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Détermination de sondes oligonucléotidiques pour @ils moléculaires a haut-débit :
application pour le développement d'une nouvelle groche de capture de génes pour
I'écologie microbienne

Résumé:

Les microorganismes, par leurs fascinantes capgadit&aptation liées a I'extraordinaire diversig d
leurs capacités métaboliques, jouent un role forddah dans les tous les processus biologiques. lls
interviennent notamment au niveau des changeméoiiaugk, comme le réchauffement climatique, en
partie occasionné par les émissions croissantesetleane dans I'atmosphére, mais également par les
pollutions résultant de la dispersion de molécummmme les Hydrocarbures Aromatiques
Polycycliques. Ainsi, les communautés microbienmest participer a réduire ou a augmenter les
effets délétéres de I'anthropisation des écosysteire régulation des changements globaux passe
donc par une meilleure connaissance de ces comm@sngui doivent étre explorées dans leur
globalité au sein des environnements. Néanmoinsa&on de leur forte complexité, une telle
exploration n'est possible qu’en utilisant des lsufianalyse haut-débit. Cependant, 'emploi d’lsuti
moléculaires a haut-débit comme les biopuces a ABdse par la détermination de sondes combinant
a la fois une forte sensibilité, une trés bonneifipéé et un caractére exploratoire. Pour congege
telles sondes un nouveau logiciel KASpOD a doscdétveloppé. De méme, en utilisant des sondes
présentant les mémes caractéristiques, le dévetapped’une nouvelle approche innovante en
écologie microbienne de capture de genes en soluié entrepris. Cette nouvelle méthode
d’enrichissement de génes d'intérét couplée a dwesi&age haut-débit a été appliquée pour
'exploration des communautés méthanogénes du EgnP Les résultats obtenus montrent la
pertinence de Il'approche qui assure une meillemaduétion de diversité de I'écosystéme avec
notamment I'identification de populations appartegna la biosphére rare. L'autre ajout majeur de
cette approche est gu’elle autorise I'identificatible grandes régions d’ADN génomique exploitable
pour caractériser de nouveaux génes ou de nouyeacessus adaptatifs.

Mots clés: changement global, métagénomique, déterminaticsoddes, capture de genes

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

Abstract :

Microorganisms play a crucial role in all biolodicarocesses related to their huge metabolic
potentialities. They are involved in global changesh as global warming partially caused by the
growing methane emissions in the atmosphere, batkal the release of pollutants such as Polycyclic
Aromatic Hydrocarbons. Thus, microbial communitiesl contribute to reduce or increase the
negative effects of human impacts on ecosystems.rébulation of global changes needs a better
knowledge of the microbial communities involved ioomplex environments functioning.
Nevertheless, a complete exploration of such enwmients requires the use of high-throughput tools,
due to the extraordinary diversity of microorgarssmvithin the ecosystems. The use of DNA
microarrays requires a probe design step allowhey delection of highly sensitive, specific and
explorative oligonucleotides. For this purpose, have developed KASpOD, a new software,
allowing the generation of efficient probes dedicktio environmental applications. Using high gyalit
probe sets, an innovative in solution-based gemtuca method combined with Next Generation
Sequencing, was developed and applied for the expda of the methanogen communities in lake
Pavin, Results showed the relevance of this apjprtieat allows a better evaluation of the methanogen
diversity with an efficient detection of populat®ibelonging to the rare biosphere. The other main
advantage of this approach is the identificationlawfe regions of genomic DNA, useful for the
characterization of new genes or adaptive processes

Keywords:global change, metagenomics, probe design, geneireap
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Introduction générale

De par la grande diversité de leurs métabolismedeet incroyable capacité
d’adaptation, les microorganismes sont retrouvéss @l nombreux écosystémes méme les
plus extrémes, et interviennent dans tous les psoseglobaux parmi lesquels le cycle du
carbone, dont la production de méthane constituepaoimt clé. Depuis la révolution
industrielle, la composition chimique de I'atmospha été profondément modifiée du fait des
activités humaines qui sont a l'origine d’émissioroissante de nombreux gaz dont le
méthane, absorbant le rayonnement infrarouge ¢icipant a I'effet de serre. Ce dernier
participe directement aux changements globaux betoent observés et plus
particulierement dans le réchauffement climatidtre effet, I'impact du méthane a été évalué
comme étant environ vingt-trois fois supérieur Ruicé’autres gaz a effet de serre tel que le
dioxyde de carbone. La grande majorité de la pribolucde méthane étant d'origine
microbienne (Conrad 2009), il est important de mauexplorer ces populations afin de
mieux comprendre les mécanismes a la base de Rugiron et de ['utilisation de ce
composeé. En outre, ces connaissances pourraientaéim base d’approches conduisant a

limiter 'émission de méthane.

Outre une présence dans une grande diversité dx@maments, ces populations
pourraient également jouer un rble dans la dégmadaanaérobie des hydrocarbures
aromatiques polycycliqgues (HAP). En France, la bade données BASOL
(http://basol.environnement.gouv)fecense actuellement 4411 sites pollués, aves gee

17% de ces sites contaminés par des HAP. Ces ipakutouchent différents compartiments
environnementaux comme les sols, les sédimentstt@suou marins. Les HAP sont classés
comme des polluants organiques persistants (PORjigon de leur temps de rétention trés
important dans I'environnement lié a leur faiblelubdité dans I'eau. De méme, ces
molécules ont démontré un caractére cancérigemsutgene, avec certains HAP classés
comme polluants prioritaires par des agences iatemales comme I' « US Environmental

Protection Agency » (EPA) ou encore I'Organisafibtondiale de la Santé (OMS).

Dans ce contexte, une bonne connaissance des cautésmmicrobiennes et plus
particulierement des méthanogenes, s'avere indisfd® pour évaluer leurs capacités

d’adaptation et leurs implications dans les chareggmglobaux ou des actions a mener pour
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limiter les effets délétéres de I'anthropisatiorep€ndant, l'acquisition de ces données
représente un encore défi majeur du fait de I'extfimaire diversité et complexité des
communautés microbiennes présentes au sein désedi§ écosystemes (Torsvik et al 1990,
Whitman et al 1998). Toutefois, grace a I'émergedes outils dits a haut-débit, une
caractérisation structurale et fonctionnelle desnmaonautés microbiennes devrait étre
facilitée. En effet, I'essor de la métagénomique,d I'évolution du séquencage massif, a
laissé entrevoir de nouvelles perspectives. Cempgndaitilisation directe des nouvelles
approches de séquencgage sur des environnementsegempeste encore délicate du fait des
difficultés d’interprétation des masses de donmgeeerées et des colts restant élevés malgre
une réduction significative du prix des séquenaedalixieme génération. La réduction de la
complexité semble étre une bonne alternative nomhmpour explorer les populations peu
abondantes comme les méthanogénes. Avec l'objaldif réduire cette complexité,
'enrichissement préalable des genes d'intérétésmte donc une approche innovante.
Parallelement, pour appréhender les communautésobieones des environnements
complexes, les biopuces a ADN (phylogénétiquesomgtionnelles) apparaissent également
étre des outils de choix du fait de leur simplicitétilisation, de leur capacité de multiplexage
assurant la gestion simultanée d'un grand nombréchdintillons et de la facilité
d’interprétation des résultats. Cependant, le pdieft du développement de ces deux types
d’approches porte sur la déterminationsilico de sondes a la fois spécifiques et sensibles,
mais également par la mise en place de nouvelatgtes moléculaires d’enrichissement. Il
sera alors possible de pouvoir caractériser larsitéeencore inconnue non répertoriée dans
les bases de données, mais egalement d’'iden@sepdpulations peu abondantes jouant un
réle prépondérant dans les processus globaux étudés objectifs de ces travaux de thése
s’inscrivent dans ces problématiques autant biglogg (place des méthanogénes au sein des
changements globaux) que méthodologiques (dévetoppe de nouvelles stratégies haut

deébit d’étude de la diversité microbienne).

Ainsi, le mémoire de thése sera structuré en quutrees, dont la premiére fera état
des connaissances bibliographiques des méthanogénssin du cycle du carbone et de
I'anthropisation des écosystemes, mais égalemanbutds haut débit récemment développés
pour caractériser cette diversité. Cette premiemgiegp se terminera par la description des
nouvelles approches envisagées pour dépasserni@eslirencontrées pour I'exploration
d’environnements complexes. Les parties suivantésepteront sous forme de publications

ou de chapitres d’ouvrage les travaux de cetteethes
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La deuxieme partie portera ainsi sur la présemtatian chapitre d’ouvrage décrivant
les stratégies bioinformatiques utilisables pourséection de sondes oligonucléotidiques,
permettant I'évaluation de la diversité microbiemoanue ou encore inconnue. Les troisieme
et quatrieme parties présenteront quant a elles, feome de deux articles, les résultats ayant
conduit d'une part a I'élaboration d’un nouveauidtg] (KASpOD) de détermination de
sondes oligonucléotidiques, et d’autre part au logpement d’'une nouvelle méthode de
capture de genes couplée au séquencage massifcdedsegénération. Cette derniere
approche a d’ailleurs permis la mise en évidenoaal’grande diversité de méthanogénes et
de nouvelles organisations géniques au sein d’'wvir@mement lacustre, le lac Pavin. Elles
contribuent ainsi en une meilleure connaissance deéaptations des méthanogenes

participants au bon fonctionnement de cet écosystem

Une conclusion générale fera le bilan des avanagesrtées par ces travaux de thése
et des perspectives pour I'étude des formidablpaaités d’adaptation des microorganismes.
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Figure 1. Le cycle global du carbone et ses princijux réservoirs. Les réservoirs sont en
gras et les flux en italique. Les flux précédanpéaturbation anthropique sont indiqués en
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1. Diversité microbienne et changement global

A 'heure actuelle, une attention toute particdiéle la communauté scientifique est portée
sur les modifications majeures engendrées paiiigcthumaine et les répercussions sur les
ecosystemes. Ces modifications connues sous leetdemchangement global, regroupent
notamment les changements du climat et la modificades écosystemes. Par leur biomasse
élevée (4 a 6 x B cellules microbiennes au niveau terrestre), leiverdité (nombre
d’espéces bactériennes estimées par certains elesch plus d’'une dizaine de millions)
(Eisen 2007, Whitman et al 1998) et leurs fasciemapacités métaboliques et d’adaptation,
les microorganismes ont un réle essentiel dansnetibonnement et I'évolution des cycles
biogéochimiques et par conséquent celui des éemagst De ce fait, les microorganismes
sont des acteurs clefs au centre des changemebisugl pouvant amplifier les effets néfastes
liés a ces changements, ou au contraire partiéipéduire ces effets. Les activités humaines
impactant particulierement le cycle biogéochimiqda carbone, une attention toute
particuliére devra étre portée sur I'étude des gharents des communautés microbiennes au

sein de ce cycle.

1.1Le cycle du carbone
Sur Terre I'élément carbone (C) subit un ensemkldransformations caractérisées

par des processus d’oxydo-réduction allant de sadda plus oxydée (exemple le dioxyde de
carbone C@ nombre d’oxydation +1V) jusqu’a sa forme la pl#gluite (le méthane CH
nombre d’oxydation —IV). Le carbone dit organiqgasdocié a des éléments tel que I'oxygéne,
'hydrogene, l'azote, le soufre ou encore le phosph possede toujours un nombre
d’oxydation compris entre 0 (glucose, acétate)ldt tandis que celui du carbone dit minéral
est toujours compris entre 0 et +IV (exemple du, ¢EV], carbonate de calcium CaGO
[+1V], monoxyde de carbone CO [+ll]). L'ensemble sde¢ransformations biotiques et

abiotiques des différentes formes du carbone doede cycle biogéochimique du carbone.

1.1.1Les principaux réservoirs
Le cycle du carbone se décline au travers de fhureeses principaux réservoirs que

sont I'atmosphere, la biosphére continentale, Ibgdhéere, et la lithosphéréigure 1).

L’atmosphére contient du carbone sous sa formegamque a savoir le GQa hauteur de
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0,0368% ou 368 ppm) et le CO (0,1 ppm), de mémedguméthane ClH(environ 1,7 ppm).

Le stockage du carbone dans ce réservoir est eatiem&iron 762 Pg (1 Pg correspondant a
10"° g). La biosphére continentale stocke une quaniitécarbone estimée & 2261 Pg se
répartissant au niveau de la végétation (550 Rxp,sols et de la matiere en décomposition
(1711 Pqg). Il est intéressant de noter que la afigét au niveau de la biosphere continentale
contient moins de carbone que I'atmosphere (55@reaf62 PQ), alors que le premier metre
des sols en contient deux voire trois fois plu QL& 2000 Pg). L’hydrosphere contient quant
a elle une quantité estimée a 37 000 Pg de carbmrganique et 1000 Pg de carbone
organique, ce qui représente une quantité 50 fasipportante que pour 'atmospheére et 70
fois plus que pour la végétation terrestre. Il @galement intéressant de constater que les
zones océaniques profondes (mésopélagique et léddigygue, entre 200 et 4000 metres de
profondeur) contiennent la grande majorité (envi@#%o) du carbone de I'hydrosphére.
Enfin, la lithosphere représente le plus gros xsede carbone, qu’elle stocke au niveau des
roches carbonatées (environ 30 Zg correspondar®xd @ g) et des roches carbonées
(environ 10 Zg). Ces derniéres correspondent asidué de la matiere organique accumulée
a I'échelle géologique et enfouis dans des cousBdimentaires (gaz, pétrole, charbon...)
(Berner and Berner 1996, Bertrand et al 2012, Ketrgd 1999).

1.1.2Mécanismes de transfert de carbone
Le cycle du carbone est caractérisé par des fluxe des réservoirs impliquant
différents processus s’étalant sur différentesopi@s. Il est possible de distinguer deux types
d’échanges : ceux impliquant des processus d’é@&sapigysico-chimiques et ceux impliquant

des échanges biologiqudsdure 2).

1.1.2.aEchanges physico-chimiques

Les échanges physico-chimiques consistent en (distolution des roches silicatées
de la lithosphére correspondant a un phénomeénesitér par 'eau (2Co+ 3H,0 + CaSiQ
> c&" + 2HCQ + H,Si0y) oul les produits dissouts sont transportés vésslfosphére et
précipitent sous forme de carbonate de calcium (@p€t de dioxyde de silicium (SpD
tous deux stockés dans les sédiments; (2) la parthmeique de I'hydrosphere basée sur
I'absorption du carbone inorganique de I'atmosplueréait de la solubilité du CQlans I'eau
et grace au systeme carbonate assurant le stodkaG€)» sous forme de bicarbonates et de
carbonates (CO+ H,0 «— HCO; + H" « CQO* + 2H); (3) le stockage net de carbone

organique dans les sédiments de I'hydrosphere gaimentation et enfouissement,
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photosynthese et de respiration; (4) la géoresmiraassurant le retour du GQlans
I'atmosphére résultant de plusieurs mécanismegytads’'oxydation de la matiére organique
fossile des roches de la lithosphere (dissolutiagdative, dégradation microbienne ou
thermique de la matiére organique) mais egalemertiadtivité de la pompe des carbonates
de I'hydrosphére (G4 + 2HCQ > CaCQ + CO, + H,0) et de la décarbonatation des
roches silicatées de la lithosphére (CaGOSIO, > CO, + CaSiQ) par le volcanisme, le
métamorphisme (modifications minéralogiques etuiatés sous I'effet de la pression et de la
température) et la diagénese (transformation déimséts en roches sédimentaires) (Bertrand
et al 2012).

1.1.2.bEchanges biologiques

Au niveau de ces échanges, trois réactions bialegigrincipales sont & considérer
avec (1) la photosynthese (6£®12H0 + hv [lumiére] > C¢H1206 + 60, + 6HO) réalisée
par les végétaux de la biosphere et certains migamismes photosynthétiques comme les
microalgues et les cyanobactéries; (2) la respmaiCsH1.06 + 60, + 36ADP + 36P>6C0O;
+ 6H,O + 36ATP) étant un processus inverse corresponalditixydation de la matiere
organique permettant de convertir I'énergie stoakaes les liaisons chimiques des molécules
en une énergie assimilable par les cellules, (3jetmentation (2CHD > CO, + CHy)
correspondant a une utilisation du carbone organdpila biosphere et de I'hydrosphére en
anaérobiose par des microorganismes afin de résupls I'énergie, aboutissant a la
production de C®et de méthane CHBertrand et al 2012Fgure 3).

1.1.3Modifications anthropiques du cycle du carbone

Les échanges biologiques et physico-chimiques éoguécédemment ne modifient
pas la quantité totale de carbone qui circule dEnscycle, mais ils provoquent sa
redistribution entre les différents réservoirs. finl’oxydation des combustibles fossiles
représente un gain net de carbone au niveau atagpé. En effet, jusque vers les années
1800, le réservoir de carbone fossile n’influengaidsiment pas ce cycle, ce qui n’est plus le
cas depuis la révolution industrielle (moitié duxglsiécle) a partir de laquelle les émissions
de CQ par les activités humaines ont augmenté de maaigenentielle Eigure 4A). Cette
hausse de la quantité de £€mise dans I'atmosphere a atteint 6,4 Pg de carpanan entre
1990 et 2000, et 7,2 Pg de carbone par an entr@ @08005. Méme si ces émissions sont

relativement faibles par rapport aux échanges figies de la photosynthése et de la
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respiration (environ 120 Pg de carbone par an)ugt échanges physico-chimiques entre
'océan et l'atmosphére (environ 90 Pg de carboae gn), elles sont responsables de
laugmentation de la quantité de carbone dans Baphere. La concentration du €O
atmosphériqgue a augmenté significativement depeéis pré-industrielle ou cette derniere
était estimée a 280 ppm, pour atteindre 379 ppr20&5 (Bertrand et al 2012igure 4B).
Ces données illustrent bien la conséquence degitéstianthropiques par utilisation des
combustibles fossiles, sur le relargage dans l'aphere d'une quantité de ghon
négligeable, et participant activement au phénonmdihede I'effet de serre et donc au

réchauffement climatique.

