sondes ciblant 

toute la diversité du gène mcrA/mrtA présente dans les bases de données et permettant 

l’identification de variants géniques encore non identifiés. Ces sondes ont été utilisées pour 

étudier l’ADN métagénomique extrait de la zone anoxique du lac Pavin abritant des 

communautés d’archées méthanogènes. Sur les dix fragments capturés et clonés, cinq  

correspondent au gène mcrA avec des similarités significatives (99%) avec des séquences 

isolées auparavant par PCR au sein de ce même écosystème. De plus, ces séquences ont 

permis d’avoir accès aux régions flanquantes du gène mcrA, avec des portions couvrant les 

gènes mcrG et mcrC (gènes de l’opéron codant pour la méthyl-coenzyme M réductase) ou 

mettant en évidence un gène (fmdC) adjacent à l’opéron mcr et impliqué dans la 

méthanogénèse hydrogénotrophe. Ces résultats mettent en avant le potentiel de l’approche 

pour enrichir significativement l’ADN métagénomique en séquence mcrA, mais également 

pour capturer de grandes régions génomiques permettant d’explorer les régions adjacentes du 

gène ciblé. 

Afin de d’évaluer la pertinence de l’approche capture de gènes, celle-ci a été comparée 

à une approche métagénomique directe et à une approche PCR utilisant des amorces 

universelles du gène mcrA. Environ 100 000 lectures pour chaque approche ont été générées 

puis traitées pour être au final regroupées au sein d’OTUs à un seuil de 91% au niveau 

protéique. Une diversité totale de 58 OTUs a été observée avec seulement 1 OTU provenant 

de l’approche métagénomique directe, 40 OTUs de l’approche PCR et 44 OTUs de l’approche 

capture. L’analyse phylogénétique a montré que toutes les séquences identifiées par 

l’approche PCR étaient affiliées au niveau de trois ordres différents alors que l’approche 

capture a permis de caractériser des séquences correspondant à ces trois mêmes ordres, mais 

également à celui des Methanobacteriales. Ces résultats montrent donc une évaluation plus 

exhaustive de la diversité par l’approche capture en comparaison avec l’approche PCR 

l’approche métagénomique directe. De plus, une approche d’assemblage des séquences issues 

de la capture a permis de reconstruire des contigs permettant d’explorer les régions 

flanquantes du gène mcrA. Il a ainsi été possible d’identifier la séquence de gènes adjacents 

mais également de mettre en évidence une organisation génétique encore jamais décrite chez 

les archées méthanogènes. Ces résultats soulignent la pertinence de l’approche capture de 

gènes pour explorer la diversité des communautés microbiennes d’intérêt, et ceci de manière 

plus complète que ne le permettent les approches moléculaires classiques comme la PCR. 

Grâce à cette étude, il a pu aussi être montré que l’approche peut être facilement couplée à des 
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approches de séquençage massif pour évaluer la diversité totale d’un écosystème et/ou pour 

assurer la reconstruction de grandes régions génomiques. Celles-ci peuvent mettre en lumière 

de nouvelles organisations génétiques traduisant éventuellement l’existence d’adaptations 

métaboliques particulières chez les microorganismes étudiés ou d’identifier de nouveau gènes 

potentiellement impliqués dans les voies métaboliques ciblées. 
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Abstract  

Next-Generation Sequencing (NGS) provides faster acquisition of metagenomics data but 

complete exploration of complex ecosystems remains difficult due to the extraordinary 

diversity of microorganisms. To reduce the environmental complexity, we present a method 

based on the Solution Hybrid Selection (SHS) principle combined with NGS to characterise 

DNA fragments harbouring biomarkers of interest. Enrichment performance was evaluated 

both on a Methanosarcina strain and a metagenomic sample from a meromictic lake, by 

capturing fragments containing the methyl coenzyme M reductase subunit A gene (mcrA), the 

biomarker of the methanogenesis. Methanogen diversity was compared with random-shotgun 

and mcrA-based amplicons pyrosequencing strategies. The SHS approach allowed the capture 

of DNA fragments reaching 2.5kb with an enrichment efficiency of between 41 and 100%, 

depending on the sample complexity. With the same sequencing effort, SHS detected a 

broader mcrA diversity and allowed efficient detection of the rare biosphere. By 

reconstructing contigs, we identified novel genetic organisations around the mcrA biomarker. 

This method will be helpful to explore phylogenetic and functional diversity in metagenomic 

samples and reveal gene linkage useful for better understanding of adaptive processes.  

Keywords: α-subunit of the methyl-coenzyme M reductase / metagenomics / sequence 

capture / 454 pyrosequencing / microbial diversity 
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1. Introduction 

Microorganisms play a crucial role in biosphere functioning. They represent a very diverse 

group of organisms living on earth 1,2. Although the study of isolated species over the last 

century has delivered large and interesting results about microbial genetics, physiology, 

biotechnology and molecular biology, the diversity and structure of complex microbial 

communities are still poorly understood. This is historically due to our inability to culture 

most microorganisms using standard microbiological techniques 1,3. Consequently, while 

there are probably millions of bacterial species on the planet, to date only a few thousand have 

been formally described 4. 

The emergence of culture-independent techniques, such as metagenomics 5, circumvents the 

problem of unculturability, and transcends previous studies on individual organisms to focus 

on microbial communities present in an environment. Metagenomics was applied to enrich 

our knowledge of environmental microbiology by exploring the structural (gene/species 

richness and distribution) 6 and functional (metabolic) 7 profiling of complex environmental 

microbial communities. Based on unselective (shotgun analysis) or targeted (activity-driven 

and sequence-driven studies) methods, metagenomics tries to link genome information with 

structure, function and relationships among microbial populations 8,9. 

The recent development of NGS technologies allows researchers to study genetic materials 

recovered from environmental samples without the preparation of a metagenomic clone 

library 10. Furthermore, they allow the analysis of a greater amount of sequence information 

because they have a higher throughput and lower cost than other methods 11. Nevertheless, 

Quince et al. 12 highlight that covering 90% of the richness in some hyper-diverse 

environments by NGS metagenomics, could require tens of thousands of times the current 

sequencing effort. In addition, the short and massive amount of metagenomic sequence reads 

(between 20 and 700 bases depending on the platform) can be problematic for assembling and 

identifying complete Coding DNA Sequence (CDS) and/or operon structure 13. One 

promising alternative could be to reduce the environmental sample complexity by enriching 

the desired genomic target before sequencing.  

Currently, several strategies of genomic-scale sequence enrichment have been reported 14. The 

more efficient methods rely on complementary hybridisation of nucleic acid capture probes to 

the targeted DNA sequences. They use either solid phase hybridisation 15-17, or solution phase, 



 

 

 

Figure 1. Schematic comparison of targeted capture methods applied to classical direct 
selection of individual genomic loci (human for instance) (A) and our new approach for 
metagenomics targeting (B). The enrichment through microarray and the SHS of large 
genomic regions within complex eukaryotic genomes, as described in A, uses specific tiling 
probes to targeted resequencing genomic loci for copy number variation (CNV) and single 
nucleotide polymorphism (SNP) detection. Our SHS method (B) uses the design of specific 
variants and explorative probes across a targeted biomarker to enrich specifically large DNA 
fragments from complex metagenomic DNA. Captured DNA fragments are sequenced in 
order to explore biomarker diversity and adjacent flanking regions. The red rectangles 
indicate the targeted regions 
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also known as Solution Hybrid Selection SHS 18,19, with the aim of ascertaining genetic 

variation by specifically enriching and resequencing regions from complex eukaryotic 

genomes.  

To the best of our knowledge, only high throughput enrichment methods based on Polymerase 

Chain Reaction (PCR) products have been applied to target functional genes in complex 

environments 20. But none are using oligonucleotides capture probes to specifically enrich 

targeted genes from a complex environmental genomic DNA: therefore, we propose a new 

application of this methodology in the context of microbial ecology (Fig. 1A) to specifically 

capture DNA fragments harbouring known or unknown genetic biomarkers of interest (Fig. 

1B). We hypothesised that the use of variant specific and explorative probes 21,22 would allow 

a better description of the overall diversity of biomarkers (including the rare biosphere and 

unknown sequences), and would facilitate the discovery of new genes associated to the 

targeted ones via the reconstruction of adjacent DNA regions. This should lead to better 

diversity coverage not influenced by PCR biases, as generally encountered in amplicons 

sequencing 23,24. This strategy will yield an increased sequence coverage over target regions 

(not limited to a specific DNA region as for PCR enrichment), and an overall lowering of the 

cost per target, which is not the case in a shotgun sequencing.  

In the present study, we describe the first adaptation of the SHS capture method for the 

selective enrichment of a target-specific biomarker from a complex environmental 

metagenomic DNA. We chose to develop this method by targeting the alpha subunit of the 

methyl coenzyme M reductase (mcrA) gene coding for the enzyme involved in the final step 

of methanogenesis, arranged in a single transcriptional unit designating the mcr operon which 

is highly conserved among all methanogens 25,26. We surveyed its diversity in a permanently 

stratified crater lake located in the French Massif Central (Lake Pavin), where both the 

sediments and the anoxic water column contribute to methane production 27. To highlight the 

broad benefit of this new method, compared to the more classical ones, the pyrosequencing of 

products from three methods was assessed: the present SHS method, a classical random-

shotgun metagenomic approach, and mcrA-targeted amplicon sequencing survey, were 

applied to the same environmental sample.  
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2. Materials and methods 

2.1. Capture probe design and synthesis 

Two sets of capture probes were designed: the first for targeting the mcrA gene from the 

Methanosarcina acetivorans C2A genome (GenBank accession no. AE010299) and the 

second for targeting the mcrA sequences pool from environmental samples. The first set of 

capture probes consisted of six high specific 50-mer probes named P1 to P6 targeting six 

distinct zones of the M. acetivorans C2A mcrA gene (Table S1). They were designed using 

HiSpOD software 28. Adaptor sequences were added at each end, resulting in 80-mer hybrid 

probes consisting of 5′-ATCGCACCAGCGTGT(X)50CACTGCGGCTCCTCA-3′ with X50 

indicating the specific capture probe.  

The second set of capture probes consisted of 26 probes (one 49-mers and twenty-five 50-

mers) designed to target all mcrA and mrtA (encoding the alpha subunit of the methyl 

coenzyme M reductase isoform II, MCRII) (Table S2).  

Oligonucleotides were purchased from Eurogentec S.A. (Belgium). The RNA probe 

preparation was done as described by Gnirke et al. 19.  

 

2.2. Preparation of biological samples and libraries  

Two biological models were used in this study: the M. acetivorans C2A strain (DSM 2834) 

and the Lake Pavin located in the French Massif Central (45°29′74″N, 2°53′28″E). The M. 

acetivorans C2A strain was cultivated using the medium 304 

(http://www.dsmz.de/microorganisms/medium/pdf/DSMZ_Medium304.pdf) according to the 

manufacturer’s instructions. Genomic DNA (gDNA) from the strain was extracted using the 

Easy DNA kit (Invitrogen) whereas environmental DNA was extracted from 350mL of 

freshwater collected from Lake Pavin at 90m depth as described by Dugat-Bony et al. 28 

Libraries were prepared using Roche’s GS FLX Titanium General Library Preparation Kit 

(Roche Applied science) according to the manufacturer’s instructions, starting with 5µg of 

DNA sheared by nebulisation. DNA fragments were selected by size using AMPure beads 

(Beckman Coulter genomics). After purification, fragment end polishing, adaptor ligation (A 

and B adapter-keys; Table S1) and fill-in reaction according to the standard procedure, the 
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libraries were PCR-amplified with the 454 Ti-A and 454 Ti-B primers (Table S1). The cycle 

conditions were 3min at 93°C followed by 20 cycles of 15sec at 93°C, 1min at 58°C, 8min at 

68°C and a final elongation step at 68°C for 6min. The amplified libraries were then purified 

with AMPure Beads (Beckman Coulter Genomics) and stored at -20°C until use.  