Mais l'action de 'Homme sur les environnements S@réte pas la. Les activités
agricoles et industrielles, de plus en plus intenaboutissent également a la production de
molécules comme les hydrocarbures ayant un réldané le cycle du carbone. Ces derniers
comme le méthane (G participent de maniére encore plus intense cqueCQ au
réchauffement climatique. De méme, le raffinemest dombustibles fossiles provoque la
dissémination de composeés responsables de nuiseindegollutions, ayant une répercussion

importante sur la santé des individus et sur lefbantionnement des écosystémes.

1.2 Le méthane

Le méthane (CkJ a été découvert et isolé par Alessandro Voltd &6 en étudiant
les émanations gazeuses des berges du lac Majalig)(lou il a pu mettre en évidence le
caractére inflammable de ce «gaz des marais »mEthane est le plus simple des
hydrocarbures, composé d’'une molécule de carbonde efjuatre molécules d’hydrogene
(Figure 5). C’est un gaz inodore et incolore, principal ddnant du gaz naturel qui participe
activement, tout comme le GOau processus du réchauffement climatique. Ent, elife
forcage radiatif se définit comme I'équilibre entee rayonnement solaire entrant et les
eémissions de rayonnements infrarouges sortantati@dsphére. Le pouvoir radiatif associé
au CH, est le deuxiéme plus important au niveau des geffeade serre (+0,48 Wahaprés
le CO, (+1,66 W.n) (Forster et al 2007, Ramaswamy et al 2001). Leham& contribuerait &
environ 30% du forcage radiatif total (tenant coengés autres forgcages positifs et négatifs)
estimé a +1,6 W.m(Conrad 2009, Forster et al 2007). Depuis le ddbutére industrielle, la
concentration atmosphérique en L&l augmenté de 150%iQure 6) pour étre estimée a
I'heure actuelle a 1800 ppb (Dlugokencky et al 20£1%on potentiel de réchauffement global
(équivalent CQ) est estimé a 25, c’est-a-dire qu’une tonne dg €Hise aujourd’hui aurait
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dans 100 ans un effet sur le réchauffement équival@5 tonnes de GOToutefois, méme si

le temps de résidence du CHans I'atmosphere est beaucoup moins importante @O,
(une douzaine d’année pour le méthane contre umeine pour le dioxyde de carbone), son
action sur le réchauffement climatigue demeure quépante. En effet, selon I'PCC
(Intergouvernemental Panel on Climate Change),elap€rature au cours de ces cent
dernieres années a augmenté en moyenne d’enviref@gdans le monde. Ces 25 dernieres

années, le rythme s’est accéléré avec un réchagrffeestimé a 0,18°C par décennie.

1.2.10rigine du méthane atmosphérique
Le flux de méthane atmosphérique est estimé a BO0Tg de CH par an (Conrad
2009, Lelieveld et al 1998), avec une grande m&ode la production (environ 75%)
d’'origine biologique Figure 7). Les 25% restant sont représentés par une pioduct
provenant de la combustion de la matiere organigssile, des feux de foréts ou encore des
sources geologiques comme les écoulements froslsotiels océaniques. De méme, il a été
montré que les plantes pouvaient participer de énanmportante a la production de méthane
atmosphérique (environ 5%), mais cette producti@melre controversée puisque les
mécanismes biochimiques a la base de cette foomdtiométhane restent encore inconnus
(Keppler et al 2006, Wang et al 2011). Ainsi, lajon&é du méthane produit est d’origine
microbienne (environ 70%) et résulte de I'activd& microorganismes hautement spécialisés

et appartenant au domaine degshaea

1.2.2Production biologique du méthane

La production biologique du méthane est assuréel’'getivité de microorganismes
méthanogenes anaérobies stricts appartenant au irdonukes Archaea Ces archées
méthanogenes possedent un métabolisme énergééigueint a la formation de méthane a
partir du CQ et du dihydrogene (), du formate, du méthanol, des méthylamines owrenc
de l'acétate (Thauer et al 2008), jouant un rélpdrtant dans le cycle du carboragure 8).
Ces microorganismes sont des producteurs obligatotte CH et ubiquistes au sein
d’environnements dépourvus d’'oxygene comme lesnsgulis d’eau douce, les marais, les
tourbiéres, les riziéres, les décharges ou enereattus intestinal des ruminants et des
termites (Thauer 1998).

1.2.2.alL.es archées méthanogénes



Tableau 1. Caractéristiques des différents ordres d’archées méthanogénes.

. . . Présence Temperature
ordre Morphologie Composition Composition Substrats dela de de crgissance Habitat
cellulaire de la paroi en lipides méthanogénése
P P 9 cytochrome (°C)
Sediments marins
Béatonnets ou Arenaecl, Ho+CO, elsdolia ;Jr:cott(s:e-
t 2 | h 7- .
Methanobacteriales filaments Pseudomuréine caldarchaeol, H,+methanol non 37-65 gastro-intestinal,
Hydroxyarchaeol formate
environnements
geothermaux
Riziéres,
. sediments marins
Methanccellales Batonnets ND MND H,+CQ,, formate ND 25-40 et eau douce,
sols
Archaeol,
Coques Protéine Calaarchaedl, Environnements
Methanococcales wrdquers (couche 5) Hydroxyarchaeol, H:+CO:, formate non 35-88 marins
Phospholipides
archéobactériens
Sédiments marins
Batonnets Protéine ou Archaeol el c'eau douce
Methanomicrobiales coques glycoprotéine Caldarchacol H,+CO;, formate non 15-55 dlg?rsﬁls:ir: et
gastrointestinal
Cheminées
Methanopyrales Béatonnets Pseudomureine Archaeol H;+CO; non 84-110 hydrothermales
marines
Sédiments marins
Coques et d'eau douce.
. irréguliers, Protéine ou Archzeal Hz+CO, h tractus gastro-
Methanosarcinales amas, hétéropolysaccharides Hycraxyarehaeal MoNH, ot 2060 intestinal des
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digesteurs
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-’i<rrop~ca| lake cluster (FN432667, FN432679...) &
Methanosphaerula palustris EU156000
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— 2 I_Em Methanogenium organophilum M58131
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M rillum AB517986
100 Methanospirillum hungatei AY196683 -
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76 ANME-2C Kazan mud voicano AY591997
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Methanosarcina siciliae FR733698 .
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L i 4
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Borrel et al., 2011)
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Toutes les archées méthanogenes sont affilieeshglunp des Euryarchaeotaet
représentent environ 50% de la totalité des espBaeshées cultivées (Plasencia et al 2010).
Des analyses phylogénétiques, basées sur 53 m®téiposomales, ont montré que les
méthanogenes constituent un groupe paraphylétiBaptéste et al 2005). De nombreuses
études suggerent que les archées méthanogenes nuamme ecultivées appartiennent
potentiellement a de nouveaux ordres (Castro 20@4, Juottonen et al 2005, Mihajlovski et
al 2010, Nettmann et al 2008). Les archées méthgmesgactuellement connues et cultivées
sont divisées en six ordres: leSlethanomicrobiales les Methanosarcinales les
Methanocellaleganciennement appelé « Rice Cluster | », RC-§ Methanobacterialesles
Methanococcalest les Methanopyrales(Conrad et al 2006, Garcia et al 2000, Liu and
Whitman 2008, Sakai et al 2010). Cette classificaie base sur des critéres phénotypiques et
métaboliques (forme, structure de la paroi, comjorsien lipides, gamme de substrats,
présence ou non de cytochromeBl{leau 1), et sur leurs séquences d’ADNr 1@Sglre
9). Les archées méthanogenes sont largement disdsbdans les environnements riches en
matiére organique, mais leur croissance n’est plesgiu’a des potentiels d’oxydoréductions
trés bas (inférieurs a -300 mV). Elles colonisansiauniquement des environnements tres
réducteurs, strictement anaérobies ou la préseaceeapteurs d’électrons tels que NG5,

Fe** ou encore S§ est limitée (Liu and Whitman 2008). Lorsque desepteurs d’électrons
autres que le C{sont présents, les méthanogénes sont en compétiter des bactéries qui
les utilisent telles que les bactéries sulfato-cftites (BSR), les dénitrifiantes ou encore les
bactéries réductrices du fer. Ces composés étantedleeurs accepteurs d’électrons, et leur
réduction étant thermodynamiquement plus favoraipee celle du C® en CH, le
développement de ces bactéries est favorisé ppomag celui des méthanogénes (Liu and
Whitman 2008).

Tout comme lesArchaea, les méthanogenes sont distribuées dans de nombreux
environnements, y compris dans des milieux extré(@mban et al 2006). Ils peuvent se
développer a des températures de 4°C a 110°C (Reamzet al 1997) (Kurr et al 1991), a des
pH de 5 a 9 (Mathrani et al 1988, Patel et al 1990)encore en présence de fortes
concentrations en NaCl (Proctor et al 1997).

1.2.2.bMétabolisme et production de GHla méthanogénese
Malgré leur grande diversité phylogénétique, lehées méthanogenes constituent un

groupe métabolique de microorganismes hautemewtadigés utilisant un nombre limité de
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substrat pour la production de méthane (méthansgg¢neeprésentant le produit final de leur
respiration anaérobie et fournissant une grandiepde leur énergie. Les substrats utilisés
pour la méthanogénése sont généralement les psoflnAux issus de la dégradation
anaérobie de la matiere organique. lls sont obtpaugassociation syntrophigue de bactéries
hydrolytiques et fermentaires, des bactéries aéideg et acétogenes, des protozoaires et des
champignons anaérobies stricts. Ainsi, les arciméé&thanogenes sont incapables d'utiliser
directement des substrats naturellement abondantsl&nvironnement tels que les hydrates
de carbone, ou encore les acides gras a longuereckaise retrouvent donc dépendantes de

I'activité métabolique d’autres microorganismes.

i. Dégradation anaérobie de la matiére organique

La dégradation de la matiére organique comprendpommiére phase d’hydrolyse ou
les macromolécules complexes sont clivées soustidfacd’enzymes extracellulaires
microbiennes pour étre transformées en molécules pimple facilement assimilables
(Figure 10 (Moletta 2002). La seconde étape correspondciddbgéenese oles monomeres
issus de [I'hydrolyse, ainsi que les composés dsgsaervent de substrats a des
microorganismes fermentaires. Ceux-ci les dégragencipalement en acides de faibles
poids moléculaires comme les acides gras volaid\f) tels que le propionate, le butyrate,
le valérate, mais également en acides organiqguasede pyruvate, le lactate, ou en alcools
tels que le méthanol ou encore I'étharfeig(re 10) (Moletta 2002). Les microorganismes
réalisant cette étape peuvent aussi bien étre @riaérfacultatifs que strictement anaérobies.
La troisieme étape est I'acétogénese ou les pmdigt'acidogénése, mais aussi certains
résultant directement de I'étape d’hydrolyse, seédtits en acétate, hydrogene et dioxyde de
carbone Figure 10). Cette étape est réalisée par un groupe hétéag@nrois populations
bactériennes : (1) les acétogenes syntrophes prashsc d’hydrogene €.g especes
appartenant aux genr&yntrophomonasSyntrophobacter, Syntrophu3...(2) les bactéries
acétogenes non-syntrophes parmi lesquelles onngisti les bactéries fermentatives
acétogenese(g. especes appartenant aux geretomonasClostridium Ruminococcyset
(3) les acétogenes hydrogénotrophes ou homoacé&®g@éduisent I'blet le CQ en acétate :
avec par exemple des especes appartenant aux gAnetsgenium Acetobacterium
Clostridium) (Moletta 2002). La derniere étape de la dégradatie la matiére organique
correspond a la méthanogeneBgre 10). Elle est réalisée par ldgchaeaet aboutit a la
production de CHl en utilisant les différents produits issus de égrddation de la matiéere
organique : le C® / H, ou le formate (méthanogénése hydrogénotrophe};éthte

10
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(méthanogénese acétoclaste) ou encore les compostylés comme le méthanol, les

meéthylamines et les méthylsulfides (méthanogénésbyiotrophe) (Liu and Whitman 2008).

ii. La méthanogenese hydrogénotrophe

La majorité des archées méthanogenes sont hydrmgphes et réduisent le G@n
CH4 en utilisant le HH comme donneur d’électrons. Au niveau de la méthpanese
hydrogénotrophe, le CGOest donc réduit successivement jusqu’au méthatevers la
formation de groupements formyle (-CHO), méthyldr€H,) et méthyle (-CH) ou le
groupement carbone est pris en charge par differesgnzymes a savoir le méthanofurane
(MFR), le tetrahydrométhanopterine MPT) et le coenzyme M (CoM)F{gure 11). La
méthanogénese hydrogénotrophe constitue la priecyzee de consommation dw, lgroduit
au cours de la dégradation anaérobie de la maiiganique par les bactéries fermentaires.
Ces derniéres sont organisées avec les archéesanngémes au sein deonsortia
syntrophiques, permettant de maintenir une presgqartielle en H basse, condition

nécessaire pour le processus de fermentation (StadBlugge 2009).

Certaines especes de méthanogenes hydrogénotioginesnt utiliser le formate pour
générer les molécules dHutilisées comme donneurs d’électrons. Dans ce gaaire
molécules de formate sont oxydées en, EOpermettent la production de quatre molécules
d’'H. par lI'intermédiaire de la formate déshydrogéné&sin), assurant ainsi la réduction d’'une
molécule de C@en CH, (Figure 11). D’autres méthanogenes hydrogénotrophes peuvent
utiliser des alcools secondaires (2-propanol, 2t cyclopentanol) pour synthétiser le
donneur d’électrons () au cours de leur oxydation en cétones via I'dlcsecondaire
déshydrogénase-coenzymedtépendante (Adf) (Aufhammer et al 2004, Widdel svalfe
1989). Un plus petit nombre de ces méthanogendségalement utiliser I'éthanol (Bleicher
et al 1989, Widdel 1986) par son oxydation en &eétda la nicotinamide adénine
dinucléotide phosphate (NADP)-alcool déshydrogémkgendante (Berk and Thauer 1997).
L’'oxydation de ces différents alcools primairesetondaires aboutit donc a la production de
H, utilisé directement pour réduire le gén CH, (Figure 12). Deux especes ont également
été montrées comme utilisant le monoxyde de cari@®ecomme réducteur (Daniels et al
1977, O'Brien et al 1984), ou quatre molécules @& ont oxydées en GQria la CO
déshydrogénase (CODH), avant qu'une molécule dge 900 réduite en méthane (Daniels et
al 1977). Comme précédemment, le dihydrogesnperblduit est un intermédiaire au niveau de

cette réaction et sert de donneur d’électrons |[gorgduction du C@en CH.
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iii. La méthanogénese acétoclaste

L’acétate est un intermédiaire majeur au niveauadéégradation anaérobie de la
matiere organique ou ce dernier est responsablded& tiers environ de la production
biologiqgue du CH (Conrad 1999, Liu and Whitman 2008). Paradoxald¢mssuls les deux
genresMethanosarcinaet Methanosaetappartenant a I'ordre dédethanosarcinalessont
capables d'utiliser I'acétate pour la méthanogén&eeniveau de cette voie de production, la
molécule d’acétate est scindée en deux, le groupecaeboxyle (-COOH) est oxydé en €0
et le groupement méthyle réduit en Cfffigure 13). D’une maniére générale, les especes
affiliées au genre Methanosarcina utilisent préférentiellement le méthanol et les
meéthylamines par rapport a I'acétate, et certagspeces utilisent également le dihydrogéne
H.. Les especes affiliées au geMethanosaetaitilisent quant a elles uniguement I'acétate a
des concentrations tres basses allant de 5 a 20 tahdjs que les especes du genre
Methanosarcinarequiérent une concentration minimale de 1 mMtédeet al 1992). Cette
différence d’affinité pour l'acétate est potentelient due a des différences dans les
premieres étapes du métabolisme acétoclaste. Le §gthanosarcinautilise une acétate
kinase-phosphotransacétylase (AK-PTA), de faibliinigg pour l'acétate permettant son
activation en acétyl-CoA, tandis que le genrviethanosaetautilisent une adénosine
monophosphate-forming acetyl-CoA synthétase deehafiinité pour 'acétate (Jetten et al
1992, Smith and Ingram-Smith 2007).

iv. La méthanogéenese méthylotrophe

Les archées au niveau de cette voie utilisentdemgment méthyle (-G porté par
différents composés incluant le méthanol, les niathynes (mono-, di-, triméthylamine et
tetrameéthylammonium) ainsi que les sulfures de wyhetl{méthanethiol et sulfure de
diméthyle). La méthanogénese méthylotrophe esisémlpar des archées appartenant a
'ordre desMethanosarcinalgsa I'exception du genrdlethanosphaeraet des espéeces du
genre Methanomicrobiumappartenant a I'ordre dédethanobacterialesAu cours de cette
voie de production du méthane, les groupements yhestisont transférés a une « cognate
corrinoid protein » puis au coenzyme M (CoM), ounréthylcoenzyme M ainsi formé est
réduit en méthaneF{gure 14). Chez la plupart des méthanogénes meéthylotropless,
électrons requis pour la réduction des groupemerdthyles en méthane sont obtenus par
l'oxydation de groupements méthyles additionnels @@, via une méthanogénese
hydrogénotrophe réalisée de maniére inverségufe 14). Par cette voie de synthese du

méthane, trois groupements méthyles sont réduiteéhane pour chaque molécule de,CO
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formée (Liu and Whitman 2008). Ce processus estismutation puisque I'oxydation d’'une
partie du substrat est utilisée pour la réductienl’dutre partie. A la différence de cette
méthanogénese méthylotrophe basée sur un principe didmutation, celle de
Methanomicrococcu®blatticola et des espéces affiliées au geMethanosphaeraest H
dépendante (Miller and Wolin 1985, Sprenger et &01. Ce sont des especes
méthylotrophes et hydrogénotrophes obligatoirescigpgées dans la réduction des
groupements méthyles (issus du méthanol uniquepmntMethanosphaeraet a la fois du
méthanol et des méthylamines pdurblatticold) avec du H.

bY

Contrairement a la méthanogénese hydrogénotropheacétoclaste, la voie
meéthylotrophe empruntée par les méthanogénes aiartpas de compétition avec d’autres
microorganismes comme les BSR qui n’utilisent gasméthanol et les méthylamines comme
substrat (Oremland et al 1982, Oremland and PoltB82). Les méthanogenes
méthylotrophes peuvent donc coloniser des envinmemés ou il est possible également de

retrouver d’autres accepteurs d’électrons (commsg 56 donc la présence de BSR.

1.2.2.cLa méthyl-coenzyme M réductase (MCR): enzyme elélad
meéthanogénese

Les trois voies de la méthanogénése impliquentiqus enzymes et coenzymes
différentes, mais toutes ces voies de synthése éthame partagent une étape commune
catalysée par un complexe enzymatique, la méthgtizgme M réductase (MCR), appelée
egalement coenzyme-B sulfoéthylthiotransférasevesttuconsidérée comme I'enzyme clé de
la méthanogénese (Ermler 1997). Elle catalysedaat&on d’un groupement méthyle lié au
coenzyme M avec une libération concomitante dg (THauer 1998). Cette enzyme possede
une masse moléculaire d’environ 300 kDa et ellecestposée de trois différentes sous
unités, a (McrA), p (McrB) ety (McrG) arrangées dans une conformatmfi,y,. Cette
enzyme est retrouvée chez tous les méthanogenesxeéefdtion de Methanosphaera
stadtmanagordre desMethanobacterialésqui possede uniquement une isoforme de MCR,
appelée MRT. Cette isoforme est également retrouggeplus de MCR chez les
meéthanogenes affiliées a I'ordre ddsthanococcalest desMethanobacteriale¢Brenner et
al 1993, Lehmacher and Klenk 1994, Nolling et é#@,9Rospert et al 1990, Thauer 1998). Il
a été montré que I'expression de ces deux isoermgstedifférentiellement régulée suivant
les conditions de croissance (Bonacker et al 1P8Bnings et al 1997, Pihl et al 1994, Reeve
et al 1997)
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Les genes codants pour les trois sous unités stefdiime | (MCR) sont organisés en
opéron (hcrBDCGA, contenant également deux genegrC et mcrD) codant pour deux
protéines, McrD et McrC de fonction inconnue (Reetval 1997). La protéine McrC, pourrait
étre impliquée dans des modifications post-tradacitlles de la sous-unité(Ermler 1997).
Chez les archées méthanogéenes affiliées Mathanobacterialeset Methanococcalesles
génes codant pour les trois sous-unités de I'isodoll (MRT) sont aussi organisés en opéron
(mrtBDGA) (Lehmacher and Klenk 1994, Pihl et al 1994), enaht également un gene
supplémentairenirtD) codant pour une protéine dont la séquence esiveient proche de
McrD (Nolling et al 1996). Cheklethanococcugannaschii(ordre desviéthanococcalés les
géenes sont organisés sous la foorn@BGA avec le génenrtD distant d’environ 37kpb de

'opéronmrt.

Les genesncrA et mrtA apparaissent étre trés conservés (Lehmacher ank K994,
Nolling et al 1996, Springer et al 1995), permdttda les utiliser comme biomarqueur
phylogénétique des archées méthanogenes. Enletfegvolution relativement lente permet
de disposer de séquences montrant suffisammenindargés pour pouvoir étudier les liens
de parenté d'especes phylogénétiquement distapteseci de maniére congruente aux
phylogénies basées sur les séquences codanteBARNr 16S (Lueders et al 2001, Luton et
al 2002, Springer et al 1995). Les gemesrA et mrtA ont été utilisés dans de nombreuses
études moléculaires pour caractériser la diverd@é,structure et la distribution des
communautés méthanogenes, et ceci dans de nombnginronnements (Biderre-Petit et al
2011, Castro et al 2004, Chin et al 2004, Earl 2083, Galand et al 2002, Hales et al 1996,
Juottonen et al 2006, Lueders et al 2001, Mihakogsal 2008, Milferstedt et al 2010).

1.2.3Consommation microbienne du méthane

La majorité du CH produit n’est pas libérée dans I'atmosphére matsogydée a
proximité de ses zones de production. Par exemple @ CH, produit par les rizieres, le
pourcentage de méthane libéré dans I'atmosphérergpgrort a la production totale ne
dépasserait pas 17% (Cheng et al 2005). Il en esméme pour le CHprovenant de
sédiments marins ou lacustres dont la fraction €mast tres faible, du fait d'une
consommation anaérobie dans les sédiments et ursdroonation aérobie dans la colonne
d’eau. Cette consommation du méthane est assuré@epdactéries dites méthanotrophes et
pour lesquelles le CHest une source de carbone et d’énergie. Cellgaient donc un role

primordial dans la régulation des émissions de amgth(Hanson and Hanson 1996).
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Tableau 2. Caractéristiques phylogénétiques
méthanotrophes facultatifs sont indiqués en gras.

et physiologiques des bactéries méthanotrophes aérobies. Les

y-Protéobactéries
(Type )

a-Protéobactéries

{Type )

Verrucomicrobia

FAMILLE

Methylococcaceae

Methylocystaceae

Beijerinckiaceae

Methylacidiphilaceae

GENRE

Methylomonas
Methylobacter
Methylomicrobium
Methylosarcina
Methylosphaera
Methylosoma
Methylococcus
IMethylocaldum
Methylothermus
Methylohalobium
Crenothrix

Clonotfrix

Methylosinus
Methylocystis

Methylocapsa
Methylocella

Methylacidiphiium

ACIDES GRAS
DES PHOSPHOLIPIDES

C16:1w/c, C16:1wde, C16:0,
C14:0

C181wéc, C18:1w/c,

C18:2wic 12¢

Cl8twre

C18:0, C16:0, aC15:0.
C14:0

Activité
sMMO
pPMMO

VOIE D’ASSIMILATION DU
CARBONE

CuiMon
Cui

Ribulose monophosphate

OurMon

Oul

Voie de la serne

OurMon

OurMon

Voie de la senne

MNon

Oour

Voie alternatve de la serine
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Actuellement, deux voies biologiques principalesitsampliquées dans I'oxydation du
méthane avec (1) 'oxydation du méthane en conudiérobie et (2) I'oxydation anaérobie du
méthane réalisée par des microorganismes spésialigécemment identifiés au cours de ces

quinze dernieres années (Hinrichs et al 1999, Rafrsing et al 2006).

1.2.3.a0Oxydation aérobie du méthane
Le processus d’oxydation du méthane, réalisé parbdetéries dites méthanotrophes,
est connu depuis longtemps, avec des premierdsstdaactérisés au début du ¥XRsiecle
(Kaserer 1905, Sohngen 1906). Ces dernieres anméemuvel intérét est apparu pour leur

réle primordial au niveau du changement global.

i. Les bactéries méthanotrophes

Actuellement, les bactéries méthanotrophes appadi® a 16 genres bactériens
répartis au sein dew- et y- protéobactéries T@bleau 2. Plus récemment, trois
meéthanotrophes obligatoires appartenant au phylesVeérrucomicrobiaont été mis en
evidence (Dunfield et al 2007, Islam et al 2008l &oal 2007). Ces dernieres semblent
restreintes a des environnements extrémes, avecatatitions de croissance a des pH
d’environ 1 et des températures supérieures a 302Gequencage complet du génome d’un
des isolats a montré I'acquisition des genes aedtnanotrophie par transfert horizontal (Hou
et al 2008). Les méthanotrophes appartenant awéqiractéries peuvent étre classées au
niveau de la familleTableau 2 avec (1) leMethylococcaceaeonnus également comme
méthanotrophes de type |, qui utilisent la voieribulose monophosphate pour la fixation du
carbone et ont une composition de leurs phospli@fpavec des acides gras a longue chaine
(16 carbones) ; (2) ledethylocystaceaéou méthanotrophes de type Il) utilisant la voeela
sérine pour la fixation du carbone avec une contipnsdes phospholipides contenant des
acides gras a 18 carbones, excepté pour I'esdetieylocystis heyercontenant des acides
gras a 16 carbones (Dedysh et al 2007) ; (3B&rinckiaceagpossédant des métabolismes
diversifiés avec des méthanotrophes obligatoires,abligatoires et facultatifs (Dunfield et al
2010). A limage des méthanotrophes appartenant daxucomicrobia des espéces
appartenant aux Protéobactéries (e.g. celles appart aux genredMethylococcus
Methylocaldunet Methylothermupgsont capables de s’adapter a des environnemenésnes
avec une température de croissance pouvant agetdC (Trotsenko et al 2009). De méme,
certaines especes sont adaptées a des environsepnéséntant des températures oscillant
entre 0 et 30°C (Trotsenko and Khmelenina 2005 tdiaen 2006), de fortes concentrations
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en sels entre 0.2 et 2.5 M (Heyer 2005) et des gdativement bas (Dedysh et al 2000,
Dedysh et al 2002).

ii. Métabolisme aérobie

Les méthanotrophes aérobies utilisent des comp@sésn carbone pour leur
métabolisme a savoir le méthane (ldt le méthanol (CEOH). Ce n’est pas le cas des
meéthanotrophes facultatifs, récemment isolés etar@pant notamment aux genres
Methylocella(Dedysh et al 2005)Crenothrix (Stoecker 2006Methylocystis(Belova et al
2011, Im et al 2011) ou encokethylocapsgDunfield et al 2010), qui eux peuvent utiliser
en plus dautres substrats initiaux a un ou plusiecarbones. La voie meétabolique
d’oxydation aérobie du méthane comprend quatreeéiam le Chlest oxydé en Cfvia la
formation d’intermédiaires comme le méthanol, lerfaldéhyde et le format&igure 15). La
premiére étape (oxydation du méthane en méthanst) catalysée par la méthane
monooxygenase (MMO). Cette derniére est constiti@éieois composantes : une hydroxylase
composée de trois sous unités arrangées dans urerroation o,fzy2 (MMOH), une
composante B et une réductase (Lipscomb 1994). Deures de cette enzyme ont été
identifiées a des localisations cellulaires diffées, 'une dite soluble et a localisation
cytoplasmique (sMMO) et l'autre dite particulaireliée a la membrane intracytoplasmique
(PMMO) (Lipscomb 1994). Tous les méthanotrophesspdent la forme pMMO excepté
celles appartenant aux genidsthylocella(Dedysh et al 2000) &dethyloferula(Vorobev et
al 2010) qui possedent par contre la forme sMMQteJderme soluble et cytoplasmique de la
méthane monooxygénase n’est cependant pas retrotivée tous les méthanotrophes
(Murrell et al 2000). La forme sMMO est capabletidiser un large spectre de substrats
incluant des alcanes, alcénes et des composés tajoesatandis que la forme pMMO est
seulement capable d’oxyder le méthane, des alostndss alceénes a chaines constituées au
plus de 5 carbones (Burrows et al 1984, Colby &Ddr7).

A l'image de la méthyl coenzyme M réductase (MOR)méthane monoxygénase est
ubiquiste chez les méthanotrophes. Le geameAcodant pour la sous unitéde la pMMO,
est donc utilisé comme marqueur fonctionnel de dasommation aérobie du méthane
(McDonald et al 2008). Pour la plupart des méthapbtes appartenant aux- et y-
Protéobactéries, la phylogénie baséemupAest congruente avec celle basée sur I'ARNr
16S puisque gu’aucun transfert horizontal de ce gem été mis en évidence chez ces especes
(Bourne et al 2001, Costello and Lidstrom 1999, Hetral 2005, Murrell et al 1998). Il faut
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cependant noter la présence d'un ggmeoA particulier chez les membres du genre
Crenothrix(Stoecker 2006).
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Bien que des analyses phylogénétiques basées sggnkepmoA aient permis de
conclure a une divergence ancestrale entre lesam@ttophes affiliés auxerrucomicrobiaet
aux Protéobactéries (Dunfield et al 2007, Op demiCat al 2009), le séquencage complet du
génome d'un isolat appartenant au phylum d&srucomicrobiaa cependant montré
l'acquisition des génes de la méthanotrophie panstert horizontal a partir des
Protéobactéries (Hou et al 2008).

1.2.3.bOxydation anaérobie du méthane

Pendant longtemps, la consommation aérobie du me&thaété considérée comme la
voie unique d‘utilisation du CH Cependant, depuis environ trente ans, suite aemipres
études géochimiques une oxydation anaérobie duaméttlans des sédiments marins et des
colonnes d’eau anoxiques a été démontrée (Barrk$&aluberg 1976, Martens and Berner
1974, Reeburgh 1976). L'implication de microorgams dans ce processus n'a été révélée
gue récemment. L’'oxydation anaérobie du méthanenfi@rvenir trois types de métabolisme
avec (1) une oxydation couplée a la sulfato-réduacti(2) couplée a la dénitrification et (3)

couplée a la réduction du fer et du manganese.

i. Oxydation anaérobie couplée a la sulfato-réduction

Les premieres observations montrant des concesrigaén méthane et sulfate variant
de maniére inversée entre les sédiments et learm@dod’ eau, ont permis de proposer que le
meéthane était oxydé en anaérobiose par un consodiArchaeaet de bactéries sulfato-
réductrices (Barnes and Goldberg 1976, Martens Berder 1974, Reeburgh 1976). Dans
cette association de type syntrophique, les BSkserthient le dihydrogéne produit lors de
'oxydation du méthane par des archées méthanogguoeséaliseraient une méthanogénese
dite inverse de la réduction du €en CH, (Hoehler et al 1994, Zehnder and Brock 1979).
Des analyses phylogénétiques basées sur des ségqumuantes pour 'ARNr 16S montrent
gu'’il existe au moins trois groupesAttthaeaassociées a I'oxydation anaérobie du méthane
(« Anerobic Methanotrophs » ANME-1, -2 ou -3). Leogpe ANME-2 affilié aux
Methanosarcinalegt le groupe ANME-1 se positionnant entre les mud@bigénes acétoclastes
et non acétoclastes sont les plus fréquemment m&édso Le groupe ANME-3 est
essentiellement apparenté adgthanococcoidespp (Hinrichs et al 1999, Knittel et al 2005).

Ces trois différents groupes d’ANME ne sont pas optiylétiques et montrent une similarité
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de séquences de 75-92%. Quant aux BSR partenasdsahaeaANME, ces derniéres sont
majoritairement affiliées aux deltaprotéobactéretsplus particulierement a l'ordre des
Desulfosarcinaleset Desulfobacterale¢Orphan 2001, Orphan et al 2009, Strous and Jetten
2004).