For the amplicons library, mcrA fragments were PCR-amplified on total community DNA by 

using the mcrA-specific primer pair MM_01 / MM_02 29 (Table S1). Obtained amplicon was 

run on a 2% (wt/vol) agarose gel and the ~500bp-sized product was purified using a 

QIAquick gel extraction kit (Qiagen) followed by an AMPure Beads purification (Beckman 

Coulter Genomics) according to the manufacturer’s instructions. DNA was quantified by 

fluorometry for both metagenomics and amplicon libraries, using a Quant-iT PicoGreen 

dsDNA assay kit (Invitrogen). The DNA quality and size distribution was assessed on an 

Agilent Bioanalyzer High Sensivity DNA chip (Agilent Technologies). 

 

2.3. Hybridisation capture and elution 

For each SHS-capture method library a mix of 2.5µg of salmon sperm DNA (Ambion) and 

500ng of DNA library in a 7µL final volume was denatured 5 min at 95°C and held 5min at 

65°C before adding of 13µL prewarmed (65°C) hybridisation buffer (10X SSPE, 10X 

Denhardt’s Solution, 10mM EDTA and 0.2% SDS) and 6µL freshly prepared of biotinylated 

RNA probes (500ng). After 24h at 65°C, 500ng of washed M-280 Dynabeads coated with 

streptavidin (Invitrogen) were added to the hybridisation mix and incubated 30min at room 

temperature (RT). Beads were magnetically pulled down using a magnetic stand (Ambion) 

and washed once 15min at RT with 500µL of 1X SSC/0.1% SDS, followed by three 10min 

washes at 65°C with 500µL of prewarmed 0.1X SSC/0.1% SDS. Captured DNA was eluted 

with 50µL of 0.1 M NaOH for 10min at RT and purified on a QIAquick column (Qiagen) in a 

final volume of 20µL. A 2.5µL aliquot was subjected to 15 cycles of PCR amplification using 

454 Ti-A and Ti-B primers as described above.  

 

2.4. Sanger sequencing and data analysis 

PCR products were cloned using the TOPO TA cloning kit (Invitrogen). Plasmids were 

screened for high-size inserts by digestion with EcoRI and then sequenced using the Sanger 
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method on MWG DNA sequencing services (Ebersberg, Germany). Sequences were 

processed and joined using the Staden package programme 30, and primer sequences were 

removed from paired-end consensus sequences. The mcr sequence data retrieved from 

environmental application of the SHS method to Lake Pavin, were deposited in the GenBank 

database under accession numbers JQ404494, JQ404495, JQ404496, JQ404497 and 

JQ404498, as well as the sequence of the mcrA-fmd spanning region fragment, under 

accession number JQ425691. 

 

2.5. 454 GS FLX Titanium sequencing and data analysis 

DNA samples were sequenced using the GS FLX Titanium platform at the Centre Jean Perrin, 

on the "GINA" platform (part of GENTYANE platform, labeled IBISA since 2009: BP 392, 

63011 Clermont-Ferrand, France), according to the manufacturer’s specifications. 

Pyrosequences were trimmed using the PRINSEQ-lite PERL script 31 for quality filtering and 

de-replication of reads using parameters described in the preprocessing chart 

(http://prinseq.sourceforge.net/Preprocessing_454_SFF_chart.pdf).  

Functional assignment and enrichment performance was assessed by performing a BLASTX 

query 32 against a database containing 12,603 McrA protein sequences downloaded from the 

Genbank database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) using WWW-Query (http://pbil.univ-

lyon1.fr/search/query_fam.php) to perform an advanced keyword search. Reads showing 

>40% identity over 100 or more amino acids were considered as McrA sequences. Chimera 

detection was done using the UCHIME program 33 with a stringent threshold score of 5. 

Sequences containing possible frameshifts were identified by using the “–w 20” BLAST 

option and disabling low complexity filters. Amino acid sequences without frameshifts were 

extracted from BLAST results and only the sequences which passed this filter were chosen for 

further phylogenetic analysis.  

The sequence data from pyrosequencing strategies were deposited in the NCBI as a Short 

Read Archive (SRA) project under accession no. SRA049219. 

 

2.6. Phylogenetic analysis and tree construction 
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All SHS-method and metagenomics sequences related to McrA were compared to a sequence 

obtained from the amplicon approach based on the amino acid alignment using the ClustalW2 

alignment method 34 driven by the Seaview version 4 programme 35 to select those showing at 

least 100 amino acid in common with this reference sequence. Only overlapping regions of 

remaining amino acid sequences, plus all amplicon pyrosequences and 29 McrA sequences 

previously identified from the same sampling depth and downloaded from GenBank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), were fed to CD-HIT 36 to assign them to Operational 

Taxonomic Units (OTUs) using a complete linkage clustering method at 91% cut-off value 
27,37. 

 One representative sequence of each OTU was subsequently chosen using CD-HIT 

output to build a phylogenetic tree under Seaview 4 35 using the neighbor-joining method 38,39 

and then bootstrapped with 1,000 trials. Closely related sequences available from GenBank 

(http://www. ncbi.nlm.nih.gov/) were included in the phylogenetic trees to decipher microbial 

community diversity. A final tree was drawn in MEGA version 5 40.  

 

2.7. qPCR experiments for enrichment and methanogen abundance calculation 

The assays conducted in 20µL consisted of 5µL of DNA sample or standard mcrA PCR 

product (from 5×107 copies to 50 copies, covering 8 log of dynamic range for each gene), 

10µL of 2X MESA Green qPCR for SYBR assay mixture (Eurogentec S.A) and 0.2µM 

forward and reverse primers. They were carried out using a thermo cycling protocol with an 

initial step of 95°C for 5min, followed by 40 cycles of denaturation at 95°C for 15sec, 

annealing at melting temperature of each primer sets for 15sec and elongation at 68°C for 

30sec. The samples and each point of the standard curve were quantified in triplicate. The 

primer sets are described in the Table S3. Data analysis was achieved with Realplex software 

version 1.5 (Eppendorf Inc.) and MxPro qPCR software 4.10d (Agilent technologies). Based 

on the ∆∆Ct method 41, relative enrichments (R) were calculated according to R=2-∆∆Ct. This 

relative quantification method established a mean Ct value comparison of the mcrA (target 

gene) to the fmdA (non-target gene distant from 500kbp upstream the mcrA gene) for the 

0.5kb fragment size clone library as a calibration (∆Ct). ∆Ct comparison of samples prior and 

after capture, referred as ∆∆Ct, gave a resulting unit showing a fold change describing 

relative capture enrichment.  



 

 

 

 

Figure 2. Schematic representation of mcr operon fragments on (A) Methanosarcina 
acetivorans C2A gDNA and (B) Lake Pavin metagenomic DNA. Primer pairs used for 
fmdA (1) and mcrA (2) quantification as well as mcrA-fmdC region (3) amplification are 
symbolized. Dashed arrows indicate the sequence coverage of each of the five clones 
retrieved from the environmental sample (B). P1 to P6: Positions of the six capture probes in 
mcrA gene of M. acetivorans (see Supplementary Table S1 for probes sequence).  
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2.8. SHS de novo read assembly 

The filtered reads from the SHS were assembled with Newbler version 2.6 (Roche Applied 

Science) using the stringent assembly parameters of 60 bases overlap and 95% overlap 

identity, and using the '-rip' option to force Newbler to place each read uniquely into one 

contig. Functional assignment of contigs and singletons was performed by a BLASTX query 
32 against our database containing the 12,603 McrA protein sequences. Prediction of mcrA 

gene location within contigs and singletons was performed using a BLASTN query 42 against 

the genome of Candidatus Methanoregula boonei 6A8 (Methanomicrobiales order, accession 

no. NC_009712), Methanosaeta concilii GP-6 (Methanosarcinales order, accession no. 

CP002565) and Methanosphaera stadtmanae DSM 3091 (Methanobacteriales order, 

accession no. CP000102) as references. Only contigs extending beyond mcrA of at least 100 

nucleotides were kept for a new BLASTX 32 analysis against the non-redundant protein 

sequences database (nr) in order to identify putative open-reading frames within the flanking 

regions. 

 

3. Results 

3.1. Development of an SHS method for genomic-scale sequence enrichment  

3.1.1. Method validation: mcrA gene enrichment from Methanosarcina acetivorans C2A 

genomic DNA. We performed the initial validation of our enrichment strategy by capturing 

the mcrA gene from a 1 to 3kb fragment size clone library of the completely sequenced 

methanogenic Methanosarcina. acetivorans C2A strain, using a minimal probe set spanning 

different non-overlapping regions of the gene (Fig. 2A). The qPCR reactions revealed a 

relative enrichment in mcrA sequences by at least a factor of 461 times after the first cycle of 

capture and of at least 175,365 times after the second. Furthermore, as the M. acetivorans 

C2A genome has a size close to 6Mbp (5,751kbp) and hosts a single mcrA gene copy, the 

probability of randomly sequencing this gene from a 1 to 3kb fragment size clone library, 

should be approximately in the range 0.02 to 0.05%. By using our solution-based DNA 

capture-enrichment method, and working on this isolated species, the likelihood could 

increase to 7.8 to 23% after the first cycle, and should reach 100% after the second. 
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The DNA sequence of fragments retrieved after the second cycle of capture was controlled by 

the cloning-sequencing method. Six clones were sequenced and all had a perfect 

correspondence to the mcrA gene from M. acetivorans C2A, reinforcing the efficiency of the 

two iterative cycles of capture. Sequence assembly of captured fragments yielded a contig of 

1,834bp containing the nearly complete mcrA gene (1,645bp) and its 3’ non-coding region 

(189bp). After validating this approach, we further tested the performance of the method by 

enriching mcrA sequences from a complex methanogenic freshwater environment.  

3.1.2. Environmental application: mcrA sequence enrichment from a methanogenic lacustrine 

environment (Lake Pavin). The freshwater sample used for the construction of the 

environmental DNA library was collected in the anoxic zone at 90m depth, where it 

encountered the highest methanogen diversity in such a lacustrine environment 27. The mcrA 

sequence enrichment was conducted using an improved probe set, covering all known mcrA 

sequences and able to target new variants with explorative probes (Table S2). The efficiency 

of the mcrA enrichment was controlled by the cloning and sequencing of the second capture 

product. Five out of the ten sequenced clones with the largest inserts (size ranging from 2,041 

to 2,493bp) included mcrA sequences. All positive clones showed a ~1,500bp common zone 

corresponding to the mcrA gene, but also harboured upstream or downstream regions 

containing other genes (Fig. 2B). BLAST analysis of mcrA sequences against the NCBI nr 

database revealed that they are very similar (99% similarity) to mcrA sequences previously 

retrieved from this ecosystem (accession nos. GQ389949, GQ389912 and GQ389806) 27. The 

closest relative to mcrA, mcrG and partial mcrC sequences from cultured methanogen, 

belonged to Candidatus Methanoregula boonei 6A8 (>85%, 84% and 81% similarity 

respectively): this is an hydrogenotrophic species belonging to the Methanomicrobiales order 

and first isolated from an acidic peat bog 43. Furthermore, the fmdC gene fragment identified 

821 bp downstream the target gene (Fig. 2B) shared 77% identity with the subunit C of the 

formyl methanofuran dehydrogenase gene of this species. This gene has been located on the 

reference genome (GenBank: CP000780.1) at almost 300kbp from the mcr operon. It should 

be noted that such an organisation with the fmd operon located just downstream from the mcr 

operon, has never yet been described in methanogen genomes. In order to exclude the 

possibility of chimera formation during metagenomic library amplification, a PCR fragment 

spanning the mcrA–fmdC region was obtained directly from the initial metagenomic DNA 

sample, using two specific primers (Fig. 2B, Table S1). The sequencing of the 821bp PCR 



 

 

 

Table 1. Summary statistics from 454 pyrosequencing 
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product (JQ425691) confirmed the organisation revealed by the SHS method (100% identity 

with the captured DNA fragment). 