Le fonctionnement exact de la « méthanogénésesaven’est pas encore totalement
connu. Une des questions porte sur la nature dupasén échangé entre les archées
méthanogenes et les BSR. Certaines hypothesesnplbaeétate et le formate comme
métabolites potentiels pour plusieurs population88R. D’autres placent le GQen plus du
H, produit par leArchaeg présent dans I'environnement comme source deonarpour les
BSR ou encore le sulfure de méthyle ¢SH) produit par lesArchaeacomme donneur
d’électrons (Hoehler et al 1994, Moran et al 200@Jentine 2002). En plus de I'étroite
relation phylogénétique entre les ANME et les aeshénéthanogénes, d’autres similitudes
d’ordre génomique ont été mises en évidence. Le g@nA codant pour la sous-unitéde la
méthyl-coenzyme M réductase a été montré comme @ssocié a la communauté des
ANME (Hallam et al 2003), et une étude a montré tques les genes de la méthanogénése
étaient présents au sein du génomArchaea ANME-1 provenant de sédiments marins
(Hallam 2004). La présence des génes de la méthansg chez les ANME suggére une
oxydation anaérobie du méthane réalisée par mégéaese inverse (Knittel and Boetius
2009, Kruger et al 2003, Meyerdierks et al 2010).

ii. Oxydation anaérobie couplée a la dénitrificatioeduction du
fer et du manganése

Actuellement, il est établi que 'oxydation anaéeodu méthane peut impliquer des
accepteurs terminaux d’électrons différents defatad tels que par exemple les nitrates, le
fer et le manganese. Un couplage entre I'oxydaimaerobie du méthane et la dénitrification
a été premiérement mis en évidence au niveau djuifieae contaminé par des nitrates (Smith
et al 1991), puis confirmé plus tard expérimentaensur une étude en réacteurs (Islas-Lima
et al 2004). Plus réecemment une étude a mis erméegdurconsortiummicrobien couplant la
dénitrification avec I'oxydation anaérobie du méthau niveau de sédiments lacustres ayant
de fortes concentrations en nitrates pouvant alteid mM (Raghoebarsing et al 2006). Ce
consortium(contenant également daschaeaproches deMethanosarcinalegt des ANME-

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

la bactériecCandidatusMethylomirabilis oxyferadont le séquencage du génome a révelé une
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nouvelle voie métabolique de dénitrification ditentra-aérobique »Higure 16) (Ettwig et al
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2010, Raghoebarsing et al 2006). De maniere trEsessante, ce processus se comporte
comme une oxydation aérobie classiqgue du méthankalesence totale d'©@apporté de
maniére externe (Ettwig et al 2010). Ce paradoxeHhimique est expliqué par la capacité
unique deCandidatusMethylomirabilis oxyferaa produire du dioxygéne intracellulaire via
une voie alternative de deénitrification n’'impliquapas I'oxyde nitreux (BD) comme
intermédiaire. Dans cette voie particuliere, I'ogyaitrique (NO) généré lors de la réduction
des nitrites (N@) est dismuté en diazote {Net dioxygéne (@ (Figure 16) (Ettwig et al
2010, Wu et al 2011). La majorité de y@roduit est utilisé pour activer et oxyder le £H
dans une réaction strictement aérobie et catalgpaéda pMMO. Le dioxygéne restant est
utilisé pour d’autres processus biochimiques conume respiration utilisant des terminales
O, réductases (TOR) suggérant une co-respiration CaazlidatusMethylomirabilis oxyfera
utilisant les nitrites et le dioxygéne (Lueskerale2012, Wu et al 2010). Ainsi 'utilisation du
gene pmoA peut constituer également un marqueur pour I'étads communautés
microbiennes oxydatrices du méthane en anaérobmsgaée a la dénitrification (Luesken et
al 2011).

L’oxydation anaérobie du méthane a de méme été mrsévidence couplée a la
réduction du fer et du manganése dans des sédimesrimns profonds impliquant des
communautés &rchaeanon cultivées et des ANME-1 et -2 (Beal et al 20@)pendant les
processus biochimiques mis en jeu de méme queolasanautés bactériennes impliquées,

restent encore peu connus.

1.3 La biodégradation des hydrocarbures aromatiques pgkycliques en
conditions méthanogenes

L’exploitation intensive du carbone fossile pardidme aboutit a la contamination des
différents compartiments (biosphere, lithosphérgdrbsphére et atmosphére) par des
composés toxiques comme les hydrocarbures aroreatjgplycycliques (HAP). Ces derniers
peuvent affecter les compartiments anoxiques laeg¢mépandus dans I'environnement
comme dans les sédiments, les eaux ou encore leslsétude de la participation des
communautés méthanogenes pour I'étude de la biadégon anaérobie de ces composeés
néfastes apparait étre primordiale pour appréhdadetfifférents processus métaboliques mis

en jeu.
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Figure 17. Liste et formule topologique des 16 HAIRlassés prioritaires selon 'Agence
Américaine de Protection de I'Environnement (US Eniwonmental Protection Agency,
EPA).

Tableau 3. Propriétés physico-chimique des 16 HAP classés prioritaires par I'US-EPA (d’aprés

ATSDR 2005: Toxicology profile for polvaromatic hydrocarbons. ATSDR's Toxicological Profiles
on CD-ROM_ CRC Press, Boca Raton, FL).

Nombre Masse Solubilité  Pression

de qumule molaire c!ans de Log
cycles chimique {g.mole") | ealf vapeur Kow
(mgL?)  (mm Hg)

Naphtaléne 2 CioHg 128,17 31 889.107 3,37
Acénaphténe 3 CiaHip 154,21 3.8 3,75.10° 3,92
Fluoréne 3 Ci:Hp 166,22 1.9 32410% 418
Acénaphtyléne 3 CioHig 152,20 161 2,90.102 4,00
Anthracéne 3 CiaHipo 178,23 0,045 25510° 4,54
Phénanthréne 3 CiuHoo 178,23 11 680.10¢ 457
Fluoranthéne 4 CigHip 202,26 0,26 8,13.10% 5,22
Pyréne 4 CisHio 202,26 0,132 4,256.10° 5,18
Chryséne 4 CisHr 228,29 0,0015 780109 591
Benzo(a)anthracéne 4 CigHis 228,29 0,011 1.54.10°7 5,91
Benzo(b)fluoranthéne 5 CooHia 252,32 0,0015 8,06.10# 5,80
Benzo(k)fluoranthéne 5 CogHiz 252,32 0,0008 8,59.10-" 6,00
Benzo(a)pyréne 5 CooHis 25232 0,0038 4.89.10¢ 5,91
Dibenzo{a,h)anthracene 6 CuHyg 278,35 0,0005 2,10.10" 6,75
Benzo(g.h,i)pérylene & CoHyp 276,34 0,00026 1,00.10¢ 6,50

Indeno(1,2,3,c.d)pyréne 5] CosHyp 276,34 0,062 1,40.10-10 6,50
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1.3.1Les hydrocarbures aromatiques polycycliques

Les HAP font partie des contaminants persistanigjals leurs origines multiples
(naturelles ou anthropiques), leur conférent uraatare ubiquiste dans I'environnement.
Actuellement, 16 HAP sont répertoriéBiqure 17) et figurent sur la liste des polluants
prioritaires de I'’Agence Américaine de Protectiam ItEnvironnement (US Environmental
Protection Agency, EPA) (Keith and Telliard 1978%. sont également inventoriés comme
des composés néfastes pour 'lHomme et I'environnémar I'Organisation Mondiale de la
Santé (OMS) et la Communauté Européenne.

1.3.1.aStructure et propriétés physico-chimiques
Les HAP sont constitués d’atomes de carbone etdddgéne dont la structure des

molécules comprend au moins deux cycles aromati@ssemblés de maniere linéaire
(anthracene), angulaire (phénanthréne) ou condépgegee) Figure 17). Suivant le nombre
de cycles composant les HAP, ils peuvent étre figmlide Iégers (trois cycles au plus) ou de
lourds (plus de quatre cycles) (Doyle et al 20@8nergie de résonance créée par le nuage
dense d’électrong stabilise les HAP les rendant résistants aux agmaqucléophiles. Ces
molécules sont tres hydrophobes, peu volatiles, et hydrosolubles avec des solubilités se
situant entre 1 et 30 mg'Lpour les HAP les plus légers et & moins de 1 figadur les plus
lourds Tableau 3. A l'inverse leur solubilité est grande danspésises organiques (solvants
apolaires, lipides) avec des valeurs de coefficiEnpartage eau/octanol élevées (Log Kow,
permettant d’appréhender le caractere hydrophobeedimolécule) se situant entre 3 et 8
(Miller et al 1985). En outre, le caractere hydropé des HAP augmente avec le nombre de
cycles aromatiques et leurs différentes proprigtésico-chimiques les rendent récalcitrants
a la dégradation naturelle et donc persistants kkamgronnement.

1.3.1.bToxicité et effets biologiques
Le caractere hydrophobe et lipophile des HAP emérdéur bioconcentration dans les

tissus lipidiques et donc au niveau de la chaimeealtaire (Marsili et al 2001). Les HAP ne
sont pas directement actifs, mais suite a leur tpgi@n dans l'organisme par inhalation,
ingestion ou contact cutané, ces derniers se retmduau niveau de tissus cibles ou ils
subiront des réactions de détoxication aboutissdatformation de métabolites génotoxiques
(Kleinow et al 1998, Slater 1984). Au niveau hépadi, les monooxygénases microsomales
de type cytochrome P450 transforment les HAP paydatkon en époxydes, dérivés

phénoliques, quinones ou en radicaux trés réactfsgbles de se lier de maniéere covalente au
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niveau des acides nucléiques et des protéinesfpouer des adduits. Ces derniers se lient et

Jérémie DENONFOUX AUVERGNE Synthése bibliographique

perturbent ainsi les phénomenes de réplicationeetranscription au niveau de I'ADN,
pouvant entrainer un déreglement du processus \uisodi cellulaire et donc aboutir a la
formation de tumeurs (Lin et al 2001, Szeliga amgplz 1998).

1.3.1.cOrigines des HAP et distribution dans I'environneérmne
Les hydrocarbures aromatiques polycycliques peuseair une origine naturelle ou

anthropique. Les HAP tirent leur origine de la mai organique et sont principalement
formés par combustion incompléte de cette derniga&jrellement au cours des éruptions
volcaniques ou encore des feux de forét (Baumaatl 299, Mandalakis et al 2005), ou bien
de maniére anthropique par combustion du carbossléotel que le charbon ou les produits
pétroliers (Samanta et al 2002, Venkataraman eRCfl2). Depuis le début de lere
industrielle, les HAP émis dans I'environnementtsmajoritairement d’origine anthropique
(Wild and Jones 1995). Le transport, le chauffaggdentiel, le traitement des déchets par
incinération émettent dans I'atmosphere des pdescaiches en HAP qui se dispersent avant
de se déposer sur les sols par le biais des pedpis. En effet, du fait de leurs propriétés
physico-chimiques, les HAP se répartissent damsi6aphére au niveau des phases gazeuses
et particulaires (Gundel et al 1995, Ligocki anchitav 1989). Cette répartition est régie
majoritairement par leur pression de vapeur sataran les HAP les plus Iégers (ayant une
pression de vapeur saturante élevée) sont présemibase gazeuse, alors que les HAP plus
lourds (ayant une pression de vapeur saturantéefaslont associés a la phase particulaire
(Van Jaarsveld et al 1997). De plus, I'exploitatiten raffinage et les rejets accidentels ou
incontrolés des produits pétroliers et du charlwrt a I'origine de la pollution des sols et des
milieux marins par les HAP. Ainsi, les HAP peuvanissi bien étre issus de la combustion
incompléte de produits pétroliers, du charbon czoendu gaz naturel (Ravindra et al 2001),
gue de la combustion de biomasse ou encore d'@duégnagéeres (Besombesa et al 2001).
Enfin, les HAP peuvent aussi étre synthétisésderprocessus physico-chimiques et naturels
comme la diagénése en méme temps que les énengsded (charbon, pétrole). Ces
formations se produisent a des températures retagnt basses (50-150°C) au cours de
'enfouissement de la matiere organique dans lssibsisédimentaires (Soclo et al 2000). Les

HAP sont donc présents naturellement dans les fisgaétroliers (Cahnmann 1955).
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1.3.2Biodégradation microbienne aérobie des HAP
La dégradation microbienne aérobie reste actueliemaevoie de dégradation la plus

étudiée et la plus documentée en relation aveapaaité des microorganismes a utiliser les
HAP comme source de carbone et d’énergie (Seo2208). De nombreux organismes sont
capables de dégrader les HAP comme les bactéegsgldues ou encore les champignons
(Cerniglia 1992) Figure 18). La minéralisation compléete des HAP en £& HO est
majoritairement observée chez les bactéries ou fle intervenir notamment des
dioxygénases, enzymes multimériques permettardofporation de deux atomes d’oxygeéne
au sein d’'un cycle aromatique. Les dioxygénaseseléps également aréne dioxygénases ou
ring hydroxylating dioxygenase, RHD) sont des niétahzymes trés répandues chez les
bactéries (Cerniglia 1992). Elles catalysent (Dxydation des HAP par hydroxylation
simultanée de deux carbones adjacents au niveau aycde aromatique, aboutissant a la
formation decis-dihydrodiols, et (2) elles permettent la fissianrtbyau aromatique avec les
intradiol dioxygénases qui clivent le noyau arooati en positiorortho (entre les carbones
porteurs des groupements hydroxyles — OH) et |&émdivl dioxygénases en positioneta

(clivage entre les deux carbones adjacents au diol)

La dégradation bactérienne aérobie des HAP est asdepde deux phases distinctes.
Une premiere voie de dégradation, dite haute, mstiique du HAP a dégrader permettant
son attaque initiale pour aboutir & la formation rdétabolites comme le catéchol ou ses
précurseurs comme le protocatéchuate et le sdbc{laiaz 2004, Seo et al 2009). La
deuxieme voie de dégradation est dite basse ebasnhune a plusieurs composés autres que
les HAP (benzéne, toluene, ethylbenzene, xylen&>g Tpermettant de produire les substrats
du métabolisme cellulaire central par la fiss@tho ou metades cycles aromatiques. Chez
certaines bactéries, la voie haute de dégradagsnHAP n’aboutit pas a la formation du
catéchol, mais a la formation du gentisate dopiréeurseur est I'acide salicylique, et permet
également la production d’énergie via une voie dassexe de dégradation dite du gentisate
(Lee et al 2011, Zhou et al 2001). Les genes deadagon des HAP sont majoritairement
organisés en opérons sur le chromosome bactérigolusufréquemment sur des éléments
génetiques mobiles comme les plasmides ou encddrigansposons. Cependant, les génes de
dégradation des HAP peuvent présenter des orgammsajénétiques différentes (Khan et al
2001, Kim et al 2006a, Saito et al 2000).
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Figure 19. Voie de dégradation anaérobie du naphtahe.Les deux voies d'activation possibles
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tétrahydro-2-naphthoyl-CoA(11) octahydro-2-naphthoyl-CoA(12) cis-2-carboxycyclo-hexylacetyl-
CoA; (13) fumarate. Enzymes (A) naphtalene méthyl-transféras@) napthyl-2-méthylsuccinyl
synthase; (C) napthyl-2-méthyl-succinyl-CoA transféras€pD) naphthyl-2-méthyl-succinyl-CoA
déshydrogénas€E) naphthyl-2-méthylene succinyl-CoA hydrata§le) naphthyl-2-hydroxyméthyl-
succinyl-CoA déshydrogénasé(s) napthyl-2-oxométhyl-succinyl-CoA thiolasdH) naphthoate
carboxylase(l) naphthoyl-CoA ligas€J et K) 2-napthtoyl-CoA réductas€;) enoyl-CoA hydratase.
(Modifié et redessiné d'apres Meckenstock et Mdait2011).
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Les voies de dégradation aérobie des HAP légemmmoent celle du naphtaléne (2
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cycles aromatiques) (Davies and Evans 1964, Treataal 1954) et du phénanthréene (3
cycles aromatiques) (Doyle et al 2008, Haritash lkkadshik 2009, Peng et al 2008, Seo et al
2009) ont été tres étudiées depuis une soixanthamnées, et ces derniéres servent de base
pour la compréhension des mécanismes de déegragmtroles bactéries pour d’autres types
de HAP. Alors que les HAP a deux ou trois noyawatiques sont facilement dégradés par
les bactéries, les HAP de hauts poids moléculamg beaucoup plus récalcitrants a la
biodégradation (Cerniglia 1992, Peng et al 2008grtdines étapes sont encore mal
caractérisées et certains meécanismes de méme @ueeneymes impliqués restent
partiellement connus (Kim et al 2006b, Kweon @07, Peng et al 2008).

D’autres voies de dégradation sont connues chechl@spignons et les algues, mais
ces voies sont incomplétes. Ainsi la dégradation eslisée majoritairement par

cométabolisme aboutissant a la production de méktedoqui seront pris en charge

ultérieurement par d’autres communautés microbieiiDeyle et al 2008, Peng et al 2008).

1.3.3Biodégradation microbienne anaérobie

En raison de leurs propriétés physico-chimiquetiquaieres, et notamment leur faible
solubilité dans 'eau, les HAP se retrouvent préfiéellement dans les phases particulaires et
donc dans différents environnements anoxiques colesngediments ou les sols (Karthikeyan
and Bhandari 2001). Les bactéries sont égalemepabtes de dégrader les HAP en
anaerobiose mais ceci de maniere plus lente quésepce d’'oxygene (Haritash and Kaushik
2009, Meckenstock and Mouttaki 2011). Actuellemealativement peu d’études décrivent
les voies métaboliques impliguées au niveau de tettdégradation en absence d’oxygéne,
mais il a été montré que les bactéries utilisenpritairement le nitrate, le sulfate, le fer
ferrique, le chlorate, le manganése ou encore lg €@@me accepteurs d’électrons (Gibson
and S. Harwood 2002, Meckenstock et al 2004, Mestkek and Mouttaki 2011).