Our results highlighted the efficiency of the capture method to enrich targets out of a complex 

environmental genomic mixture, and the capacity to extend beyond the initial targeted 

biomarker gene sequence. Additionally, the SHS method coupled with NGS technologies was 

used to assess the depth of coverage of the archaeal mcrA diversity from a complex 

ecosystem. 

3.2. Metagenome exploration using large genomic-scale sequence enrichment coupled 

to NGS 

The benefit of the SHS method in terms of diversity coverage, compared to more classical 

approaches, was further examined by sequencing the capture product of our SHS method. A 

new random-shotgun DNA metagenomic library adapted for pyrosequencing (fragment sizes 

around 500bp) was prepared for the SHS and for direct sequencing (shotgun metagenomics 

approach). From the same metagenomic DNA sample, mcrA PCR products were also 

amplified with the primer set MM_01-MM_02 29. Sequencing (captured DNA fragments, 

metagenome and amplicons) was performed using the 454 GS FLX Titanium technology, 

generating a slightly different amount of raw data with an average length ranging from 414 to 

471 bases. After pre-processing, their number was almost the same for all three approaches 

(Table 1). 

3.2.1. Functional assignment and enrichment performance. Only three reads (0.003% of total 

reads) from the random-shotgun sequencing approach corresponded to the mcrA gene, 

whereas for the SHS method 50,727 reads were identified as mcrA sequences (41.32% of 

reads) and almost all sequences for the amplicons approach (119,409 reads, being 99.98%).  

For mcrA diversity evaluation, however, we only analysed high-quality sequences (no 

chimera, no frameshift), and all the problematic reads were subsequently excluded. 

3.2.2. Methanogen diversity and abundance. In total, this concerned 1 read from 

metagenomics, 11,442 reads from the SHS method and 38,807 reads from amplicons. 

Furthermore, 29 additional sequences (referred as Pavin90m) from a previous study isolated 

at 90m depth and produced with the same PCR primer set 27 were included in the analysis. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 3. Venn diagram showing the number of unique and shared OTUs 
for in-solution capture method (SHS), PCR based strategy (Amplicons), 
and sequences isolated at 90m depth from a previous PCR-based study on 
Lake Pavin (Pavin90m) 27. Venn diagram was processed using Venny 
(http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.html). 
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Following the clustering method, 127 distinct OTUs were observed, of which 58 were kept 

for further detailed phylogenetic analysis as they contained more than one sequence, including 

also the metagenome which contained a single final read. Among these 58 OTUs, 44 were 

detected from the SHS method, 40 from the amplicons approach, 1 from metagenomics and 3 

from Pavin90m sequences. The SHS method and amplicons shared 27 OTUs, including the 3 

determined from Pavin90m sequences (Fig. 3). In contrast, the remaining 31 OTUs were 

specific to a single method: 1 for the metagenome, 17 for the SHS and 13 for the amplicons 

(Fig. 3).  

The 58 OTUs covered four lineages encompassing Methanobacteriales, Methanomicrobiales, 

Methanosarcinales, and a putative fourth lineage referred as Novel Order. Most were closely 

related to the Methanomicrobiales order (48 OTUs, 98.6% of the total input sequences). Of 

the 48 OTUs, the OTU3, OTU10 and OTU17 formed a distinct branch within this cluster 

(Fig. 4), and they were closely related to cultured methanogens species which also show an 

insertion event within their McrA protein sequence (Fig. S1). Both the SHS and amplicons 

strategies clustered sequences in the most abundant OTUs (Fig. 5). These abundant OTUs 

represented respectively 94% and 98% of the total sequences for each approach. The 

Methanosarcinales (2 OTUs; Fig. 6A) grouped into two distinct branches related to the 

reference acetoclastic species Methanosaeta concilii GP6 (85 and 87% similarity with OTU9 

and OTU18 respectively). The most abundant was the OTU9 clustering, with 0.83% of the 

total SHS reads versus 0.005% for the total amplicons reads (Fig. 5). In contrast, the putative 

Novel Order (5 OTUs; Fig. 6B) was dominated by OTU13 clustering with 1.39% of the total 

amplicons sequences, versus 0.13% for the total SHS reads (Fig. 5). Despite the substantial 

sequencing effort for amplicons, no sequences belonging to the Methanobacteriales order 

were recovered from this approach. These sequences were obtained only from the SHS 

sample (Fig. 6C) where they were clustered in 3 OTUs with one showing 90% similarity to 

MrtA sequences (MCR isoenzyme encoded by the mrt operon) of Methanosphaera 

stadtmanae DSM 3091 44, and the remaining two showing 77 to 79% identity to MrtA 

sequences of Methanobacterium lacus affiliated to the Methanobacteriales order and isolated 

from the sediments of Lake Pavin 45. These sequences represented 0.19% of total SHS mcrA-

related sequences, with the most abundant OTU78 clustering 0.11% of the total SHS reads 

(Fig. 5).  



 

Figure 4. Phylogenetic analysis of deduced McrA amino acid sequences obtained from PCR, 
SHS and Pavin90m strategies showing evolutionary distance within the order 
Methanomicrobiales. Evolutionary history was inferred using the neighbour-joining method 38,39 
(NJ, Poisson distance model) using Seaview software 35. The final tree was drawn in MEGA 5 40. 
The bars represent a 5% sequence divergence. Numbers at the nodes represent bootstrap values 
>60% (1,000 resamplings). The number of amino acid sequences assigned to each OTU is given in 
brackets, together with the name of the strategies for obtaining them. McrA amino acid sequence 
from Methanosarcina barkeri (AAZ69867), uncultured methanogenic archaeon clone Lak19-ML 
(CAH68744), Methanobrevibacter smithii (ABQ87220) were used as outgroups and Methanopyrus 
kandleri (AAM01870) as an outgroup for rooting the tree. Bold arrows indicate dominant OTUs. 
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The GC content on the mcrA genes ranging from 50.4 to 61.1% for amplicons and from 37 to 

63.2% for SHS, in comparison with the mcrA database ranging from 36.2 to 67.2%  indicates 

that SHS is probably less affected by GC composition than PCR approach. 

In parallel, qPCR based experiments were performed to precisely describe the methanogen 

abundance in Lake Pavin in relation with the most abundant OTUs from the different orders 

when specific primers could be determined (Table S3). Results were compared against the 

relative sequences abundance obtained previously for the selected OTUs with amplicons and 

SHS. The OTU2 selected encompassing the Methanomicrobiales order showed a similar 

abundance pattern between qPCR and amplicons (33.5% and. 28.62%) in contrast to SHS 

(11.87%). In contrast, for the second Methanomicrobiales OTU (OTU7), SHS relative 

abundance (8.02%) was closest to qPCR result (3.6%) while amplicons sequences clustered 

within this OTU were detected at only 0.05%. The same trend is observed for the OTU9 

corresponding to the Methanosarcinales. No significant difference could be observed for 

OTU13 (Novel Order). Finally, no amplification during qPCR experiment could be obtained 

for the OTU78 belonging to Methanobacteriales. However, we succeeded to validate the 

presence of this OTU in lake Pavin by successive PCR cycles followed by PCR products 

cloning and sequencing (100% identity). This result indicates that Methanobacteriales could 

be rare in this ecosystem.  

3.2.3. De novo assembly of SHS reads. In order to reconstruct contigs and demonstrate the 

ability of our method to explore the genetic organisation adjacent to the targeted mcrA gene, 

de novo assembly was performed using pyrosequencing reads obtained by the SHS method 

(Table 2). We identified 693 contigs harbouring mcrA genes ranging from 301 to 1639 bases. 

Diversity analysis showed a similar distribution to the previously described analysis obtained 

for unassembled sequences (data not shown). By mapping the sequences on complete 

reference genomes belonging to Methanomicrobiales, Methanosarcinales and 

Methanobacteriales orders (no genome was available for the Novel Order), we identified 

contigs extending in the mcrA flanking regions (Fig. 7). Upstream sequences were all 

identified as a part of the mcrG gene. We also characterized two adjacent ORFs located at 200 

bases downstream from the mcrA gene on the same orientation coding respectively for a DtxR 

family iron (metal) dependent repressor and a DOMON domain-containing protein. The DtxR 

sequences were closely related (76 to 83% identity) to Methanosphaerula palustris E1-9C 

(accession no. ACL16981) belonging to the Methanomicrobiales order. On the reference 



 Figure 5. Graphic representation associated to numerical values illustrating the relative abundances 
pattern related to the dominant OTUs within the four methanogen orders for targeted capture method 
(SHS) and PCR-based strategy (amplicons).  

 

Figure 6. Phylogenetic analysis of deduced 
McrA amino acid sequences obtained from 
PCR, SHS and Pavin90m strategies, 
showing evolutionary distance within the 
order Methanosarcinales (A), Novel Order 
(B) and Methanobacteriales (C). 
Evolutionary history was inferred using the 
neighbour-joining method 38,39 (NJ, Poisson 
distance model) using Seaview software 35. 
The final tree was drawn in MEGA 5 40. The 
bars represent 5% sequence divergence. 
Numbers at the nodes represent bootstrap 
values >60% (1,000 resamplings). The 
number of amino acid sequences assigned to 
each OTU is given into brackets, together 
with the name of the strategies for obtaining 
them. McrA amino acid sequence from 
Methanopyrus kandleri (AAM01870) was 
used as an outgroup for rooting the tree. Bold 
arrows indicate dominant OTUs. 
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genome of this species, the gene has been located ~700kbp downstream to the mcr operon. 

The sequences of DOMON domain-containing protein are closely related (74 to 80% identity) 

to Methanosaeta concilii GP-6 (accession no. AEB67518), belonging to Methanosarcinales 

order. On the reference genome of this species, the gene has been located ~50kbp downstream 

to the mcr operon. 

4. Discussion 

We presented the first attempt to capture specific-target DNA from a complex environmental 

metagenome using a modified SHS capture method coupled to NGS. Our data showed that the 

relative enrichment factor can be multiplied by applying two cycles of capture, to reach 

175,365 times, which was superior compared to previous studies using a single cycle 18,19 and 

more efficient than that developed by Summerer et al. 46 using microarray-based capture. 

When applied to the anoxic layer of Lake Pavin, where Archaea accounted for 17% of DAPI-

stained cells 47 of which only a fraction corresponded to methanogens, our SHS strategy 

demonstrated its ability to specifically enrich mcrA sequences. The SHS strategy, allowed us 

to identify changes in genomic organisation which are not easily accessed by other 

approaches, except strain isolation or perhaps with deep metagenomic sequencing.  