1.3.3.aVoies de dégradation anaérobie
La dégradation du naphtaléne est actuellementula gpcumentée. Cette dégradation
débute soit par une méthylation suivie d’'une additidu fumarate, ou soit par une
carboxylation (Meckenstock and Mouttaki 2011, Safiski and Meckenstock 2006yigure
19). La voie initiée par une méthylation donnant Iétinylnaphtalene est relativement bien
caractérisée et elle est associée notamment duatién du sulfate en sulfure ou du nitrate en

azote gazeux. L'attaque initiale de la moléculend&hylnaphtaléne est une addition d’'une
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Une molécule de coenzyme A (CoA) est ensuite téaésfdu succinyl-CoA au naphtyl-2-
méthyl-succinate et le carbone méthylé de ce deesieensuite beta-oxydé. Par la suite, une
molécule d’'HO est ajoutée, suivi d’'une nouvelle étape d’oxyuatet d’'une réaction de
clivage de la chaine latérale. Ce clivage aboutd formation de deux intermédiaires, une
molécule de succinyl-CoA (réutilisée au niveau @tape d’ajout du coenzyme A sur le
naphtyl-2-méthyl-succinate) et une molécule de @hbayl-CoA (Meckenstock et al 2004,
Meckenstock and Mouttaki 2011Figure 19). Le naphtalene empruntant la voie par
carboxylation aboutit également a la production2deaphtoyl-CoA via I'ajout préalable
d’'une molécule de C{produisant de I'acide 2-naphtoique, puis d'une ik de coenzyme

A (Figure 19). Le 2-naphtoyl-CoA est ensuite réduit par étapascessives pour former du
cis-2-carboxycyclo-hexylacétyl-CoA. Par la suite, Mauture du noyau aromatique aboutira &
la formation d’'acétyl-CoA et de GOQMeckenstock and Mouttaki 2011). Concernant la
dégradation du phénanthrene, cette derniere a @ébérée associée a la réduction du sulfate
ou la molécule a trois cycles aromatiques est @etpar carboxylation directe et est dégradée
de maniére similaire au naphtalene (Davidova &08l7, Meckenstock and Mouttaki 2011,
Zhang and LY. 1997).

1.3.3.bimplication des communautés méthanogenes

Les hydrocarbures aromatiques polycycliques peusentaminer les environnements
anoxiques et notamment ceux propices a la méthagsgécomme par exemple les
sédiments, ou les HAP peuvent potentiellement satei source de carbone pour des
communautés méthanogenes (Berdugo-Clavijo et al2)20Méme si le métabolisme
syntrophique de dégradation des HAP couplé a lalymoon de méthane est considére
comme un processus peu énergétiqgue (Schink 19P@pparait thermodynamiquement
faisable (Dolfing et al 2009) et a été analysé dgunslques études en laboratoire. Il a été
montré que des enrichissements de communautésmogtrees obtenus a partir de boues de
station d’épuration étaient capables d'utiliser t#s” de plus de trois noyaux aromatiques
(Christensen et al 2004, Trably et al 2003). De méha pu étre observé une baisse de 50%
de la concentration en naphtaléne et en phénaette@nniveau de sédiments portuaires
incubés en I'absence d’accepteurs d’électrons (Gkaal 2006). De le méme maniére, il a pu
étre montré une dégradation de cinq différentssyjeHAP en utilisant des enrichissements
obtenus a partir de sédiments de rivieres (Yuan @nang 2007). Par ailleurs I'addition

d’acétate, de lactate et de pyruvate dans ces mérmebations a permis d’augmenter la
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production de méthane et le taux de dégradatiorH#é¢x Plus récemment, certaines études
ont montré une production modérée de méthane aamnige sédiments supplémentés avec du
naphtaléne (Siegert et al 2011), de sédiments éngpités avec de I'anthracene (Zhang et al
2011) ou encore une consommation de certains HARil@&nes par urconsortium
thermophile de méthanogénes au sein d’échantifpoorgenant de champs pétroliferes (Gieg
et al 2010). Enfin, sur un méme type d’échantill@ssis de champs pétroliféres, il a pu étre
montré une consommation de méthyl-naphtalene éarr@lla production de méthane avec la
mise en évidence des acides naphtoiques comme dtmtmétabolites clés dans la
dégradation des HAP en conditions méthanogenesl{BerClavijo et al 2012). De plus, au
niveau de cette étude, certaines communautés nogpaes comme celles appartenant aux
genresMethanosaet@&t Methanoculleusnt été mises en évidence, suggérant leur impoeta

au niveau de ce métabolisme particulier.

En outre, de récentes études biogéochimiques srmgque les HAP peuvent étre
dégradés en étant couplé a la méthanogénése elecasanieren situ. En effet, plusieurs
meétabolites de dégradation anaérobie des HAP éntétectés au niveau du pétrole brut
échantillonné a différents endroits du globe eggugnt ainsi que les HAP servent de substrat
dans ces environnements profonds et anoxiquesg@itk al 2004). Une telle découverte
couplée a des études isotopiques a montré qu’wpsgion du CH et du CQ présents dans
les environnements pétroliferes est d’origine biogeée, et a suggéré que la biodégradation
de composants du pétrole incluant les HAP étaiplgeua une production de méthane (Gray
et al 2010). Plusieurs autres types d’environnemeotnme des aquiferes contaminés par des
essences (Essaid et al 2011, Gieg and Suflita 2B62pler et al 2004, Kleikemper et al
2005, Morasch et al 2011) ont montré une dégradatdies HAPin situ en conditions
méthanogenes. Il est intéressant de noter quereda ces sites avaient été caractéerisés au
préalable comme étant capable de dégrader les iHABralitions de réduction des sulfates et
des nitrates, plutdt qu’en conditions méthanogemadin une autre étude a montré la
minéralisationin situ du **C-naphtaléne et dtfCO, au niveau d’aquiféres contaminés par du

creosote en conditions réductrices du fer et editons méthanogénes (Bianchin et al 2006).

Cependant, méme si des études démontrent la bamtign des HAP en conditions
méthanogenes, les voies métaboliques ainsi qumile®organismes impliqués ne sont pas
encore clairement identifiés (Berdugo-Clavijo e2@12).
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1.4 Conclusion

Les microorganismes jouent un rdle central au mivdas cycles biogéochimiques,
notamment celui du carbone, en colonisant les reiffis réservoirs au travers de
communautés microbiennes complexes. Ces mémes amsibdés sont les acteurs du bon
fonctionnement des écosystémes, mais ils peuvessi aamplifier les perturbations
engendrées par l'activité humaine contribuant aangbment global. Les informations
disponibles sur les microorganismes et les enzympbqués dans les voies de production et
de consommation du méthane ou encore les voieegi@adhtion des HAP en anaérobiose
restent a I'heure actuelle trés incompletes. Eateffes données sont accessibles soit a partir
d’études de microorganismes cultivables alors gqugrande majorité des microorganismes
reste encore non cultivée, soit au travers de dmnn@oléculaires parcellaires apres
amplifications de biomarqueurs phylogénétiques aictionnels. C’est pourquoi il est
indispensable d'étudier les écosystemes dans lebalié en mettant en place de nouvelles
approches permettant d’explorer la diversité mimobe au sein des environnements

complexes.
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2. Etude de la diversité des communautés méthanogenes

L’exploration des environnements complexes demeaateiellement 'un des défis
majeurs en écologie microbienne du fait de I'imanté diversité des microorganismes qu'ils
hébergent. Pour une bonne compréhension du fometinent des écosystemes il est
important (1) d’identifier les microorganismes (sfiure des communautés), (2) de
caractériser leurs fonctions métaboliques, (3)aierrla structure a la fonction. Un grand
nombre de méthodes culturales, moléculaires ehbiaques ont été des lors appliquées pour
répondre a ces questions et permettant notammexpldration des communautés

meéthanogenes.

2.1 Approches basées sur la culture
Les méthodes classiques de microbiologie basées lasurculture impliquent

I'inoculation d’'un échantillon environnemental sles milieux de culture (solides ou liquides)
dont la composition doit favoriser I'isolement d@scroorganismes d’intéréts (Hugenholtz
2002). Les paramétres de croissance tels que lpétatare, le pH, le temps d’'incubation,
I'aération, la présence ou lI'absence de lumier2dint selon les populations a caractériser.
Les approches dépendantes de la culture sont emisesuvre soit pour dénombrer les cellules
viables (Sait et al 2002), soit pour sélectionnes thicroorganismes présentant un caractére
particulier. Elles ont été couramment utilisées rpta caractérisation phénotypique et
lisolement de nouvelles souches d'archées méthamexy a partir d’échantillons
environnementaux (Borrel et al 2012, Brauer et @® Chong et al 2002, Doerfert et al
2009, Imachi et al 2008, Kitamura et al 2011, Lomanal 1999, Sakai et al 2007, Sakai et al
2008, Sakai et al 2011, Tian et al 2009, Uchiyatredl 2010, Yashiro et al 2009). Cependant,
ces méthodes présentent certaines limites comme de favoriser la sélection des
microorganismes a croissance rapide (Sait et a2)2@@e plus, ces méthodes ne permettent
pas de reproduire exactement les conditions deit@mement a la base de l'isolement. Par
exemple, les Acidobactéries représentent en moy2d¥edes communautés bactériennes du
sol, mais ces organismes sont difficilement culilea sur la base des connaissances actuelles
(Schloss and Handelsman 2004). De nouvelles méshbeleulture utilisent des chambres de
diffusion (Nichols et al 2010) ou encore I'encajs$in de cellules dans des microgouttelettes
de gel combinée a de la cytométrie en flux, poumedtre une culture a grande échelle des
microorganismes (Zengler 2002, Zengler et al 2008).plus, des techniques de séparation

physique, telles que la filtration, la centrifugeti sur gradient de densité ou encore la
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Figure 20. Caractérisation de I'association des bééries sulfato-réductrices et des archées ANME-2 pda
technique CARD-FISH au niveau de sédiments marinsontenant des hydrocarbures. (Autilisation d’'une
sonde SEEP2-658 (vert) ciblant les BSR et d’'unedscANMEZ2-538 ciblant le groupe des ANME-@B)
Visualisation a l'aide des sondes SEEP2-658 et AIRNAIB8 d'un échantillon de sédiments ou ce dernier
apparait dominé par les ANME-2 (rouge). (D’aprésiidienst et al., 2012).

Tableau 4. Liste des différents phyla bactériens connus et référencés dans les
bases de données. Les phyla possédant un représentant cultivé sont indiqués en
rouge (d’aprés la base de données SILVA, http:/‘www.arb-silva.de/browser;,

septembre 2012)

Phyla Représentant Phyla Représentant
bactériens cultive Bactériens cultive
Acidobacteria oui Fusobacteria oui
Actincbacteria oui GALOS8 non
Aquificae oui Gemmatimenadetes oui
Armatimonadetes oui GOUTA4 nen
Bacteroidetes oui HDB-S10H1705 non
BD1-5 non Hyd24-12 non
BHI80-139 non JL-ETNP-Z39 non
Caldiserica oui Kazan-3B-28 non
Candidate division BRC1 non LD1-PA3S non
Candidate division KB non Lentisphaerae oui
Candidate division OD1 non MVP-21 non
Candidate division OP11 non Nitrospirae oui
Candidate division OP3 non NPL-UPAZ non
Candidate division OP9 non OC31 non
Candidate division SR1 non Planctermycetes oui
Candidate division TM7 non Protecbacteria oui
Candidate division WWS3 non RF3 nen
Candidate division W56 non RsaHF231 non
Chlamydiae oui S2R-29 non
Chlorobi oui SM2F11 non
Chicroflexi oui Spirochaetes oui
Chrysiogenetes oui Synergistetes oui
CK-1C4-19 non TAQB non
Cyanobactera oul Tenericutes oul
Deferribacteres oui Thermodesulfobacteria oui
Deinococcus-Thermus oui Thermotogae oui
Dictyoglomi oui T™E non
Elusimicrobia oui Verrucomicrobia oui
Fibrobacteres oui WCHB1-60 non

Firmicutes oui
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cytométrie en flux (Hugenholtz 2002), ont été misasplace pour permettre un tri préalable
des microorganismes. Ces nouvelles approches onmmige certes daugmenter
considérablement la possibilité d’isoler de nouwemnicroorganismes, mais elles ne donnent

toujours acces qu’a une infime partie de I'immedisersité microbienne.

De maniere a obtenir des données complémentaireapguioches culturales certaines
meéthodes d’observation ont été mises au pointadinisualiser directement I'abondance, la
répartition et les interactions des communautésté@t, et ce de manieia situ. Ces
approches sont basées sur l'utilisation de sonllesetcentes ciblant spécifiquement des
séquences d’acides nucléiques particuli¢kégure 20). Les plus utilisées actuellement sont
le Fluorescent In Situ Hybridization (FISH) et IARD-FISH (Amann et al 1990, Bottari et
al 2006, DelLong et al 1989, Schénhuber et al 198 et al 2011, Valm et al 2012). Ces
derniéres, notamment le FISH, ont été utilisées pwétection des méthanogenes au sein
d’échantillons environnementaux grace a [lutilieati de sondes spécifiques de ces
communautés (Narihiro and Sekiguchi 2011). Ces nigcles génerent des données
guantitatives intéressantes mais renseignent itgffient sur les capacités meétaboliques des
microorganismes. Ainsi d'autres stratégies, couplanFISH a des techniques isotopiques
(MAR-FISH, FISH-NanoSIMS) (Lee et al 1999, Li et 2008), ou encore la SIP (Stable
Isotope Probing) incorporant des isotopes staldgssi de substrats marqués au niveau des
molécules d’ADN (Lueders et al 2004), ont été déppées de maniere a pouvoir relier
I'identification des microorganismes a leurs foans métaboliques. Toutefois, ces méthodes
restent limitées quant a leur application du fadtldur difficulté de mise en ceuvre mais

surtout par leur faible débit.

Des études moléculaires basées sur la caracténisdds séquences d’ADNr 16S ont
révélé des divisions candidates bactériennes glleBRC, OP10, OP11, SC3, TM7, WS2 et
WS3 qui pour certaines n’ont toujours pas de repr@mts cultivés a ce jour. Les études
moléculaires ont révélé la présence de 59 phyltéébans (Ludwig et al 2004, Pruesse et al
2007) dont la moitié d’entre eux n'ayant pas enatgereprésentants cultivé§apleau 4)
(Harris et al 2004, Hugenholtz et al 1998, Rapk @mvannoni 2003). Le méme constat est
observé chez les méthanogénes ou des séquencelNdI&S ont été assignées a des groupes
candidats, comme par exemple le groupe WSA2 (od) Aréquemment retrouvé dans des
systemes de traitement des eaux usées (Choudr2@0%). Ce groupe est considéré comme

étant un taxa archéen ne possédant actuellemenn aeprésentant cultivé (Hugenholtz
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2002). Un autre exemple est le Rice Cluster Il ra#8i aux méthanogenes puisque les
séquences ADNr 16S affiliees a ce groupe sont uetes dans des cultures enrichies
contenant de [I'éthanol comme donneur d'électronts,ce groupe forme un clade
phylogénétique distinct au sein dbkethanomicrobialeset MethanosarcinalegLehmann-
Richter et al 1999).

Ces observations mettent en avant le potentiel tdeBniques moléculaires qui
permettent de contourner les limites des approatdturales, et ainsi permettre de

caractériser finement les communautés microbiennes.

2.2 Méthodes moléculaires

Le développement des techniques moléculaires ogg-#ing dernieres années permet
aujourd’hui d’aborder les problématiques d’écologirobienne simplement au travers de
I'analyse des molécules d’acides nucléiques (ADNUeARN) en contournant les limites des
meéthodes culturales ou d’observation au microsc@semicroorganismes (Amann et al 1995,
Pace 1997). Ces approches indépendantes de laecrdpuosent sur 'utilisation de génomes
entiers ou de biomarqueurs capables de renseigoer I'glentité (biomarqueurs
phylogénétiques) ou le réle fonctionnel (biomargsefonctionnels) d’'un grand nombre de

microorganismes.

2.2.1Utilisation des biomarqueurs

Le biomarqueur phylogénétique le plus utilisé enl@gie microbienne est le gene
codant pour la petite sous-unité de I'ARN ribosomeid ARNr 16S chez les procaryotes et
ARNr 18S chez les eucaryotes) (Woese et al 1999)hiamarqueur phylogénétique ADNr
16S (Woese 1987) a été largement utilisé en émlogcrobienne pour la description des
communautés bactériennes et archées de I'envircamtepuisque (1) il est ubiquiste c’est-a-
dire retrouvé chez tous les procaryotes ou il jpuedle clé dans la traduction de ’'ARNmM en
protéine, (2) il posséde une structure en mosdigeant des régions conservées (permettant
son isolement) mais aussi variables et hypervasabla la base des comparaisons
phylogénétiques), (3) il ne subit pas ou peu desteat horizontal et de recombinaisons
(Hugenholtz 2002). De plus sa taille adaptée (~1piBDainsi que le nombre croissant de
séquences codantes pour 'ARNr 16S présentes @anbases de données, font de lui un
marqueur de choix. Certaines signatures de ce boquear peuvent en outre étre

caractéristiques de groupes fonctionnels comme @eemple les microorganismes
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peuvent renseigner sur l'identité des microorgapsmomme par exemple le gemerA
codant pour la sous-unitéde la méthyl coenzyme M réductase chez les arahéescore le
genepmaA codant pour la méthane monooxygénase et retroningiement chez les bactéries
meéthanotrophes. Toutefois, les biomarqueurs fonogts sont généralement des genes
codant pour des enzymes impliguées dans des mistabsld’intérét. D’autres biomarqueurs
tels que les génes codant pour la sous-(nité I’ARN polyméraserpoB), la sous-unit de
'ADN gyrase QyrB), la recombinase ArécA ou encore la « heat shock protein 60 »
(Hsp60), ont éte utilisés en écologie microbienor pétude des communautés microbiennes

ou encore pour différencier certaines especes fimutés (Ghebremedhin et al 2008).