The random-shotgun metagenomics approach clearly demonstrates that many hundreds of 

thousands of additional single reads would have been necessary in order to estimate the 

biodiversity of the methanogen community inhabiting this environment. The SHS experiment 

contained a much higher level of mcrA data thus providing a solid taxonomic basis for 

studying the diversity of methanogens. Finally, PCR is the most effective enrichment 

approach with approximately 100% of amplicons corresponding to the biomarker, 

demonstrating the specificity of the primers used 29. 

The comparison of the overall methanogen communities retrieved with both SHS and 

amplicon strategies revealed similar patterns with a high abundance and high diversity of 

Methanomicrobiales sequences (more than 98% of the total sequences representing 48 

OTUs). This data is in accordance with the study realised by Biderre-Petit et al. 27. High 

throughput sequencing, however, reveals methanogen diversity to be much more important 

than previously described by amplicons library and Sanger sequencing 27. It is important to 

notice that the amplicons sequencing approach, even with high throughput sequencing, missed 

all taxonomic groups assigned to Methanobacteriales, as well as certain assigned to 



Table 2. Summary statistics from de novo assembly 

 

 

 

 

Figure 7. Graphic overview of sequence coverage analysis of de novo SHS read assembly 
against the reference genomes of Candidatus Methanoregula boonei 6A8, Methanosaeta 
concilii GP-6 and Methanosphaera stadtmanae DSM 3091. Shown is the mcrA gene as well 
as the adjacent genomic organisation (top) and coverage depth distribution (bottom). 
Coverage on the mcrA gene as well as on the flanking regions is shown in black arrow. 
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Methanosarcinales indicating a possible bias of mcrA primers. This often leads to significant 

underestimation of true community diversity 24,48. SHS seems very efficient to target rare 

sequences as demonstrated for Methanobacteriales and does not appear to be influenced by 

genes GC content.  As already demonstrated for microarrays approaches 21,22,49, the use of 

more extensive explorative capture probe sets in future work could avoid the limitation of 

sequence availability, and make possible the detection of a large number of previously 

uncharacterized microbial populations. Moreover, results retrieved with SHS and amplicons 

were correlated by the qPCR analysis.  

We also used a de novo SHS read assembly to explore the flanking regions of the targeted 

gene, and we identified ORFs (dtxR and DOMON domain) downstream from the mcrA which 

were not normally described adjacent to the mcr operon in nucleotide databases. The 

particular genomic organisation observed, probably linking methanogenesis to electron 

transfer process and Fe homeostasis within the anoxic layer of the Lake Pavin, should reflect 

a particular adaptation to this environment. More experiments are needed, however, to 

validate this hypothesis.  

With the emergence of third generation sequencing platforms and the possibility to sequence 

longer DNA sequences without library construction 50,51, the SHS strategy should provide real 

benefits to link genomic structure and function in microbial communities.  

 

Supplementary data: Supplementary data are available at 

www.dnaresearch.oxfordjournals.org. 
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4. Discussion 
L’approche moléculaire de capture de gènes a démontré sa pertinence pour assurer un 

enrichissement significatif des séquences ciblées. En effet, dans notre étude en partant d’un 

échantillon métagénomique complexe nous avons pu obtenir une efficacité d’enrichissement 

supérieur à 40% du biomarqueur de la méthanogénèse. Cette étude comparative a clairement 

démontré les difficultés à décrire la diversité de façon exhaustive par le séquençage direct de 

l’ADN métagénomique. Afin d’avoir une vision globale de la diversité des communautés 

méthanogènes au sein de cet environnement, des millions de lectures supplémentaires auraient 

été nécessaires, en accord avec les conclusions tirées des travaux initiés par Quince et al. 

(2008) sur les efforts de séquençage à fournir pour explorer la diversité microbienne. 

Cette stratégie a aussi permis, contrairement aux approches classiques utilisant la 

PCR, d’explorer de manière plus exhaustive les communautés méthanogènes. Un tel résultat a 

été rendu possible grâce au fait que cette approche s’affranchit des biais occasionnés par les 

méthodes basées sur la PCR. En effet, l’efficacité de ces dernières est intimement liée au 

choix des amorces et à la part relative de chaque communauté à identifier au sein de 

l’écosystème. Ainsi, l’utilisation de la capture a permis d’identifier de nouvelles séquences 

non répertoriées dans les bases de données mais également d’accéder à des méthanogènes 

rares. Une autre limitation des approches PCR, levée par l’approche capture, est la taille des 

séquences pouvant être identifiées. En effet, la longueur des amplicons obtenus n’est pas 

toujours suffisante pour caractériser précisément les communautés microbiennes (Wommack 

et al 2008). L’approche capture, permettant quant à elle d’obtenir des fragments de grande 

taille, un nombre de sites moléculaires du biomarqueur ciblé plus important est donc 

disponible pour entreprendre l’identification phylogénétique des communautés.  

Enfin, l’exploitation des régions flanquantes au gène mcrA a permis la caractérisation 

de gènes impliqués dans des processus métaboliques en lien avec les conditions physico-

chimiques du lac Pavin. La possibilité d’identifier de grandes régions d’ADNg représente 

l’autre atout majeur de cette approche de capture. En effet, ces régions peuvent inclure 

plusieurs gènes pouvant faire partie de la même unité transcriptionnelle et donc permettre de 

donner des pistes pour l’annotation fonctionnelle de nouveaux gènes à séquences inconnues  

mais associés à des gènes codant pour des protéines à fonction connue (Korbel et al 2004, 

Overbeek et al 1999). Une telle approche représente une alternative pour la prédiction de la 

fonction des gènes. Actuellement, la prédiction de fonction des gènes est généralement basée 
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sur une recherche d’homologie de séquences dans les bases de données en utilisant 

notamment les outils BLAST (Altschul et al 1990) mais en gardant à l’esprit qu’un grand 

nombre de séquences sont mal annotées (Valencia et al 2009). De même, du fait de la 

connaissance partielle de l’extraordinaire diversité des microorganismes dans les 

environnements, il a été montré que suite au séquençage direct de métagénomes, environ 30 à 

60% des protéines ne pouvaient être clairement identifiées avec une fonction connue en 

utilisant les bases de données actuelles (Vieites et al 2009).  

Cette méthode peut être facilement multiplexable et automatisable pour assurer la 

capture de plusieurs échantillons en même temps. Cette technique a démontré son potentiel en 

enrichissant spécifiquement un gène d’intérêt au sein d’un échantillon complexe et elle 

s’impose comme une stratégie de choix en écologie microbienne pour l’étude des 

communautés microbiennes en s’affranchissant des biais PCR. Il est également possible de 

l’appliquer pour la capture de biomarqueurs phylogénétiques comme par exemple l’ARNr 

16S, permettant ainsi d’explorer finement la structure des communautés microbiennes. De 

même, l’utilisation de KASpOD permettra d’affiner la sélection des sondes de capture 

intégrant le caractère exploratoire, en terme de couverture et de spécificité, de rapidité et sur 

le choix de différents critères thermodynamiques. 

Enfin, l’émergence du séquençage de troisième génération devrait faciliter l’obtention 

de données sur de très grandes régions d’ADN capturées et améliorer encore nos 

connaissances sur le monde microbien. 
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Conclusions et perspectives 

L’immense réservoir génétique des communautés microbiennes renferme des 

capacités métaboliques uniques leur permettant de s’adapter à tous types d’environnement. 

Les microorganismes participent activement aux grands cycles biogéochimiques assurant 

ainsi le bon fonctionnement des écosystèmes. Ils jouent également un rôle dans les  

changements globaux notamment par le biais de la production de gaz à effet de serre, qui 

vient s’ajouter à celle générée par les activités anthropiques intensives. Du fait de l’intérêt 

grandissant des pouvoirs publics pour le changement global et les émissions de gaz à effet de 

serre, de nombreuses recherches sur des stratégies permettant de réduire les émissions de 

méthane voient le jour. L’objectif est de mieux comprendre les mécanismes mis en jeu au 

niveau de la production de méthane par les méthanogènes et leurs implications dans le cycle 

du carbone.  

De plus, les méthanogènes, du fait de leurs associations syntrophiques, pourraient 

participer à l’élimination de polluants issus de l’utilisation intensive des énergies fossiles. 

L’exploitation des capacités microbiennes, notamment de biodégradation des hydrocarbures 

aromatiques polycycliques en anaérobiose, représente donc un potentiel très intéressant pour  

la mise en place de stratégies de bioremédiation pour la restauration des environnements 

contaminés. Néanmoins, le développement de ces stratégies nécessite une meilleure 

connaissance du monde microbien passant par l’utilisation de techniques adaptées en raison 

de son extrême diversité. Au cours de ce travail de thèse, les avantages et les inconvénients de 

chacune des techniques actuellement disponibles en écologie microbienne ont pu être décrites. 

Il est apparu important de pouvoir tirer parti du potentiel même de ces méthodes comme les 

biopuces à ADN ou le séquençage massif, afin de proposer de nouvelles stratégies 

d’exploration de la structure et de la fonction des communautés microbiennes. Il faut 

également noter qu’un grand nombre d’approches de biologie moléculaire nécessite 

l’utilisation d’oligonucléotides comme sondes ou comme amorces. Il apparaît essentiel de  

disposer de logiciels performants pour une détermination efficace de ces séquences 

oligonucléotidiques tel que nous l’avons présenté au travers du chapitre du livre. Toujours 

dans le but d’améliorer la détermination de ces séquences, nous avons développé un nouveau 

logiciel de sélection de sondes adapté aux problématiques environnementales. Ce logiciel, 

nommé KASpOD, combine les critères de sensibilité, de spécificité et le caractère 
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exploratoire pour la détermination d’oligonucléotides de qualité, et cette détermination peut 

être réalisée à partir de grands jeux de données. 

Tirant partie de cette expertise sur la détermination de sondes, les travaux menés au 

cours de cette thèse ont conduit au développement d’une nouvelle méthode d’étude des 

échantillons métagénomiques. Cette approche, appelée capture de gènes en solution, présente 

de nombreux avantages pour étudier la diversité des communautés microbiennes à partir 

d’échantillons environnementaux complexes. La capture offre la possibilité de cibler 

spécifiquement des populations microbiennes difficilement accessibles par d’autres approches 

et de décrire des organisations géniques pouvant être à la base de mécanismes d’adaptations. 

La méthode a été validée en utilisant un jeu de 26 sondes de 50-mers ciblant toutes les 

séquences codant pour la méthyl coenzyme M réductase. Le couplage avec le séquençage 

haut débit a permis une exploration exhaustive des populations de méthanogènes au sein d’un 

environnement lacustre, le lac Pavin. Cette approche a révélé une très grande diversité de 

méthanogènes (plus de 40 OTU) appartenant à quatre ordres différents. En comparaison à une 

approche métagénomique directe, qui n’a permis d’identifier qu’un seul OTU, ou à une 

approche amplicons ne révélant la présence que de trois ordres, la capture a clairement montré 

son efficacité pour assurer une meilleure évaluation de la diversité microbienne, notamment 

des populations peu représentées. En effet, les conditions physico-chimiques particulières du 

lac Pavin au niveau de sa zone anoxique et proche des sédiments (pH, salinité, température) 

peuvent être propices à l’existence de microniches abritant la biosphère rare. Les faibles 

températures prévalant à 90m de profondeur (~5°C), qui sont largement en dessous des 

optimums de croissance des Methanobacteriales (Borrel et al 2012), peuvent expliquer une 

sous-représentation de ce type de méthanogènes au sein de cet environnement. Ces 

méthanogènes seront donc confinés à des microniches. De même, il est possible que d’autres 

communautés de méthanogènes comme les Methanomicrobiales, présentes à cette profondeur 

dans le lac Pavin, soient plus compétitives que les Methanobacteriales en présence des faibles 

concentrations en H2, généralement rencontrées à cette profondeur.  

Outre la possibilité de pouvoir explorer rapidement et efficacement la diversité des 

communautés microbiennes à un très haut-débit, l’utilisation de la capture de gènes pour 

identifier de larges régions d’ADN génomique peut favoriser l’identification de nouveaux 

gènes mais aussi la compréhension de processus adaptatifs liés à l’environnement. Ainsi, il a 

pu être mis en évidence pour certaines populations de méthanogènes du lac Pavin, des 
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associations potentielles entre la métathanogénèse et l’homéostasie du Fer. La proximité 

relative entre les gènes impliqués dans la régulation du métabolisme du fer et l’opéron mcr, 

ainsi que les conditions physico-chimiques particulières du lac Pavin (très riche en Fer 

dissous), permettent de supposer une adaptation particulière de la méthanogénèse aux 

conditions ferrugineuses de cet environnement complexe. Dans la colonne d'eau du lac Pavin, 

le cycle du fer implique la formation de particules de fer oxydé et réduit. Il a été proposé que 

les particules de fer ferrique, riche en PO4 et formées dans la partie inférieure de l'interface 

entre la zone oxique et anoxique, sédimentent jusqu'à la surface des sédiments où elles 

seraient réduites et re-solubilisées (Michard et al 1994). Les particules de fer réduit (pyrite, 

FeS2), protovivianite (Fe3(PO4)2) et sidérite (FeCO3), ne peuvent pas être solubilisées avec les 

conditions présentes dans les zones profondes du lac Pavin et ces dernières s’accumulent donc 

dans les sédiments. La zone profonde anoxique du lac Pavin est donc très riche en fer dissous 

Fe(II) avec des concentrations supérieures à 1mM à 90m (Bura-Nakić et al 2009). Les 

communautés méthanogènes (notamment les hydrogénotrophes) pourraient donc tirer 

bénéfice de ces concentrations en fer en rivalisant avec des communautés ferro-réductrices, 

compétitrices directes des méthanogènes pour l’acquisition des substrats issus de la 

fermentation (Lehours et al 2009)  

Les résultats obtenus au cours de cette thèse ouvrent de nombreuses perspectives tant 

en bioinformatique qu’en écologie microbienne. La détermination de sondes reste au cœur de 

nombreuses techniques (FISH, PCR, biopuces ADN, criblage de banques métagénomique et 

capture de gènes) et nécessite des logiciels pouvant gérer les flux massifs de données issues 

du séquençage nouvelles générations. KASpOD a apporté de nombreuses optimisations en 

terme de temps de calcul et pourrait évoluer vers le déploiement sur des architectures plus 

puissantes de type grilles de calcul. Actuellement, KASpOD est déployé sur un cluster 

composé de 140 CPUs hébergé au Centre Régional des Ressources Informatiques (CRRI) de 

Clermont-Ferrand. Une perspective intéressante serait de pouvoir bénéficier du potentiel des 

architectures parallèles comme par exemple la grille de calcul « Enabling Grid for E-sciences 

» (EGEE), réunissant 250 partenaires dans le monde entier générant une capacité totale de 40 

000 CPUs et plusieurs Petabits de stockage. Cette augmentation des capacités de calculs offre 

la possibilité de considérer un plus grand nombre de critères assurant la sélection de sondes 

performantes. Parmi ces critères, il est possible de citer les paramètres thermodynamiques ou  

les structures secondaires des sondes et des cibles qui, pour être évaluées, demandent de longs 

temps de calcul. La prise en compte d’un maximum de critères par le logiciel pourrait donc 
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limiter le nombre de sondes nécessaires à la détection de chaque gène ciblé. Il faut cependant 

garder à l’esprit que la thermodynamique des hybridations des acides nucléiques reste mal 

connue, notamment s’agissant des réactions au niveau de l’interface liquide/solide (Pozhitkov 

et al 2007). Malgré des caractéristiques thermodynamiques définies comme étant de bonne 

qualité, une sonde peut donc conduire à des résultats erronés (e.g. absence d’hybridation avec 

la cible). Pour s’affranchir de cette limite, la stratégie actuelle consiste à sélectionner un 

groupe de sondes permettant de cibler différentes régions de chaque gène (Chou 2004). 

Cependant, la mise en œuvre de cette stratégie est dépendante du gène ciblé et peut dans 

certains cas s’avérer difficile en raison, par exemple, de la taille et de la diversité des 

séquences au sein du groupe ciblé ou des critères (e.g. taille, paramètres thermodynamiques) 

auxquels doivent répondre chaque sonde. Une autre amélioration, liée à l’évolution constante 

des bases de données internationales comme GenBank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), EMBL (http://www.ebi.ac.uk/embl/) et DDBJ 

(http://www.ddbj.nig.ac.jp/), serait d’intégrer au logiciel la recherche automatique des 

séquences utilisées pour la détermination des sondes. Malheureusement, la mauvaise qualité 

des bases de données internationales ne les rend pas directement exploitable. Il est donc 

nécessaire de constituer des bases de données de qualité en termes de séquences mais aussi 

d’annotation (taxonomique et/ou fonctionnelle). Nous avons pu montrer que la détermination 

de sondes de qualité pouvait permettre la mise en place d’une nouvelle approche 

d’exploration de la diversité microbienne à travers la capture de gènes. Cette approche s’est 

montrée plus efficace que la PCR (amplicons) et l’approche directe de séquençage de 

métagénome. Cette méthode généraliste peut être appliquée à n’importe quel gène cible afin 

d’assurer l’exploration taxonomique et/ou fonctionnelle de tous les types d’environnements. 

De plus, les sondes produites pour cibler un type de gène peuvent être réemployées pour 

d’autres études. Ainsi, les sondes de capture mcrA sont actuellement utilisées pour explorer la 

diversité des méthanogènes chez le ruminant. En effet, les activités agricoles et 

particulièrement l’élevage des ruminants, contribuent à la production annuelle de méthane à 

hauteur de 17% (Conrad 2009). Il est estimé que la production globale de produits 

alimentaires issus de l’élevage des ruminants va continuer à augmenter, et notamment la 

production laitière qui pourrait doubler d’ici 2050. Ces prévisions laissent présager de fortes 

répercussions environnementales liées à une demande imortante de la part des pays 

développés en produits agricoles issus de l’élevage. De nouvelles stratégies sont en train 

d’émerger pour promouvoir des solutions alternatives afin de limiter la production de CH4 
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chez les ruminants. Ce projet, nommé Crédit, est financé par l’Agence Nationale de la 

Recherche (ANR) et est porté par le Dr. Diego MORGAVI de l’INRA de Clermont-Ferrand/ 

Theix. Outre son impact sur l’environnement, la production de méthane dans le rumen est  

connue depuis longtemps comme une perte d’énergie pour l’animal (entre 4 et 6% de 

l’énergie alimentaire). Il a été montré que la synthèse de méthane peut être réduite en 

modifiant le processus fermentaire au sein du rumen. C’est avec cet objectif que des stratégies 

nutritionnelles commencent à être employées dans le domaine de l’élevage (Beauchemin et al 

2008). En effet, le remplacement des fourrages par des aliments concentrés, l’utilisation de 

lipides, ou encore l’utilisation d’extraits de plantes ont démontré une réduction de la 

production de méthane (Eugène et al 2008, Machmüller 2006, Martin et al 2006). L’objectif 

du projet consiste à diminuer la production de méthane chez le ruminant grâce à l’utilisation 

d’une alimentation supplémentée avec un principe actif produit par un champignon. Une 

partie du projet consiste donc à étudier, par la méthode de capture de gènes ciblée sur le gène 

mcrA, les communautés méthanogènes du rumen pour comprendre les mécanismes mis en jeu 

lors de ce régime alimentaire et qui permettent la réduction de la production de méthane. 

Une autre perspective intéressante de la capture de gènes serait de l’appliquer pour 

cibler le biomarqueur le plus étudié, le gène codant l’ARNr 16S. C’est avec cet objectif qu’un  

premier jeu de sondes généralistes est actuellement testé sur divers environnements  

(symbiome microbien d’arthropodes : collaboration Sylvain Charlat, Laboratoire de Biométrie 

et Biologie Evolutive (LBBE) à Villeurbanne ; rumen collaboration Diego Morgavi, INRA de 

Clermont-Ferrand Theix ; stations d’épurations : collaboration Denis Le Paslier Genoscope 

Evry ; environnements lacustres : collaboration Corinne PETIT LMGE Clermont-Ferrand). 

Enfin, au-delà des questions biologiques pour lesquelles le développement de 

l’approche capture de gènes en solution a été entrepris, différentes considérations d’ordre 

technologique sont à considérer afin d’améliorer encore cette nouvelle méthode. La première  

concerne le multiplexage de la technique, de manière à pouvoir disposer d’une méthode à haut 

débit permettant de traiter simultanément plusieurs échantillons. Ce multiplexage passe par 

une automatisation de la méthode en plaque 96 puits pour la préparation en amont des 

banques d’ADN utilisées pour la capture mais également pour les différentes étapes de phase 

de capture (hybridation en solution, sédimentation magnétique…). Différents protocoles 

optimisés commencent à voir le jour et permettent la production de banques d’ADN à 

moindre coût, comme celui assurant l’obtention de 192 banques en une seule journée pour un 
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prix de 15$ (Rohland and Reich 2012). Ces méthodes, combinant des aspects biologiques à 

des développements en robotique et en automatisme, ouvrent de réelles perspectives pour 

l’automatisation de la capture de gènes en solution. Pour optimiser cette nouvelle approche, il 

est également nécessaire d’améliorer la spécificité de l’approche en jouant sur les différentes 

séquences d’adaptateurs associées aux sondes et nécessaires à la préparation des banques. Il 

s’agit notamment de limiter les phénomènes d’hybridations aspécifiques dues à ces séquences 

(Rohland and Reich 2012). Pour cela, deux stratégies alternatives sont envisagées. La 

première consiste à préparer des banques d’ADN à l’aide d’adaptateurs plus courts 

comportant une séquence étiquette pour un éventuel multiplexage, et des sites moléculaires 

d’ancrage assurant l’incorporation par PCR des séquences utilisées pour le séquençage. La 

seconde alternative consiste à utiliser des oligonucléotides qualifiés de « bloquants », qui 

s’hybrident de manière complémentaire au niveau des adaptateurs au cours de l’hybridation 

empêchant ainsi les hybridations aspécifiques au niveau de ces adaptateurs. Ces 

oligonucléotides ont également la particularité de posséder un didésoxynucléotide en leur 

extrémité 3’ empêchant l’initiation de toute polymérisation. Cette optimisation de la 

spécificité d’hybridation est particulièrement utile dans le cadre des études 

environnementales, qui emploient des échantillons métagénomiques très complexes. Enfin, la 

capture, en permettant de piéger de grands fragments d’ADN ainsi que l’émergence des 

technologies de séquençage de troisième génération, devrait permettre de séquencer en une 

seule fois ces longues molécules d’ADN et donc de s’affranchir de l’étape d’assemblage. 