Le biomarqueur ARNr 16S a été fréquemment utilisgurpla détection des
communautés méthanogenes au sein d’environnemamiglexes. Cependant, son utilisation
est limitée au niveau des méthanogeénes, puisquelareseres se retrouvent au sein d'un
groupe d’organismes paraphylétique englobant despgis d’archées non méthanogenes
comme les Archaeoglobales, les ThermoplasmataldsseHalobacteriales (Bapteste et al
2005). Pour s’affranchir de cette contrainte, it esuramment utilisé des biomarqueurs
fonctionnels spécifiques et conservés chez les anétienes comme le génecrA codant
pour la méthyl-coenzyme M réductase (MCR) (Fridd2005) ou encore celui codant pour
son isoenzymen(rtA). En outre, les phylogénies basées sur les ségsianecléiques des
genesmcrAmrtA ou sur les séquences protéigues déduites de oes,geont congruentes
avec celles déterminées par utilisation des ségseADNr 16S (Friedrich 2005, Luton et al
2002, Springer et al 1995).

2.2.2Analyse partielle des communautés basée sur 'amfiation PCR
Ces stratégies utilisent la technique de réacterpalymérisation en chaine (PCR)
(Saiki et al 1985) pour amplifier une région d’AQ0dble grace a un couple d’amorce. Cette
méthode a révolutionné I'étude des communautés obiemnes présentes dans les
environnements complexes en étant capable de c#gécifiguement n’'importe quelle
population ou groupe de microorganismes pour ldsqiles informations de séquences sont
disponibles.

2.2.2.aDétermination et utilisation des couples d’amorces
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De nombreux couples d’amorces spécifiques du @gdr 16S ont été déterminés
pour étudier de maniere globale les communautéhaneégenes au sein d’environnements
complexes (Marchesi et al 2001, Wright and Pimm320De plus, ceux-ci ont été déterminés
a des niveaux taxonomiques inférieurs (classegpfdmille voire méme espéce) permettant
la détection spécifique des communautés meéthansgemes des boues de traitement des
eaux useées (Ariesyady et al 2007, Franke-Whittlal 2009a, Hori et al 2006, Narihiro et al
2009a, Narihiro et al 2009b, Rocheleau et al 1@f&ng and Raskin 2000), au niveau du
rumen (Skillman et al 2004, Yanagita et al 200@nsd des sédiments marins profonds
(Boetius et al 2000, Nercessian et al 2004), ddsrsits (Zepp et al 1999), du microbiote
intestinal humain (Ratner et al 2009) ou encoreni@e@au de zones humides (Brauer et al
2006, Zhang et al 2008a, Zhang et al 2008b).

Concernant ['utilisation du biomarqueur fonctionnaicrAimrtA, des couples
d’amorces généralistes ont été déterminés (Lutoral €2002, Mihajlovski et al 2008).
Néanmoins, d’autres amorces ont été définies paemtifier certaines familles comme les
Methanosarcinaceag¢Springer et al 1995), mais également pour étutlisr populations
spécifiguement retrouvées au sein d’'un environnémdenné comme les zones humides
(Hales et al 1996).

2.2.2.bLes différentes méthodes d’analyse

L'utilisation de la PCR a permis de disposer d'gaenme de techniques permettant
d’obtenir des informations sur la structure etdadtion des communautés microbiennes. Des
méthodes de clonage/séquencage permettent dobtéesr données de séquences
phylogénétiques qui seront ultérieurement compaééees bases de données généralistes
comme Genbank ou plus spécifiques comme ARB (Ludwigl 2004), Ribosomal Database
Project (RDP) (Cole et al 2009) ou encore GreergdbeSantis et al 2006). Ainsi, les
séquences obtenues sont affiliées a différentssremgnomiques (allant du phylum jusqu’a
'espéce) en identifiant différents seuils de samié nucléique (DeSantis et al 2007). Bien
gue les banques de clones construites a partir édeieaces d’ADNr 16S permettent
d’explorer initialement la diversité et d’'identifide nouveaux taxa bactériens et archéens, des
études ont montré que des échantillons environntmentels que les sols, requiérent plus de
40 000 clones pour décrire 50% de la diversité fammet al 2002). Cependant les banques de
clones d’ADNr 16S construites pour les études emviementales contiennent généralement

un peu moins de 1000 séquences, et proposent deneision tres réduite de la diversité

31






@ ./ CONSEIU

Jérémie DENONFOUX AUVERGNE Synthése bibliographique

microbienne présente dans un échantillon. Malguéslémites (incluant également un co(t
en temps et en réactifs), les banques de clonés@gours considérées comme un outil de
base en écologie microbienne pour explorer de mapigliminaire la diversité microbienne
(DeSantis et al 2007). De telles méthodes applEjee communautés méthanogenes et
ciblant TADNr 16S ont pu montrer une dominance atains phylotypes dans différents
environnements complexes. Par exemple, dans deseséd profonds de dépodts d’hydrates
de gaz, les espéces des gemvieshanosarcinaet Methanobrevibactesont surreprésentées
(Marchesi et al 2001). L'application de ces métlsodeussi permis la mise en évidence des
phylotypes particuliers comme Ibgethanomicrobiadans des sédiments lacustres (Banning et
al 2005). Des résultats similaires ont été obtemusiblant les genaacrAmrtA, pour mettre

en évidence la diversité et la dominance de comméeaméthanogenes dans différents
environnements, comme la colonne d’eau et les s¥ds1e lac d’eau douce (Biderre-Petit et
al 2011), des sources hydrothermales (Dhillon 086) ou des volcans de boues (Alain et al
2006).

D’autres méthodes basées sur I'amplification PCRmMmoe les techniques
d’empreintes génétiques, donnent un profil des conaatés microbiennes basé sur I'analyse
directe des amplicons obtenus a partir d’ADN enviemental (Ramette 2009). Au cours de
ces 25 dernieres années, un large éventail deiteema été développé pour la description
des communautés microbiennes en produisant desemrg® moléculaires basées sur des
polymorphismes de séquences ou de longueurs des ¢gomarqueurs (Kirk et al 2004).
Parmi ces différentes techniques, il est possitde cder la Denaturing Gradient gel
Electrophoresis / Temperature Gradient gel Eletimogsis (DGGE / TGGE) (Gelsomino et
al 1999), la SSCP (Single Strand Conformation Polphism) (Lee et al 1996), la T-RFLP
(Terminal-Restriction Length Polymorphism) (Liu at 1997), la ARDRA (Amplified
Ribosomal DNA Restriction Analysis) (Liu et al 1993u encore la A-RISA (Automated-
Ribosomal Intergenic Spacer Analysis) (Fisher amipldtt 1999). Ces méthodes ont
egalement été appliquées aux communautés méthaswpgear donner des empreintes ADNr
16S etmcrA de différents environnements (Casamayor et al 2@@kamayor et al 2002,
Kemnitz et al 2004, Ramakrishnan et al 2001, Wragid Pimm 2003, Yu et al 2007). D’une
maniére générale, ces techniques sont rapides retetient une analyse comparative
simultanée de plusieurs échantillons. Elles ont migées au point pour observer des
changements ou des différences entre les communautérobiennes, mais elles ne

permettent pas une identification taxonomique terees communautés.
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de quantifier des communautés microbiennes d’ihtgaés des environnements complexes
(Zzhang and Fang 2006). Ainsi la gPCR ciblant 'ADNGS et le genencrA sont également
treés utilisées pour quantifier les communautés aréifénes de I'environnement. Différents
couples d’amorces ont été déterminés dont les @amogéneéralistes Met630F/Met803R
notamment utilisées pour la quantification des raétigenes du rumen des vaches laitieres
(Hook et al 2008). De méme, d’autres amorces oa@tdéterminées et appliquées a la
technique de détection Tagman, permettant la dieation des différents ordres et de
certaines familles (Yu et al 2005). Ces amorcesutiétieurement servi pour la quantification
des méthanogénes acétoclastes dans des bouegatveind des eaux usées et ont permis de
mettre en évidence que ces mémes populations gtaffattées par la concentration en
acétate dans les eaux usées (Yu et al 2006). gdesociblant le génecrA sont également
disponibles et permettent la quantification deshaébgenes et des ANME dans des boues de
digestat et dans les sédiments (Inagaki et al 2804pura et al 2006) D’autres couples sont
disponibles pour la quantification des méthanogamesiblant le génencrA dans le rumen
(Denman et al 2007) ou encore dans la plaque dertamaine (Vianna et al 2008).

2.2.2.cLimites de I'amplification PCR pour I'analyse desmmunautés

Les méthodes basées sur la PCR couplées ou nos ted®iques d’analyse des
amplicons comme le clonage/séquencage ou encotedesiques d’empreintes génétiques,
apportent certes des informations pertinentes sursttucture et/ou la fonction des
communautés microbiennes, mais elles restent watehcore incompletes et biaisées. En
effet, toutes ces méthodes sont soumises a difé&elimites techniques inhérentes a
'extraction des acides nucléiques et a I'ampliiima PCR. Ces derniéres apparaissent a
I'heure actuelle clairement identifiées pour lasdés en écologie microbienne et peuvent étre
classées en deux catégories. Elles peuvent résidieéfacts de séquences liés a des erreurs
de PCR, ou fausser la distribution des amplicaresai une efficacité d’amplification PCR non
homogene (Acinas et al 2005, Polz and CavanaugB, M$h Wintzingerode et al 1997),
pouvant conduire a une surreprésentation de csrtfaiagments et altérer la vision des

communautés microbiennes présentes dans un eneiram.

Les artéfacts de séquences peuvent étre dus $cit IEl formation de chimeéres se
produisant au niveau d’'un cycle de PCR lors d’'uxteresion incompléte des amorces. Dans

ce cas, le produit d’extension tronqué peut seilamorce pour le cycle suivant; (2) a la
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préférentiellement durant les derniers cycles d&,P4li niveau de la phase de plateau de la
cinétique d’amplification (Thompson et al 2002B) aux erreurs d&ag polymérase ou une
faible fidélité de cette derniere génere des esrelincorporation durant la synthése du brin
d’ADN aboutissant a des substitutions de base Worizingerode et al 1997). Ces séquences
artéfactuelles apparaissent problématiques en geohaicrobienne, car elles aboutissent a
une surestimation de la diversité présente dangnwironnement et a une identification
erronée de nouveaux variants génétiques. De @ustélsence de bases mal incorporées au
cours de I'élongation du brin d’ADN, induite pareufaible fidélité de laraq polymérase,
peut étre problématique notamment lorsque ces bsges situées au niveau de sites
moléculaires d’intérét comme par exemple ceux regdess a la détermination de sondes ou

d’amorces.

L’amplification PCR non homogene peut étre due gdi} a linhibition de
'amplification par la présence de molécules caaates avec les acides nucléiques comme
par exemple les acides humiques, (2) a une diféérdiamplification principalement due a la
composition en bases des génes cibles en lien lavpourcentage GC des séquences ou
encore (3) a la spécificité des amorces utilisérs/@nt conduire a une surreprésentation de
certains fragments (Polz and Cavanaugh 1998, Suawki Giovannoni 1996, von
Wintzingerode et al 1997).

2.3Méthodes d’analyse globale des communautés et émenge des
outils haut-débit

L’'analyse des séquences codantes pour des bionasquehylogénétiques et
fonctionnels est couramment utilisée en écologierabienne pour I'exploration des
environnements complexes. Cependant, méme eraatilies molécules tres conservées pour
permettre une bonne base d’affiliation taxonomigqeztains biomarqueurs, comme le géne
ADNr 16S, ne fournissent pas une résolution suifesgpour permettre dans tous les cas une
discrimination au niveau de l'espéce ou de la seutonstantinidis et al 2006). Les
techniques moléculaires basées sur I'exploitatierfehsemble des séquences des génomes
présents au sein d’'un environnement offrent dorec wision plus exhaustive de la diversité

génétique (Handelsman et al 1998).
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2.3.1La métagénomique

La métagenomique, également connu sous le ternggm@mique environnementale
ou génomique des communautés, se définit commeadiétglobale de I'ensemble des
génomes des communautés microbiennes multi-espiaests directement a partir d’'un
échantillon environnemental et ne nécessitant pge@alable une connaissance ou une mise
en culture des communautés microbiennes (Handelginah 1998, Riesenfeld et al 2004).
D’une maniére générale, les techniques utilisamédtagénomique sont basées sur le principe
suivant: l'ensemble des données génomiques desmuoautés microbiennes de
'environnement peut étre criblé et/ou séquenckeéme maniére que le génome entier issu
par exemple d’'une culture bactérienne pure. DededStmétagénomiques ont été conduites au
niveau de différents environnements tels que lds, des lacs, les océans ou encore les
drainages miniers acides pour permettre d’avoiresca la diversité phylogénétique et
fonctionnelle d’organismes non cultivés (Delmonakf010, Handelsman 2004, Tyson et al
2004). Ainsi, la métagénomique est primordiale ptarcompréhension, au sein d'un
environnement, des roles des microorganismes ndiivési et de leurs interactions. Les
banques environnementales construites a partir éiagénomes se sont avérées étre trés
utiles pour la découverte de nouvelles enzymesahiennes et d’antibiotiques d’intérét, avec
des applications potentielles au niveau des biotolgies, de la médecine et de l'industrie.
Les banques métagénomiques peuvent étre cribléesadére a identifier les séquences
impliquées dans des phénotypes d’intérét. Ainsg grande variété d’activités biochimiques
ont été mises en évidence comme de nouveaux digies (turbomycine, terragine), des
enzymes microbiennes (cellulases, lipases, amylasesencore des protéines identifiés a
partir des banques métagénomiques issues d’édbastile sols (Rondon et al 2000).
Toutefois cette stratégie nécessite une expresspiimale des génes dans un systéme
hétérologue comme des bactéries ou des levuragjiagest pas le cas pour I'ensemble des
genes dintéréts. Il est donc important de dispakervecteurs appelés vecteurs navettes
capables de se propager a la fois dans différebtiss bactériens et levures. En effet, au
niveau d’'une banque métagénomique, la fréquenaeiassa l'identification de genes actifs
exprimant un phénotype d’intérét est relativemeasse lorsqu’'un seul type de systeme
hétérologue est utilisé. A titre d’exemple, unedétau niveau d’'une banque métagenomique,
créée a partir d'un échantillon de sol et utilisantsysteme hétérologie colia pu montrer
seulement un clone sur 730 000 possédant une tactipolytique d’'intérét (Henne et al
2000).
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Le criblage du métagénome peut aussi étre réaligél'utilisation de sondes
moléculaires ciblant des genes d’intérét et chagagment d’ADN caractérisé sera alors
séquencé. Finalement, I'exploitation des banquaag@éomiques peut également se faire par
séquencage massif de I'ensemble des fragments é¢n@e type d’approche permet
notamment de mettre en lumiére d’'importantes caratigues et organisations au niveau
génomique, ainsi que des caracteres acquis partrdesferts horizontaux de genes
(Handelsman 2004).

Malgré la nouvelle vision du monde microbien apgertpar l'essor de la
métagénomique, qui permet d’avoir acces a I'ensemé$ microorganismes présents dans un
environnement, la création des banques environn@hesndemeure toutefois techniquement
difficile a mettre en ceuvre (Rajendhran and Gurersek2008). Actuellement, I'émergence
de nouvelles technologies facilitent I'étude debaéillons par I'approche de séquencage
systématique, en proposant de séquencer directéaseatides nucléiques extraits et donc de
s’affranchir des étapes de clonage (Shendure aRd08). Par exemple, le séquencage direct
a pu mettre en évidence la diversité des commusauithanogenes impliquées dans la
production de biogaz au sein d’'un bioréacteur aeani du milieu de fermentation (Schliter
et al 2008, Wirth et al 2012) ou de biofilms (Ra@efer et al 2012)

2.3.2La révolution des techniques de séquencage
Grace au développement de nouvelles technologisgagigencage qui depuis ces dix
dernieres années ont connu une révolution sangqeat il est désormais possible d’avoir
une vision globale et plus intégrative de I'enseantdés événements se déroulant dans un

environnement. Cette révolution concerne a la flis technologies, I'appareillage,

linformatique ou encore les outils de traitementi@ stockage des données.

2.3.2.aDe la premiére a la deuxieme génération de séqugnca

Au début des années 1990, le séquencage étaisegpédpar une premiere génération
basée sur la technique de Sanger (Hunkapiller #0@1, Sanger et al 1977, Swerdlow et al
1990). Méme si ce type de séquencage est de moimoias utilisé du fait de son codt élevé
et de son faible débiTé@bleau 5, il a permis la réalisation de projets d’enveggaomme le
séquencage du métagénome de la mer des Sargassdsr(¥004) ou encore celui de la
surface des océans (intitulé « the Sorcerer Il @l@xrean Sampling Expedition ») (Rusch et
al 2007) Mais de puis ces dix dernieres années le séquemgagla méthode de Sanger a

laissé place aux techniques de séquencage ditksud@me génération ou « Next Generation
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Sequencing » (NGS), qui permettent de s’affrandais étapes de clonage des fragments
d’ADN, de réduire fortement les colts et le tempacquisition des données, et donc

d’augmenter considérablement les quantités de @sndé séquences produites (Ansorge
2009, Metzker 2010, Shendure and Ji 2008). Cesatli@svapproches dites a haut-débit sont
indispensables pour permettre une exploration dinprésenter une vision non biaisée de la
composition phylogénétique et de la diversité famotelle des communautés microbiennes
au sein des environnements complexes. Actuellendenix principales technologies de

séquencage de deuxieme génération connaissent sor eensidérable en terme de

développement technologique et d’application p@sr études en écologie microbienne : le
pyroséquencage 454 (454 Life Sciences / Roche égh@icience) et le séquencage lllumina

(Solexa).