En résumé, les résultats obtenus au cours de cette thèse lient le développement d’outils 

innovants à l’acquisition de données massives sur les populations microbiennes productrices 

de méthane. Ces populations montrent une très forte diversité avec probablement l’occupation 

de microniches écologiques insoupçonnées jusqu’à présent. D’autre part, la compréhension du 

développement de ces méthanogènes dans différents environnements pourrait permettre la 

mise en œuvre de nouvelles stratégies visant à réduire production de méthane dans le cadre du 

changement global, ainsi qu’à utiliser leurs potentialités métaboliques pour la réhabilitation de 

sites pollués.  
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Abstract—Oligonucleotide arrays are miniaturized DNA 
microarrays that consist of a small solid surface onto which are 
spotted thousands of short single-stranded DNA fragments 
called oligonucleotide probes. Each probe must be specific and 
sensitive to hybridize only to its complementary target allowing 
the rapid identification and quantification of targets in 
complex samples. Probe design is a crucial step in successful 
oligonuclrotide array experiment. However, with the rapid 
growth of environmental databases (metagenomics programs 
coupled to next generation sequencing) the selection of 
oligonucleotide probes becomes a very difficult task. The 
computational capacity requirements of probe design 
algorithms have thus hugely increased. Consequently, the use 
of parallel and distributed architectures can considerably 
reduce the complexity and the computational time of these 
algorithms. In this paper we present a new efficient algorithm 
of oligonucleotide probe selection for an individual specific 
nucleic acid sequence or a group of sequences. We used a 
model driven engineering approach to simultaneous design of 
thousands of sensitive, specific, isothermal and explorative 
probes, on both PC, multiprocessor, cluster and grid 
computing. 

Keywords-meta-programming; model driven engineering; 
parallelization; oligonucleotide probe design; explorative probes, 
thermodynamic, complex environments. 

I.  INTRODUCTION  

The latest biodiversity estimate predicts about 9 million 
species on our planet [11]. However, only less than 2 million 
species were already described scientifically. Most non-
described species are microorganisms which are widely 
found in almost all environmental habitats present in nature, 
even the most extreme. They play a critical role in the 
ecosystems functioning. However, the study of this huge 
microbial biocomplexity and the great number of existing 
microorganisms requires the use of high-throughput 
molecular tools allowing simultaneous analysis.  

DNA microarrays are currently one of the most 
promising approaches to address this task. These approaches 
are based on the ability of complementary strands of DNA to 
hybridize to one another in solution with high specificity. 
Oligonucleotide arrays can study the presence, or the 

expression levels of several thousands of genes, combining 
qualitative and quantitative aspects in only one experiment. 
Oligonucleotide arrays have been widely used for gene 
detection, gene expression quantification and profiling 
environmental communities in a flexible and easy-to-use 
way. 

The probe selection is a difficult task that must exploit 
newly available high-density microarray formats. 
Oligonucleotide arrays can currently contain up to 4 million 
probes. These probes are usually between 20 and 70 bases 
long. Good oligonucleotide probes must have the following 
two properties: sensitive and specific. 

The sensitivity of a probe represents its capacity to 
produce a strong signal if its complementary target is present 
in the sample hybridized. The sensitivity generally increases 
with probe length. However, the specificity generally 
decreases with probe length. The sensitivity decreases on the 
possibility of the formation of stable secondary self-
structures by the probe and also by the target limiting the 
interaction for the duplex formation.  

The specificity of oligonucleotide probes remains the 
main factor of the probes quality measure for the majority of 
users and probe design algorithms [6]. A specific probe 
mustn't produce significant signal if its complementary target 
doesn't exist in the sample hybridized. It mustn't cross-
hybridize to other targets. To check probe specificity, 
algorithms such as BLAST [1] or suffix array method are 
usually used. Low complexity regions such as those 
containing long homopolymers1 or a large number of bases 
G and C, may also affect probe specificity and must 
therefore be avoided [18]. 

All probes in a microarray experiment must have similar 
thermodynamic behaviors to obtain the best hybridization 
efficiency. They must be as uniform as possible [17] because 
they will hybridize under the same conditions (salt 
concentration, temperature, etc.). Probes must have 
homogeneous structural properties such as probe length, G + 
C content, melting temperature or binding capacities. 

The use of specific probes in oligonucleotide arrays 
allows us to simultaneously study several thousand known 
organisms. However, it is also important to design 

                                                           
1 A homopolymer is a sequence of identical bases, like “AAAAAA”  





explorative probes that can detect unknown sequences in 
environmental samples and anticipate genetic variations [3]. 

Here, we present a large-scale oligonucleotide probe 
design method. Our approach allows the design of both 
known and explorative high quality oligonucleotide probes, 
for one or a group of nucleic acid sequences. Selected probes 
are specific, sensitive and isothermal. We introduced an 
efficient parallelization method to design probes for large 
groups of nucleic acid sequences. We used a model driven 
engineering approach to automatically generate source 
codes, to select oligonucleotide probes on one of the 
architectures: PC, multiprocessor, cluster or grid computing. 

II. RELATED WORKS AND LIMITATIONS  

Functional Gene Arrays (FGAs), targeting key genes 
encoding enzymes involved in metabolic processes, as well 
as Phylogenetic Oligonucleotide Arrays (POAs), targeting 
the SSU rRNA genes, are known as the main approaches to 
study the microbial diversity in complex environments [17]. 
Several oligonucleotide probe design algorithms have been 
proposed to select probes for phylogenetic or functional 
arrays. 

The PROBE_DESIGN tool of the ARB software package 
[7] was proposed to design probes with a length of 10 – 100 
nucleotides. First, a target group of organisms must be 
specified. All possible signature sequences are then searched. 
Finally, selected probes can be matched against a database 
using the ARB Probe Match software. The Tm and the GC-
content of probes are checked. ARB also provides a set of 
already published probes, each targeting distinct 
phylogenetic groups. However, this tool doesn't allow 
selecting explorative probes and it is not well suited for large 
scale oligonucleotide probe design. 

The PRIMROSE [2] program is a Perl application 
proposed to identify both 16S rRNA probes and PCR 
primers. PRIMROSE is especially useful for the design of 
degenerate probes. First, a multiple alignment is produced 
for a given group of sequences. Every probe is subsequently 
tested against an input database, to detect potential cross-
hybridizations and to verify the coverage of the targeted 
group of sequences. PRIMROSE doesn’t check possible 
secondary structures, the low complexity or the Tm of the 
selected probes. 

OligoArray (v 2.1) [13] is a Java program that designs 
specific oligonucleotide probes at the genomic scale. It 
selects probes for an individual sequence. This program 
takes a FASTA file of non-redundant sequences as input. 
This file is used for the design and to check the specificity of 
probes. OligoArray uses the Blast program and a 
thermodynamic approach to check the specificity of probes. 
It uses OligoArrayAux2  to predict stable secondary 
structures. OligoArray only allows the design of 
oligonucleotides for use on microarrays for gene expression 
profiling. 

ROSO [12] is a C program used to design 
oligonucleotide probes, at the genomic scale, using Blast 
program to check the specificity of each probe. It selects 

                                                           
2 http://mfold.rna.albany.edu/?q=DINAMelt/OligoArrayAux 

probes for an input sequence according to their Tm, GC 
content, stable secondary structures and homopolymers. 

ORMA (Oligonucleotide Retrieving for Molecular 
Applications) [14] is one of the most recent tools proposed 
for probes design. This program is composed of a set of 
scripts developed under Matlab. ORMA was first applied to 
the design of probes targeting 16S rRNA genes. It can also 
be used on any set of highly correlated sequences. ORMA 
uses Blast program to check the oligonucleotides specificity, 
but it doesn’t check homopolymers or secondary structures 
of the oligonucleotides selected. 

All of these programs allow designing only known 
probes. A few tools such as PhylArray [5] [10] were 
designed with the possibility of designing explorative probes. 
This algorithm selects probes for a group of SSU rRNA 
sequences to globally monitor known and unknown bacterial 
communities. PhylArray uses a multiple sequence alignment 
to construct a degenerate consensus sequence of a group of 
sequences. All possible oligonucleotides are then generated 
from this consensus sequence. The oligonucleotides obtained 
are finally checked for cross-hybridization using Blast 
program. For large groups of sequences, the probes selection 
can take several days. The low complexity, the GC content 
and the secondary structures are not checked by PhylArray. 

Among these probes design algorithms, we can 
distinguish approaches used to select probes for a single 
input sequence and approaches used to select probes for a 
group of sequences. The probes selection for a single 
sequence can often take only few minutes for a single design. 
However the probes design for a large group of sequences 
often requires a considerable computation time and can take 
up to few days for only one design. These approaches make 
an intensive use of time consuming bioinformatics 
algorithms such as a BLAST [1] used against a large 
database of sequences. These approaches require important 
computing resources especially when dealing with complex 
environments [19]. For this kind of application, distributed 
architecture like clusters or Computing Grids [15] provide an 
efficient approach to meet the continuously evolving 
computational needs of bioinformatics [4] [9]. 

Oligonucleotide microarrays, with the opportunity to 
survey both known and unknown microorganisms through 
explorative probe design, are one of the most powerful 
approaches for a better understanding of microbial 
community functioning. However, the most proposed 
approaches for probe design don’t select explorative probes. 
These approaches allow studying only known 
microorganisms with available sequences in public 
databases. However, the vast majority of microbial species is 
still non-described and is not represented by sequences in 
public databases. 

Even in PhylArray which was designed to select 
exploratory probes, the quality of these probes is not tested 
and several important criteria for the selection of efficient 
probes are not taken into account (secondary structures, 
homopolymers, GC content, etc.). Consequently, it is very 
important to improve this innovative concept of explorative 
probes and systematically integrate it into probe design 
methods. 





In this work, we present a new approach that allows 
selecting oligonucleotide probes for a specific nucleic acid 
sequence or a group of nucleic acid sequences. All probes 
selected are sensitive, specific and isothermal. Our method 
selects and improves the quality of explorative probes. We 
proposed an efficient parallelization method and a model 
driven engineering approach to reduce the complexity and 
the computational time of this probe selection software. We 
automatically generate source code to select probes on PC, 
multiprocessor, cluster or grid computing. 

III.  MATERIAL AND METHODS 

A. Implementation 

Our method was implemented in a program called 
«MetaExploArrays». MetaExploArrays is written in C++ 
and was developed under Linux CentOS 5.4. It uses two 
other programs: Blast [1] and UNAFold [8]. The user must 
first specify the desired architecture (PC, multiprocessor, 
cluster or grid computing), the number of processors to use 
and the size of oligonucleotide probes. MetaExploArrays 
generates the source codes needed depending on the chosen 
architecture, the number of processors and other input 
parameters such as the probe size. Source codes are then 
compiled and probes selection is running. This meta-

programming was achieved with a Model Driven 
Engineering approach (Figure 1). 

Two kinds of input file are accepted by the program: a 
FASTA file containing a specific nucleic acid sequence or an 
alignment file, in Clustal format, containing the result of 
multiple alignment of a group of nucleic acid sequences. For 
similarity search, the user can provide, as input, a file 
containing a database of nucleic acid sequences in FASTA 
format. It can also use one of the predefined databases, 
available in MetaExploArrays. These predefined databases 
are: 

• A high-quality formatted database composed of 
about 70,000 prokaryotic SSU rRNA sequences 
representing 2072 prokaryotic genera. This 
database was created as described in [5]. It can be 
used to design probes for Phylogenetic 
Oligonucleotide Arrays. 

• A wide formatted database, in FASTA format, 
dedicated to microbial communities (all high 
quality coding DNA sequences (CDSs) from 
Prokaryotes, Fungi and Environmental taxonomic 
divisions of the EMBL databank). This database 
can be used to design probes for Functional Gene 
Arrays.

 
 

 
Figure 1.  The UML Meta-model of the proposed algorithm 

B. Algorithm 

Before selecting oligonucleotide probes, the user must 
set the value of the following parameters:  

• The length of the desired oligonucleotides (l), 
• The maximum number of cross-hybridization 

authorized to keep an oligonucleotide (C), 
• The specificity threshold (S) to consider a cross-

hybridization, 

• The maximum Tm (T) and the minimum Tm (t) 
of oligonucleotides, 

• The method used to calculate the melting 
temperature Tm of the oligonucleotides. Our 
algorithm allows using one of the following 
methods: Basic (1), Salt Adjusted (2) or Nearest 
Neighbor (3). MetaExploArrays automatically 
generates the source code of the chosen method. 

 Tm = 64.9 + 41 * (yG + zC – 16.4) / (wA + xT + yG + zC) (1) 





Tm = 79.8 + 18.5 * log10([Na+]) + 58.4 * (yG + zC) / (wA + xT + yG + zC) + 11.8 * (yG + zC)2 / (wA + xT + yG + zC)2 – 
 820 / (wA + xT + yG + zC) (2) 

 Tm = (∆Η - 3.4 kcal) / (∆S + R * ln(CT) + 16.6 * log10([Na+]) – 273.15 (3) 

Where w,x,y,z are respectively the number of the bases A,T,G,C in the oligonucleotide; ∆H: the sum of nearest neighbor 
enthalpy changes; ∆S: the sum of nearest neighbor entropy changes; R: the gas constant 1.987 cal. K-1.mol-1; CT: the molar 
concentration of oligonucleotide probe; [Na+]: Salt concentration. 

1) Oligonucleotide probe design for one nucleic acid 
sequence: 

Several steps are needed to select probes for a specific 
nucleic acid sequence. 

First, the input sequence is read, to extract 
oligonucleotides, by using a moving window length equal 
to the length of the oligonucleotide. The sequence window 
is moved by 1 nucleotide, along the input sequence, to get 
all potential oligonucleotides. 

Then, the obtained oligonucleotides are examined to 
eliminate the prohibited ones. We keep only the 
oligonucleotides that meet the following criteria: 

• the percentage of G+C is between 40 and 60 
percent of the oligonucleotide length. 

• the oligonucleotide doesn't contain a 
homopolymer longer than 5 nucleotides. 

• t <= Tm <= T. 
Once an oligonucleotide meets these criteria, it is 

tested for the absence of secondary structures. The 
UNAFold program [8] is used to compute the minimum 
free energies of all possible secondary structures. We use a 
Na+ concentration of 0.5 M and a temperature equal to the 
mean of the Tm range set by the user (temperature = (t +T) 
/ 2). If, at this temperature, an oligonucleotide contains a 
secondary structure with a negative ∆G, it will be rejected. 

The last step is the test of specificity. The Blast 
program [1] is used to check the specificity of the potential 
probe, against the input database chosen by the user. The 
Blast program is running with the following parameters: 
word size W=7, low-complexity Filtering F=false, 
Expectation value E=1000, one-line descriptions v=5, 
number of reported alignments b=3000. 

The output result file of Blast is then parsed to 
calculate, for each oligonucleotide, the number of cross-
hybridizations with a specificity threshold > S (S is the 
specificity threshold to consider a cross-hybridization). If 
this number is less than or equal to the maximum number 
of cross-hybridization set by the user, the oligonucleotide 
will be saved in the result file. 

2) Oligonucleotide probe design for a group of 
nucleic acid sequences: 

To design probes for a group of nucleic acid sequences 
that represents a given taxon, MetaExploArrays takes as 
input, an alignment file in Clustal format. This file is the 
result of the multiple alignment of the group of sequences 
for which we will select probes. Several steps are needed 
(fig. 2).  

First, a consensus sequence is created from the 
alignment file, using the IUPAC code. The aim is not only 
to obtain a common sequence that entirely represents the 
taxon targeted, but also to improve alignment and correct 
possible sequencing errors. Indeed, in each column of the 
alignment, the number of unknown nucleotides ("N" or "-
") is counted. If this number is greater than NS / 2 (NS is 
the total number of sequences aligned), a gap "-" is 
inserted in the consensus sequence at this position. Else if 
this number is greater than 0 but less than NS / 2, all the 
unknown bases at this position are replaced by the 
degenerate base calculated from the specific bases of this 
position. 

Next, the algorithm reads the consensus sequence to 
find all possible subsequences that don't contain gaps ("-"), 
incrementing a window of length l (l is the length of 
oligonucleotides) along the consensus sequence. For each 
subsequence i found at the position pi, MetaExploArrays 
extracts all possible known oligonucleotides from the 
sequences used to do alignment, at the position pi. Each 
obtained oligonucleotide is examined to keep only the 
sensitive and isothermal probes (Tm, GC-content, 
homopolymers and secondary structures are checked). If 
only one of the oligonucleotides extracted at the position 
pi, doesn't meet these tests, the current subsequence is 
deleted and MetaExploArrays checks the next 
subsequence. Otherwise, MetaExploArrays moves to the 
next step. 

The third step is the specificity test of the probes using 
the Blast program. First, the FASTA database chosen by 
the user is formatted. All the sequences of the targeted 
taxon are removed. The sequences of each existing taxon 
are remote and distributed throughout the FASTA 
database, to improve the detection of cross-hybridizations. 
After running Blast (with the following parameters: W=7, 
F=false, e=1000, v=5, b=6000), the result file is parsed to 
get cross-hybridizations, based on the specificity threshold 
set by the user. The set and the number of non-redundant 
cross-hybridizations, of the current degenerated 
subsequence, are determined by adding the cross-
hybridizations of all non-explorative oligonucleotides 
generated from this subsequence. If the calculated number 
is greater than the maximum number of cross-
hybridization authorized, MetaExploArrays removes this 
subsequence and checks the next subsequence. Otherwise, 
it moves to the next step. 

The fourth step is the extraction of the potential 
explorative probes. The degeneracy of the processed 
subsequence is calculated. If this degeneracy is greater 





than “MaxDeg”, the selection of explorative probes is not 
permitted (MaxDeg is calculated based on the number of 
sequences of the targeted group. Its value varies from 
one group to another; it can reach up to 30 million 
oligonucleotides.). Otherwise, all possible probes are 
generated from the degenerated subsequence, using 
IUPAC code. These oligonucleotides are checked for 
homopolymers, GC-content and Tm. Only the good 
oligonucleotides are kept, and the prohibited ones are 
eliminated. To better monitor the quality of the explorative 
probes, the Blast program is used to test the specificity of 
the maintained oligonucleotides, against a database 
composed of only the nucleic acid sequences of the 
targeted taxon. An explorative probe is kept if: 

• It has a cross-hybridization with only one 
mismatch, to at least one sequence of the 
targeted taxon 

• And it isn’t a known probe: doesn't perfectly 
cross-hybridize (0 mismatches) with one of the 
sequences of the targeted taxon. 

The explorative probes kept, are examined to check if 
they contain a secondary structure with a negative free 
energy. Then the specificity of these probes will be also 
checked: an explorative probe must be highly specific and 
mustn’t cross-hybridize with other taxa. 

Finally, the specificity of the maintained explorative 
oligonucleotides, is checked against the formatted database 
created in the step 2. If an explorative probe cross-
hybridize with at least one other taxon, it’s removed, else 
it’s kept. The final set of explorative probes that meet all 
criteria, is saved with the non explorative probes already 
obtained in the previous step (step 3). 

The user result consists of a file containing all the valid 
subsequences of the targeted taxon, with explorative and 
non-explorative probes. 

 

 
Figure 2.  Summary of algorithm steps of selecting probes for a group of nucleic acid sequences 

C. Parallelization method 

The experimentation shows that the design of 
oligonucleotide probes for an individual nucleic acid 
sequence, with MetaExploArrays, doesn't require a long 
computation time. So, MetaExploArrays runs this kind of 
design only on a PC. However, selecting probes for a 
group of nucleic acid sequences requires a more important 
computation time. MetaExploArrays allows running this 
kind of design on a multiprocessor, a cluster or a grid 
computing. It contains a program generator that 
automatically writes the source code needed to parallelize 
and launch a probe design on the desired architecture. 
MetaExploArrays can also run a probe design for several 
groups of sequences simultaneously. So, the parallelization 
is done on two levels: intra- and  inter- design. 

First, the user must choose the architecture that 
he wants to use (a Multiprocessor, a Cluster or a Grid 

computing) and the number of processors to use on this 
architecture. Depending on this choice, MetaExploArrays 
generates 2 kinds of source codes: 

• C++ programs that will be used to parallelize and 
achieve the selection of oligonucleotide probes 
for the input groups of sequences. 

• Shell scripts to run the C++ programs on the 
desired architecture, using the specified 
processors number. 

The choice of the architecture and the number of 
processor is always done by the user. However, 
MetaExploArrays helps the user to choose the 
best architecture available depending on the number of 
designs, on their sizes and complexity and also on the 
number of processors available. For example, if the user 
decided to use a multiprocessor with only two processors, 
for a probes design that requires several days of 
computation (the computation time required is estimated 





 

by MetaExploArrays), MetaExploArrays recommends 
using more processors on a multiprocessor or a cluster, or 
using a grid computing if the user doesn’t have enough 
processors available. In this case, MetaExploArrays 
indicates also the number of processors to use, to run this 
design on a grid with jobs of about 12 hours. 

In MetaExploArrays, each group of sequences is first 
treated separately. The consensus sequence, constructed 
from the alignment file of each group of sequences, is read 
to extract all possible subsequences that don't contain gaps 
("-"). The degeneracy of each subsequence is calculated. If 
this degeneracy is less than "MaxDeg", the subsequence is 
saved. A weight value is calculated for each saved 
subsequence based on its degeneracy, the estimated 
computation time required to process it and the value of 
“MaxDeg”. 

Once this step is performed for all targeted groups, all 
valid subsequences saved are collected and put in the same 
file. This file is then cut into "NProc" subfiles (NProc is the 
number of processors set by the user) depending on the 
weight value of each subsequence and the sum of all the 
weight values. The subfiles created will have almost the 
same weight (fig. 3). The mixture of all subsequences 
regardless of the targeted group to which they belong, 
allows a better load balancing between processors. It 
increases the probability to create sub-files with more 
balanced computation times. 

The next step consists in selecting explorative and non-
explorative probes from each subfile, using the procedure 
described in III.B.2). Finally, the result files obtained are 
parsed to regroup and save the probes of each input group 
of sequences.  

Figure 3.  Example of parallelization to design probes for 2 groups of 
nucleic acid sequences, using 3 processors. 