I. Le pyrosequencgage 454

La technologie 454 est basée sur le principe dogggquencage développé depuis le
milieu des années 1980 (Hyman 1988, Nyrén and lubh8B5) puis amélioré au milieu des
années 1990 avec la possibilité de multiplexagen@Bbi et al 1996). Le pyroséquencage est
un séquencage par synthese. Les quatre désoxycibotides sont ajoutés un par un de
maniére itérative et un capteur a transfert de gehddispositif CDD ou Charge Coupled
Device) permet de détecter la lumiere produite sfiamant ainsi le signal lumineux en
impulsion électrique. Au niveau moléculaire, I'atifolh au cours de la polymérisation d’un
désoxyribonucléotide par 'ADN polymérase aboutit eelargage d'un pyrophosphate
inorganique PPi. Ce méme pyrophosphate inorganiquelé a I'adénosine phosphosulfate
est pris en charge par 'ATP sulfurylase pour prmadade I'ATP. Enfin, 'ATP néoformé
couplé a la D-luciférine aboutit a la productiomxyluciférine et de lumiére par la luciférase.
Une apyrase quant a elle est chargée de dégraddédexyribonucléotides non incorporés et
I'ATP résiduel entre deux cycles d’incorporation li@ses au niveau du brin néosynthétisé
(Ahmadian et al 2006{gure 21).

La technologie de séquencage de 454 Life Scienc&oche Applied Science
développée en 2005 (Margulies et al 2005) est iggula combinaison du pyroséquencage
avec l'utilisation de plagues picotitrées (Picofate, PTP), de la PCR en émulsion
(emPCR) ainsi que des technologies informatiquas acquisition et le traitement des
images. Actuellement, des plateformes comme le G% Htanium permettent de réduire

fortement les colts et le temps d'acquisition desinées Tableau 5) (Glenn 2011).
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Figure 22. Préparation d’'une banque d’ADN génomiquesimple brin pour le séquencage d'un échantillon
de manierede novo. (1) fragmentation de '’ADN par nébulisation correspamida une fragmentation mécanique
aléatoire générant des fragments entre 400 et A0Q®R) La deuxiéme étape est la sélection des fragmems d
la taille est compatible avec la technologie dauségage GS FLX Titanium, comprise entre 500 et@D@uis

la réparation des extrémités des fragments d’ADNagen a générer des extrémités franches par adtore
polynucléotide kinase T4 (rephosphorylation desémités 5'- OH) et d’'une ADN polymérase T4 (posséda
une activité 5’ 3' polymérase et une activité 3’ &onucléase) (3) Ligature des adaptateurs aux deux
extrémités des fragments d’ADN réparés. Ces adaptinommeés adaptateurs A et B) constituent igisme
d’'ancrage pour les étapes d'amplification et deuségage. lls contiennent une séquence unique non-
palindromique de quatre bases appelée « clé sasilpour la calibration du séquenceur et la re¢ssarece des
fragments a séquencer. L'adaptateur B contient anquage a la biotine au niveau de son extrémite 5'-
permettant I'immobilisation de la banque d’ADN gles billes magnétiques nécessaire a la récupératiale
d’'une banque d’ADN simple brin. Ces adaptateurdapbssibilité de contenir au niveau de leur sdgeepres

la clé, une étiquette de onze bases appelée MIDti(Nbx Identifier) permettant le multiplexage diantillons.
Tous les adaptateurs ont été dessinés de facaméeghe une ligature unidirectionnelle au niveas ftagments
d’ADN réparés. En effet, ces derniers possédent exteémité 5’ cohésive et une extrémité 3’ franche
permettant uniquement a cette derniére de seuiefragments d’ADN de I'échantillon. Enfin, les gdateurs
sont non phosphorylés au niveau de leurs extrémitése qui permet de limiter la formation d’'éveeit
dimeéres. Enfin, les produits de ligature devrornt &parés avec une ADN polymérase a activité giadément
de brin. (4) Immobilisation de la banque sur des billes magnés recouvertes de streptavidine par
l'intermédiaire de l'adaptateur B portant une hbietisur son extrémité 5’. Suite a I'étape de ligatdes
adaptateurs, les fragments d’ADN peuvent soit re garter d’adaptateur, soit un seul a une extrésoié
présentés les associations suivantes : AB, AA, BRils les fragments d’ADN portant au moins un aatept B
biotinylé seront retenus au niveau de billgg.Réparation des jonctions extrémité 5’adaptatelgstreémité 3’
des fragments d’ADN. Les adaptateurs n'étant passgiorylés au niveau de leurs extrémités 5, il yna
interruption au niveau de la chaine nucléotidiguieeeles extrémités 5'des adaptateurs et les ertF8®’ des
fragments d’ADN. Cette réparation se fait grac&étion d’'une ADN polymérase a activité de déplaeatrde
brin qui va reconnaitre ces interruptions, dépléeebrins d’adaptateurs commencgant par une ex&é3iOH et
resynthétiser '’ADN double brin(6) Récupération de la banque d’ADN simple par déaditum chimique. Les
banques comportant deux adaptateurs B de chagéiemediourront pas permettre le relargage d’'un@ADN

non biotinylé, les banques comportant un seul adapt B pourront étre récupérées mais pas amplifiée
niveau de I'étape de PCR en émulsion (emPCR).etnfécupéré uniquement qu’'une banque d’ADN simple
brin flanqué de part et d’autre part d’'un adaptafeen extrémité 5’ et d’'un adaptateur B en exttérsi.
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Difféerentes applications de séquencage sont pessigface a la technologie 454, avec
notamment la possibilité de séquencer a la foires aut-débit (un million de lectures), de
facon globale et sans a priori, des métagénomemal@ere ditede novo(Figure 22)
(Petrosino et al 2009). Le principal avantage daaiion du pyroséquencage 454 demeure la
longueur des lectures produites (un million de uext de 400 a 700 bases suivant la
plateforme) dans un temps de séquencage a hautrdiiivement court (entre 10 et 20h)
(Glenn 2011). Cette perspective est tres intérésspour des études métagénomiques ou
l'identification de fragments de grande taille agipoune information phylogénétique et
taxonomique plus pertinente (Wommack et al 2008¢ us, cette approche facilite
l'assemblage des lectures et permet donc disolEs dénes ou des opérons entiers.
Cependant, certaines limites technologiques sopteadre en considération comme par
exemple le codt relativement élevé de cette méti@oadron 13€ la mégabase) et des erreurs
de séquencage en relation notamment avec la pees#homopolymeres. En effet, le
pyroséquencage n'ayant pas de terminaison pendasynthése empéchant l'incorporation
multiple de nucléotides au cours d’'un cycle de séqage, ce dernier se base sur l'intensité
de la lumiere émise pour déterminer le nombre deesdancorporées. Ainsi, le probleme
frequemment rencontré est la perte de la relatolingarité entre I'intensité de lumiere émise
et le nombre de nucléotides incorporés, aboutissaihia des insertions de bases, soit a des
délétions (Margulies et al 2005, Rothberg and Lear®008). Ces erreurs de séquencage
peuvent conduire a une surreprésentation de lasiti@ece qui a pu étre observé lors d’'une

étude des communautés archées dont les méthanatgrsedes sédiments (Porat et al 2010).

ii. Le séquencage lllumina

Cette technologie de séquencage est basée suntgpprde terminaison réversible
(Cyclic Reversible Termination, CRT) par utilisatide désoxyribonucléotides triphosphates
(dNTPs) modifiés et fluorescents (Guo et al 2008{a¥er 2005), et implique une méthode de
synthese en trois étapes : I'incorporation, la mesie la fluorescence et le clivage (Metzker
2005, Metzker 2010). Premierement, une ADN polyse&raa initier la synthese du brin
complémentaire au niveau de I'amorce de séqueneagacorporant un dNTP modifié
portant un fluorophore et un groupement protecéeuniveau de I'extrémité 3’-O du ribose.
Deuxiémement, suite a l'incorporation, les dNTP ifiéd résiduels seront éliminés par
lavage et la fluorescence émise est enregistréeraps réel permettant de déterminer la
nature de la base incorporée au niveau de la séguEnfin, I'étape de clivage, suivie d’'une
nouvelle étape de lavage, élimine le groupementepteur en 3'-O inhibant la réaction de
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(Figure 23). Ce principe est dérivé de la méthode de Sawgerpntrairement a cette derniere
qui utilise des didésoxyribonucléotides triphospedtddNTPs) bloquant la polymérisation, la
méthode CRT offre la possibilité de bloquer la podyisation de maniére réversible. La clé
de cette méthode réside en ['utilisation de badegulantes, comme les-@-azidométhyl-
dNTPs, couplées a des fluorophores et portant wupgment azidométhyle (3N sur
'extrémité 3’-O du ribose, pouvant étre clivés miquement pour restaurer une extrémité

3’'OH libre et ainsi rétablir la polymérisatioRigure 24).

La technologie de séquengage lllumina (Solexa)issste de la combinaison de la
méthode CRT utilisant quatre fluorophores diffésefiturcatti et al 2007), de I'amplification
par PCR en ponts sur phase solide (Adessi et &l)20@s nanotechnologies (Fedurco 2006)
et des technologies informatiques pour I'acquisi&b le traitement des images. Comme pour
la technologie 454, la technologie lllumina offre colt de séquencage réduit (Glenn 2011)
(Tableau5), avec également la possibilité de séquencer étsg@nomes de maniéte novo
a un débit encore plus important que pour la teldgm® 454 (un milliard de lectured)a
technologie Illumina a apporté une révolution sgmeécédent au niveau du débit de
séquencage (un milliard de lectures d’'une taillel@® bases) et du codt (environ 0,1€ la
meégabase). Ainsi, le tres haut-débit proposé pdte gelateforme, associé a son codt
relativement réduit, est un atout énorme pour fledes métagénomiques, qui recherchent une
tres grande profondeur de séquencage pour étudiediversité phylogénétique et
fonctionnelle des communautés bactériennes (Li @041, Qin et al 2010, Yu and Zhang
2012). Cependant, le séquencage lllumina possetienes limites dont notamment la faible
longueur des lectures (au maximum 100 bases vait®@@bases séquencées a partir des deux
extrémités) et le temps de séquencage importanir¢@nhuit jours). De méme des erreurs de
séquencage sont observées lors d’'une mauvaise poration ou d'une mauvaise
interprétation de la fluorescence émise (« badagal), aboutissant a des substitutions de
bases. Ces substitutions sont frequemment renesn@é@ niveau des sites moléculaires
précédés d’'un G avec substitution préférentiellene’adénine par une cytosine (Dohm et al
2008, Qu et al 2009).

2.3.2.bVers une troisieme génération de séquencage
Malgré I'énorme révolution des techniques de ségage aboutissant a 'émergence
des techniques dites de deuxieme génération, lelggne majeur a I'heure actuelle réside

39



e
dNTP <3
Puit
+ H*
Bille
Couche semi-conductrice
Couche métallique _,— AV
Systéeme
Substraten silicone d'acquisition

“C" pulse A" pulse

Intensity

At e

Time wp

Figure 25. Représentation schématique du mode de nictionnement des nouvelles
technologies de séquencage dites de troisieme géi@n. (A) Systéme lon Torrent ou lors
de lincorporation d’'un dNTP des ions dont libérés modifiant le pH\pH) a lintérieur du
puits. Ce changement de pH est conwgdiune couche semi-conductrice et une plaque de
détection en une différence de potenti&V), qui sera par la suite retranscrite en un signal
numeérique;(B) Systéme PacBio RS au niveau d’'un nanopuits « K&vde Waveguide »
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dans la taille relativement courte des fragmendgisgcés, compliquant fortement les étapes
d’assemblage et la reconstruction de génomes cter(lerales and Holben 2011). En outre,
malgré la quantité de données massives généréescgzarnouvelles technologies de
séquencage, ces dernieres ne suffisent pas a acaggegénomes de I'ensemble des
populations microbiennes présentes au sein desoaneiments complexes. En effet, Quince
et al. (2008) ont estimé que pour certains envieamnts complexes, I'effort de séquencage
actuel est insuffisant et doit étre multiplié p& Q00 afin de couvrir 90% de la diversité
microbienne qu’ils hébergent. Méme si les capadigsséquencage ont fortement évolué,
cette couverture de la diversité n'est pas enviealgeautant sur un plan technologique que

financier (Quince et al 2008).

Actuellement une troisieme génération de séquengmjeapparue, exploitant au
maximum les progres des nanotechnologies permettansimplifier au maximum les
technologies de séquencage (Blow 2008, Glenn 2@iibhyoe and Harris 2010, Pareek et al
2011). Ces nouvelles méthodes utilisent une enzyome ADN polymérase ou une
exonucléase) immobilisée de maniére individuelle wu support solide et permettant de
séquencer une seule molécule d’ADN a la fois. Deovelles technologies de séquencage
dites de troisieme génération sont actuellemergodibles et commercialisées : le systeme
PacBio RS (Pacific Biosciences) basé sur le prandip séquencage SMRT « Single Molecule
Real Time Technology » (Eid et al 2009, Korlachale2010, McCarthy 2010) et le systeme
lon Torrent (Life technologies) basé sur le priecig lon semiconductor sequencing »
(Rothberg et al 2011)F{gure 25). Ces deux méthodes utilisent un réseau de naisopui
comportant une ADN polymérase permettant la réadadi® séquencage. Le systeme PacBio
RS utilise des puits nanophotoniques appelés «mede waveguide » (Levene et al 2003)
d'un volume de l'ordre du zeptolitre (EDlitre) permettant de canaliser et d'éviter la
propagation de la lumiere visible de grande longakande hors des puits, et permettant une
détection efficace des signaux fluorescents émis de I'incorporation des nucléotides par
I’ADN polymérase. Le systeme lon Torrent n’utilisgas de dNTP fluorescents, mais un semi-
conducteur détectant une différence de potentiééecpar la libération d’ions "Hsuite a
lincorporation d’'un dNTP par I'ADN polymérase. @ettechnologie fonctionne, a la
différence du PacBio RS, par un ajout séquentiglddTP qui sont apportés les uns apres les
autres. Cette troisieme génération de seéquencagkoaenencore de maniere significative les
capacités de séquencage (1 Gigabase en 2h podroloent et 10 Mégabases en 2h pour

PacBio RS) avec I'obtention de lectures de gramadke tpour certaines technologies (>100
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Tableau 6. Comparaison des différentes plateformes de séquencage de troisieme génération

Longueur

Séquenceur Methode des Débit Temps de Coiit Disponibilité
(Sociéte) de séquencage lectures {Mb par run) séquengage (par Mb) p
lon Torrent — Séquencage par
‘316°chip synthese (détection H+) >100 >100 2h <7 5% oul
(Life technology)
len Torrent —
‘318'chip Sequengage par . .
(Life technology) synthése (détection H+) =100 »1000 2n 0.93% oul
Sequengage de
PacBio RS molécules individuelles 860-1100 5.10 0.5 -9h 11-180% oui
(Pacific Biosciences) en temps réel '
3eme (SMRT)
génération Seéquengage ds
GridlION molécules individueles .
{Cxford Nanopore) (exonucléase et ADN <100kb ND <1 jour ND 2013
polymérase Phi 29)
Séquengage de
MinlON molécules individuelles <100kb )
{Cxford Nanopore) (exonucléase et ADN >1000 <1 jour ND 2013
polymérase Phi 29)
Optipore .
(Noblegen Séquengage Ce ND ND ND ND 2014

molécules individueles
Biosciences)

ND: non déterming
SMRT. Single Molecule Real Time Technology

a-hémolysine

Figure 26. Applications du séquencage de troisienggnération de
type Nanopore.(A) L’ADN est inséré a travers le nanopore avec une
vitesse contrdlée par 'ADN polymérase (marron). iémopore di-
hémolysine (gris) est intégré au sein d’'une biceudipidique
séparant deux chambres contenant un tampon a bds€ldLe brin
d’ADN matrice (rouge) est introduit a travers le@en appliquant un
champ électrique. Son mouvement vers l'intérieun’extérieur du
nanopore (fleches) est contrélé par le champ @&getrappliqué et a
I'activité de I'ADN polymérase. L'information de géence est
obtenue par les changements du courant ioniqueavert le
nanopore.(B) Une exonucléase (gris) fixé sur un nanopore- d
hémolysine (bleu) dégrade le brin d’ADN en faisambber les bases
(vert) une par une a travers le nanopore. L'infdromade séquence
est déterminée par une modification de la difféeede potentiel a
travers le nanopore. (Modifié d'apres Munroe et ridar2010 et
Schneider et Dekker, 2012).
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bases pour lon Torrent et >1000 bases pour PacBip(Rableau 6) (Glenn 2011). Ces
nouvelles techniques ont été récemment appliquéesle séquencage de génomes complets
notamment celui du sérotype 0104 : H&Estherichia coliresponsable d’'une épidémie par
consommation de graines germées en mai 2011 em&diee. Le génome complet de la
souche a pu étre séqueneg@ l'utilisation du systeme lon Torrent, puis asseinlgn
seulement deux jours (Ahmed et al 2011). De méntdigation du PacBio RS a permis le
séquencage complet des génomes de cinq souchébratecholerae dont celle responsable
de I'épidémie de choléra en Haiti en octobre 2CdtOceci en seulement 3 heures pour
permettre des études ultérieures de génomique catiyga (Chin et al 2011). Toutefois,
méme si ces technologies révolutionnent le domdingequencage, d’autres systemes sont en
cours de développement et doivent permettre a femge de séquencer des molécules de
grande taille pouvant atteindre une centaine di&ses. Il est possible de citer la technologie
Nanopore (Oxford Nanopore Technologies) proposaatuxdtypes d’application de
séquencage : un systeme en cours de développearentedjuel une exonucléase est fixée sur
un nanopore di-hémolysine (Clarke et al 2009, Timp et al 2010) ust systeme
prochainement commercialisé courant 2012 utilisanhanopore a base d’'une porine A de
MycobacteriumsmegmatigMspA) et une ADN polymérase phi2gigure 26) (Cherf et al
2012, Manrao et al 2012, Schneider and Dekker 2@&kystéme s'utilisera au sein de deux
plateformes : I'une appelée GridlON et 'autre MIMN correspondant & un mini systeme de
séquencage se présentant sous la forme d’'une &épo@vant étre branché a un ordinateur
portable (Eisenstein 201Zyifure 27). Une autre application des nanopores est explpiad

la société Noblegen Biosciences qui ambitionne deangercialiser en 2014 le systeme
« optipore »(pour « optical detection » et « nanopore »), ugusaceur de paillasse de
troisieme génération combinant les nanotechnologiesin systeme de lecture optique
(McNally et al 2010, Singer et al 2012).