IV. RESULTS 

 MetaExploArrays allows selecting probes on different 
architectures: PC, Multiprocessor, Cluster or Grid 

computing. It helps users to choose the right architecture 
depending on the number of targeted groups on their sizes 
and complexity. MetaExploArrays contains a program 
generator, used to automatically write the source codes 
needed to select probes on the selected architecture. This 
meta-programming method is based on a Model Driving 
Engineering approach that reduces the complexity of our 
program. This approach was also used to improve the step 
of generating all possible oligonucleotides from 
degenerated consensus sequence, using IUPAC code. This 
step is based on a stack to absorb as much as possible the 
exponential nature of the problem. The stack depth and the 
number of nested loops depend on the length of the 
degenerated sequence to process. The use of meta-
programming has considerably minimized the number of 
writing in memory, and reduced the amount of RAM used 
at this step. This amount is precisely limited to the probe 
size, plus a number of loop indexes. To check the gain 
obtained using this technique, we make a comparison 
between MetaExploArrays and our previous software 
PhylArray [10] (Table 1). This comparison is made to see 
the difference between our method and that used by 
PhylArray to generate all oligonucleotides from a 
consensus sequence. The second example illustrated in the 
table 1 processes a consensus sequence with a length equal 
to 64 bases. The results of this example show that our 
method is much more efficient than PhylArray. It 
significantly reduces the computation time and the amount 
of RAM consumed. Indeed, MetaExploArrays takes less 
than 2 minutes and only 11 Ko of RAM to process this 
example, while PhylArray takes more than 21 minutes and 
consumes a very large amount of RAM that exceeds 13 
Go. 

Our algorithm takes into account an important number 
of criteria to select efficient oligonucleotide probes, on 
different architectures. Table 2 illustrates the difference 
between MetaExploArrays and 3 popular probe design 
software.  

MetaExploArrays can be applied to both, individual 
nucleic acid sequence and a group of nucleic acid 
sequences. To test our program, we first used it to select 
oligonucleotides for one sequence of “Eubacterium 
eligens” organism. Results are shown in table3. The 
experimentations show that selecting probes for 1 specific 
sequence doesn’t require a long computation time. 
However, the processing of large groups of sequences can 
take a considerable computation time. To remedy this 
problem, we proposed an efficient parallelization method 
based on a parallelization intra-and inter design. The tests 
illustrated in table 4 and table 5, show that we have 
considerably reduced the computation time required to 
select probes, when running MetaExploArrays on a 
multiprocessor or a cluster. However, some jobs can be 
very long. These jobs consist in simultaneously selecting 
probes for several large groups of sequences. Dealing with 
this kind of design, MetaExploArrays also allows selecting 
probes on a grid computing. Source codes are 
automatically generated to submit and monitor jobs over 
the grid. 





TABLE I.  COMPARAISON OF THE METHOD OF OLIGONUCLEOTIDES GENERATION FROM  A CONSENSUS SEQUENCE, OF METAEXPLOARRAYS AND 
PHYLARRAY 

Time RAM 
Consensus Sequence 

Probe  
length 

Nb Sub-
sequences 

Nb probes 
PhylArray MetaExploArrays PhylArray MetaExploArrays 

ANTCRSGNBBCNANKTANNCBG
ATKBCNGC 

25 6 21676032 40s 3s (12x) 0.9 Go 11 Ko 

NTKCNRARANKSTNCNANTCNN
TBANGSNBRANTKCNRARNNCS
TNGNANACNNTBANGSTBNC 

25 40 838860800 21m28s  1m43s (12x) 13.2 Go 11 Ko 

 

TABLE II.  COMPARAISON OF METAEXPLOARRAYS AND THREE POPULAR SOFTWARE 

Criteria 
Software 

Specificity Tm 
GC 

content 
Low-

complexity 
Secondary 
structure 

Degenerate 
probes 

Explorative 
probes 

Parallelization 

PhylArray[10] Blast Basic NO NO NO YES YES Cluster 

OligoArray[13] 
Blast and 
thermodynamic 

Nearest 
Neighbor 

YES YES YES NO NO Multiprocessor 

ORMA[14] Blast 
Salt 
Adjusted 

NO YES NO YES NO NO 

MetaExploArrays Blast 

-Basic 
-Salt 
Adjusted 
-Nearest 
neighbor 

YES YES YES YES YES 

-Multiprecessor, 
-Cluster  
-Grid –  
IDM approach 

 

TABLE III.  SELECT PROBES FOR SOME SEQUENCES OF “EUBACTERIUM ELIGENS”  ORGANISM 

Parameters Length of 
sequence probe length Tm Calculation Tm Specificity 

Max Cross-
hybridization 

Time 

657 25 Salt Adjusted 35 - 70 0.92 10 4m22s 
447 25 Salt Adjusted 35 - 70 0.92 10 3m01 
366 25 Salt Adjusted 35 - 70 0.92 10 1m49 

 

TABLE IV.  SELECT PROBES FOR THE GENUS RHODOVIBRIO, USING A CLUSTER 

Parameters Numbre of 
Processors probe length Tm Calculation Tm Specificity 

Max Cross-
hybridization 

Time 

2 25 Nearest Neighbor 35 - 70 0.92 20 42m21s 
5 25 Nearest Neighbor 35 - 70 0.92 20 17m54 
10 25 Nearest Neighbor 35 - 70 0.92 20 9m21 
20 25 Nearest Neighbor 35 - 70 0.92 20 4m55s 

 

TABLE V.  SIMULTANEOUSLY SELECT PROBES FOR 20 PROKARYOTIC GROUPS OF SEQUENCES, USING A CLUSTER 

Parameters Time (hours) 
Targeted groups Probe 

length 
Tm 

Calculation 
Tm Specificity 

Max Cross-
hybridization 

1 core 
100 

cores 
CRONOBACTER; FLAVOBACTERIUM; 
MICROCOCCUS; STREPTOCOCCUS; 
TREPONEMA; CORYNEBACTERIUM; 
PSEUDOALTEROMONAS; PANTOEA; 
NOCARDIA; BRADYRHIZOBIUM; 
SPHINGOMONAS; HALOMONAS; 
SHEWANELLA; BURKHOLDERIA; 
RHODOVIBRIO; HELICOBACTER; 
NOCARDIOIDES; MARINOBACTER; 
VIBRIO; GEOTHERMOBACTERIUM 

 

25 
Salt 
Adjusted 

35 - 70 0.92 150 
232,5 
hours (9,5 
days) 

6,5 
hours 





V. CONCLUSION 

In summary, we present a novel oligonucleotide probe 
design software called MetaExploArrays that allows probe 
design for an individual nucleic acid sequence or a group 
of sequences. MetaExploArrays takes into account all 
significant known criteria to select sensitive, specific and 
isothermal probes. For each potential probe, 
MetaExploArrays checks the specificity, the number of 
cross-hybridization, the Tm, the GC content, the possible 
secondary structures formed and the existence of 
homopolymers. 

MetaExploArrays allows selecting both known and 
explorative probes to identify new organisms or variant 
genes that are not yet discovered. Compared to our 
previous software PhylArray [10], a greater number of 
explorative probes are examined and only those of very 
high-quality are selected. The selected explorative probes 
of a given organism are highly specific and must not 
belong to any other organism. 

MetaExploArrays is well adapted to multiple 
microarray applications. It can be used to design POA 
(Phylogenetic Oligonucleotide Arrays), FGAs (Functional 
Gene Arrays) or WGAs (whole genome arrays). 

To deal with the considerable computation time 
required when selecting probes for a large group of nucleic 
acid sequences, we proposed an efficient parallelization 
method. The consensus sequence of an input group of 
sequences is fragmented into short subsequences of length 
equal to the length of the oligonucleotide probes desired.  
The processing of the obtained subsequences is equally 
shared across the available processors. When several 
groups of sequences are simultaneously processed, the 
parallelization is done on two levels: intra- and inter- 
design. All input groups are first combined and mixed, the 
design of probes is then done simultaneously, and the 
results are finally parsed and separated. 

MetaExploArrays can be used to select probes on one 
of the following architectures: a PC, a multiprocessor, a 
cluster or a computing grid. It helps the users to choose the 
best architecture available. When using a grid computing, 
MetaExploArrays estimates the number of jobs required 
and creates, as far as possible, jobs of 12 hours.  

Our software contains a program generator that 
automatically writes source codes. This meta-
programming is based on a model driven engineering 
approach that considerably reduces the complexity of our 
program and significantly increases performance up to 12x 
when compared to our previous software [10]. 
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Résumé : 
Les microorganismes, par leurs fascinantes capacités d’adaptation liées à l’extraordinaire diversité de 
leurs capacités métaboliques, jouent un rôle fondamental dans les tous les processus biologiques. Ils 
interviennent notamment au niveau des changements globaux, comme le réchauffement climatique, en 
partie occasionné par les émissions croissantes de méthane dans l’atmosphère, mais également par les 
pollutions résultant de la dispersion de molécules comme les Hydrocarbures Aromatiques 
Polycycliques. Ainsi, les communautés microbiennes vont participer à réduire ou à augmenter les 
effets délétères de l’anthropisation des écosystèmes. La régulation des changements globaux passe 
donc par une meilleure connaissance de ces communautés qui doivent être explorées dans leur 
globalité au sein des environnements. Néanmoins en raison de leur forte complexité, une telle 
exploration n’est possible qu’en utilisant des outils d’analyse haut-débit. Cependant, l’emploi d’outils 
moléculaires à haut-débit comme les biopuces à ADN passe par la détermination de sondes combinant 
à la fois une forte sensibilité, une très bonne spécificité et un caractère exploratoire. Pour concevoir de 
telles sondes  un nouveau logiciel KASpOD a donc été développé. De même, en utilisant des sondes 
présentant les mêmes caractéristiques, le développement d’une nouvelle approche innovante en 
écologie microbienne de capture de gènes en solution été entrepris. Cette nouvelle méthode 
d’enrichissement de gènes d’intérêt couplée à du séquençage haut-débit a été appliquée pour 
l’exploration des communautés méthanogènes du lac Pavin. Les résultats obtenus montrent la 
pertinence de l’approche qui assure une meilleure évaluation de diversité de l’écosystème avec 
notamment l’identification de populations appartenant à la biosphère rare. L’autre ajout majeur de 
cette approche est qu’elle autorise l’identification de grandes régions d’ADN génomique exploitable 
pour caractériser de nouveaux gènes ou de nouveaux processus adaptatifs. 
Mots clés : changement global, métagénomique, détermination de sondes, capture de gènes 
 

Selection of oligonucleotide probes for high-throughput molecular tools : application 
for a new gene capture method’s development for microbial ecology 

 

Abstract : 
Microorganisms play a crucial role in all biological processes related to their huge metabolic 
potentialities. They are involved in global changes such as global warming partially caused by the 
growing methane emissions in the atmosphere, but also by the release of pollutants such as Polycyclic 
Aromatic Hydrocarbons. Thus, microbial communities will contribute to reduce or increase the 
negative effects of human impacts on ecosystems. The regulation of global changes needs a better 
knowledge of the microbial communities involved in complex environments functioning.  
Nevertheless, a complete exploration of such environments requires the use of high-throughput tools, 
due to the extraordinary diversity of microorganisms within the ecosystems. The use of DNA 
microarrays requires a probe design step allowing the selection of highly sensitive, specific and 
explorative oligonucleotides. For this purpose, we have developed KASpOD, a new software, 
allowing the generation of efficient probes dedicated to environmental applications. Using high quality 
probe sets, an innovative in solution-based gene capture method combined with Next Generation 
Sequencing, was developed and applied for the exploration of the methanogen communities in lake 
Pavin, Results showed the relevance of this approach that allows a better evaluation of the methanogen 
diversity with an efficient detection of populations belonging to the rare biosphere. The other main 
advantage of this approach is the identification of large regions of genomic DNA, useful for the 
characterization of new genes or adaptive processes. 

Keywords: global change, metagenomics, probe design, gene capture 

Détermination de sondes oligonucléotidiques pour outils moléculaires à haut-débit : 
application pour le développement d'une nouvelle approche de capture de gènes pour 

l'écologie microbienne 
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