Ces nouvelles méthodes ont été congues pour &xcdié maniere considérable la
reconstruction de génomes complets, mais leurscagpiphs restent encore limitées pour les
échantillons métagénomiques du fait d’'un taux é@rde séquencage relativement important
(jusqu’a 16%) pour le systeme PacBio RS (Glenn p@1le la complexité des échantillons
rendant problématique les étapes d’assemblageashafation des séquences. Méme si ces
technologies émergentes sont trées prometteuses pear applications en écologie
microbienne et plus précisément pour I'étude desr@mements complexes, leur application

a I'échelle du laboratoire reste problématique d'ypart par le colt de I'équipement en
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de quantité de données produites restant tresatiélec analyser. Cette perspective implique
obligatoirement la collaboration de plusieurs éqaide recherche, de disposer de moyens de
calcul, de traitement et de stockage conséqueetsapproches moléculaires alternatives sont
a privilégier comme les biopuces a ADN, quin peterdta I'’heure actuelle d’aborder les
problématiques d’écologie microbienne pour desrenviements complexes et sont qualifiées

d’outils haut-débit nécessitant des temps de treteé des données beaucoup plus courts.

2.4 Les biopuces a ADN
Apparues au milieu des années 90 suite au séquedeagremiers génomes et issues
de la rencontre des domaines tels que la micreéteque, les microsystemes et la biologie,
les biopuces ont été au départ mises au pointlggude simultanée de I'expression de tous
les genes d’'un organisme (Schena et al 1995). iggsudes a ADN ont connu un essor
considérable ces vingt-cinq derniéres années gpandre aux problématiques de I'écologie

microbienne.

2.4.1Principe

Les biopuces a ADN sont dérivées des techniquegodtation des acides nucléiques
du Southern blot (Southern 1975) et du Dot blotfékas et al 1979), mais contrairement a
ces dernieres, I'hybridation est dite inverse pugsge sont les sondes et non pas les cibles qui
sont fixées sur un support solide (Ehrenreich 2006% sondes peuvent correspondre a de
’ADNg, des produits PCR, de 'ADNc ou encore a dégodésoxyribonucléotides fixées sur
une lame de verre, et elles vont agir comme demmelons » moléculaires en reconnaissant
leurs cibles par complémentarité des bases. Léssci#iont des produits PCR, de '’'ADNg, de
’ADNCc des ARN. Plusieurs échantillons peuvent &tybridés simultanément en utilisant des
marquages a l'aide de fluorophores différents (g@dament les cyanines Cy3 et Cyb)
(Figure 28). Une seule biopuce, sur laquelle une compartiatiemt physique est possible,
peut donc permettre I'analyse de différents échHans biologiques en une seule expérience
ainsi que l'identification d’'un grand nombre de wéaces, puisque les formats actuels de
biopuces permettent la fixation de plusieurs mmiicde sondes différentes. Suite a I'étape
d’hybridation entre les sondes et les cibles flaceates, les duplex formés sont détectés a
'aide d’'un scanner. Un faisceau laser va balagetet la surface de la lame et exciter les

fluorophores pour entrainer une émission de lumiéms intensités lumineuses sont
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collectées puis transformées en signal électriqerenettant d’évaluer quantitativement et

gualitativement les échantillons hybridés.

Actuellement, les sondes oligodésoxyribonucléotidi sont privilégiées du fait de
leur faible codt et de leur facilité de synthésel@@io et al 2002). Il existe deux principales
technologies de fabrication des biopuces a ADM :bimpuces ditesx situnécessitant une
préparation des sondes au préalable avant leuiagesur le support solide, et les biopuces
ditesin situ pour lesquelles la synthése des sondes est diresteréalisée sur la lame de
verre. Cette derniére technologie de synthése oleubé a ADN est a privilégier pour les
études haut débit en écologie microbienne du faisah colt moindre et de la possibilité de
greffer a tres haute densité (Dufva 2005, Dufvad2@@awasaki 2006).

2.4.2Les biopucedn situ

Les biopuces ditesn situ permettent une flexibilité de synthese des sondes
oligodésoxynucléotidiques. Cette synthése peudise par une méthode de photolithographie
dérivée des techniques de fabrication de I'indestaes semi-conducteurs (Dalma-Weiszhausz
et al 2006). Les lames de verres sont traitées @ solution de silane (N-(3-
triethoxysilylpropyl)-4-hydroxy-butyramide) ou legroupements OH libres des amides
terminaux sont bloqués par un groupement phota@abiltel que le
méthylnitropoperonyloxycarbonyl (MeNPOC). Les greogents OH libres des amides
terminaux a la surface du support solide sont émswitivés par déprotection des groupements
photolabiles. Cette déprotection est realisée aidd’a de différents masques
photolithographiques constitués de zones soit @ dashrome pour bloquer la lumiére, soit a
base de quartz pour la laisser passer au niveaaahes a activer. La synthése est réalisée
dans le sens 35 par la méthode au phosphoramidite (White 1988)irecorporant au
niveau des zones déprotégées des synthons ou déstégtides modifiés portant également
en 5’ un groupement MeNPOC protecteur photolahiecycle de traitement est ainsi répété
jusqu'a ce que les oligodésoxynucléotides soiemiptétement synthétisesigure 29A).
Cette méthode utilisant les masques photolithoggaigls permet de générer des sondes
pouvant atteindre 25-mers, qualifiées de sondesteuD’autres méthodes de synthase
situ basées sur le principe de la photolithographie pt#ent avec beaucoup plus de
flexibilité, la conception des biopuces a ADN eduigant les colts et en augmentant la taille
des sondes. Ces méthodes utilisent un jeu de midigitaux pour remplacer les masques

photolithographiques (Nuwaysir 2002). Cette méthpelenet d’obtenir une trés haut-densité
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(des millions de sondes greffées) avec une taillgimale beaucoup plus importante (jusqu’a
80-mers) Figure 29B). D’autres technologies existent également pougmeanter la
flexibilité et réduire les colts de synthése commerojection de bases, analogue a une
projection de type « jet d’encre » (Wolber et ad@p Cette technologie se base aussi sur une
synthese dans le sens=85’ par la méthode au phosphoramidite, en incorgodanmaniere
séquentielle les quatre synthonBiglre 29C). Cette technique permet de contourner
I'utilisation de masques et d'obtenir des sondegyles jusqu’a 70-mers, mais avec une
densité de dép6t moins importante.

L’évolution des techniques de synthése des sondeagb de disposer actuellement
d’'une technologie de biopuces a ADN a trés hauitdéhlisable en écologie microbienne
pour étudier la structure et caractériser les dggsmométaboliques des communautés

microbiennes des environnements complexes.

2.4.3Les biopuces a ADN en écologie microbienne

La premiere biopuce a ADN appliquée a I'écologienaiiienne date de 1997. Elle
était composée de neuf sondes ciblant le gene tquaur 'ARNr 16S et permettait
l'identification de bactéries nitrifiantes (Guschehal 1997). Depuis les biopuces a ADN ont
été utilisées dans de nombreuses études en écohigiebienne (Wagner et al 2007, Zhou
2003). Différentes catégories de biopuces ont atsiutilisées dont les « Whole Genome
Array » (WGA) permettant de cibler dans son intéfrales genes d'un ou plusieurs
microorganismes et pouvant étre utilisées notamrpent caractériser des souches ou des
consortiaisolés d’environnements complexes (Wu et al 200épendant, I'utilisation de ce
type de biopuces pour I'étudte situ d’échantillons environnementaux est limitée esaaide
limportante complexité des communautés microbisnoemposées en grande majorité de
souches non caractérisées et pour lesquellesxistéeaucune information de séquence. C'est
pourquoi, l'utilisation de biopuces dites phylogémées (« Phylogenetic Oligonucleotide
Array », POA) ou fonctionnelles (« Functional Gexreay, FGA) ciblant respectivement des
biomarqueurs phylogénétiques et fonctionnels afipgoéus adaptée pour ['écologie
microbienne (Gentry et al 2006, Wagner et al 20Q38. difficulté majeure concernant
l'utilisation de ce type de biopuces est la déteation et la sélection des sondes. Ainsi, la
précision concernant la caractérisation des comuotéaamicrobiennes des environnements
complexes repose sur l'efficacité des sondes oleszel doivent étre (1) spécifiques, en

reconnaissant uniquement leurs cibles sans entraiite/bridations aspécifiques, (2)
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uniformes, en ayant le méme comportement et lesevémapacités d’hybridation dans une

condition donnée.

2.4.3.aBiopuces phylogénétiques
Les differentes méthodes moléculaires développdesappliquées a I'écologie
microbienne pour lidentification et la classifitat des communautés microbiennes
appartenant au domaine des procaryotes (bactériescleées) ciblent principalement la
séquence codante pour 'ARNr 16S. La présence gien® plus ou moins conservées entre
les séquences d’ADNr 16S permettent d’accéder agrenede proportion des communautés.
En effet, les régions hautement conservées de I'ADBE permettent de déterminer des
sondes ciblant des niveaux taxonomiques supéramrsne la famille, I'ordre ou la classe,
alors que les régions hypervariables peuvent discer les microorganismes a des niveaux
plus fins comme le genre ou I'espéce (Huyghe €2(dl8). De plus, I'accessibilité a une
multitude de séquences présentes au sein des Basdennées dédiées comme SILVA
(Pruesse et al 2007), Greengenes (DeSantis eD6é) 20 RDP (Ribosomal Database Project)
(Cole et al 2009) permet d'affiner la déterminataes sondes mais également de tester la
spécificité des sondes en récupérant I'ensemblesdgaences ADNr 16S disponibles ou

caractéristiques de I'environnement étudié.

Des lors de nombreuses biopuces phylogénétiquesesed I'écologie microbienne
ont été mises au point avec des sondes présentanfille comprise entre 18 et 25-mers.
Elles ont été utilisées pour I'étude (1) de groupastériens spécifiques a différents niveaux
taxonomiques comme la division dAsidobacteria(Liles et al 2010), defroteobacteria
(Sanguin et al 2006a, Sanguin et al 2006b) eAd&ésobacteria(Kopecky et al 2011), I'ordre
desRhodocyclalegLoy et al 2005) et deActinomycetalegKyselkova et al 2008), ou encore
au genreBurkholderia (Schénmann et al 2009) ; (2) de communautés niEmols
d’environnements spécifigues comme des sols pollpés du hexachlorocyclohexane
(Neufeld et al 2006) ou du tetrachloroethylene (Meet al 2010), la rhizosphére du blé
(Sanguin et al 2009), le microbiote intestinal {R&Stojanové et al 2009), le microbiome
oral humain (Preza et al 2008) ou encore de fadaa griginale le métagénome de la
cigarette (Sapkota et al 2009) ; (3) de groupestionnels particuliers comme les sulfato-
réducteurs (Loy et al 2002b) ou les bactéries fiaibties (Kelly et al 2005). Concernant

'étude des communautés méthanogenes, une biopNeéEROCHIP a été mise au point.
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(famille, genre et espéce) (Franke-Whittle et 20R1). Elle a été appliquée dans d’autres
études visant a évaluer la diversité des méthamsgeamme par exemple sur des résidus
industriels d'olive (Goberna et al 2010) ou encdes boues provenant de différentes usines
de production de biogaz (Walter et al 2012). Eraltele, une biopuce phylogénétique plus
généraliste comme la PhyloChip (Brodie et al 2006jtenant environ 500 000 sondes de 25-
mers et ciblant prés de 9000 OTUs, permet de colavruasi totalité de la diversité des
communautés procaryotes répertoriée dans les basdsnnées dont les méthanogénes. Cet
outil a été utilisé pour étudier les communautésrohmiennes issues d’environnements
complexes : I'air des avions (Korves et al 20125 dappes phréatiques contaminées par du
trichloroéthyléne (Lee et al 2012), des sols déripsa(Cruz-Martinez et al 2009, DeAngelis
et al 2008, He et al 2011a), les roches volcanidiiely et al 2010, Kelly et al 2011), des
sédiments de rivieres contaminés par des métaugddiRastogi et al 2011), des anciennes
mines contaminées (Rastogi et al 2009, Rastogile2040), ou encore des sols de
I'Antarctique (Yergeau et al 2008). Cependant, aisan d’'une connaissance partielle des
microorganismes de I'environnement qui apparaissamtore étre en grande majorité
inconnus (Amann et al 1995, Pace 1997), les infaons obtenues par ces approches ne
permettent d’identifier que les especes pour ldspieles séquences sont disponibles. Par
conséquent des stratégies de détermination de sdlitds « exploratoires » ont vu le jour afin
d’appréhender toute la diversité sanpriori sur les séquences d’ADNr 16S ciblées (Dugat-
Bony et al 2012b), avec notamment [l'utilisation Htmiciels de sélection de sondes

exploratoires comme PhylArray (Militon et al 2007).

Les biopuces phylogénétiques ont démontré leuingerte en écologie microbienne
et leur complémentarité aux nouvelles techniquesé@tpiencage. En effet, des études ont
montré une forte corrélation entre les résultats dmpuces et des NGS. Par exemple,
l'utilisation de la HITChipversusle pyroséquencage des régions V4 et V6 de 'ADBS &au
sein d’échantillons de selles de patients agésprangd une bonne corrélation des résultats au
niveau du phylum (r = 0,94), de la classe (r = P@Bencore de l'ordre (r = 0.94) (Ahmed et
al 2009). Le méme résultat a pu étre retrouvé aeani du microbiome humain, avec
I'utilisation de la Human Oral Microbe Identificah Microarray (HOMIM) (Preza et al
2008)versusle pyroséquencage des régions V3-V5 de I'ADNr I@5une forte corrélation
des résultats au niveau phylum et du genre a jpuoltienue (Ahn et al 2011). Néanmoins,

méme si les biopuces phylogénétiques apporteninftasnations précises sur la composition
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des communautés microbiennes au sein d’environnsneemplexes, elles ne permettent pas
l'identification des capacités métaboliques. Cesi dautant plus problématique quand
différents membres d'un méme groupe de microorgaess présentent des capacités
métaboliques différentes et qu’ils ne peuvent éiféérenciés sur la seule base de leurs
signatures moléculaires d’ADNr 16S. Ainsi, I'étude capacités métaboliques particulieres
comme la production de méthane, ou la biodégratdate polluants aromatiques, nécessite
I'utilisation préférentielle de biopuces fonctiotlee (FGA) ciblant directement les génes
impliqués dans les processus métaboliques d’'inféi€et al 2008).

2.4.3.bBiopuces fonctionnelles
L'utilisation des biopuces fonctionnelles nécessite préalable un choix des génes

cibles basé sur des criteres précis. Ces genesrddil/) coder pour une enzyme clé dans la
voie métabolique ciblée ; (2) présenter des régeufisamment conservées permettant la
détermination de sondes mais aussi suffisammerahbles pour discriminer les génes codants
pour des enzymes différentes ; (3) étre représqraésin maximum de séquences dans les
bases de données permettant de couvrir un maxineugaiants. Généralement, les sondes
longues (50 a 70 mers) sont privilégiées pour leception de telles biopuces fonctionnelles,
puisqu’elles offrent une meilleure sensibilité tart gardant une spécificité suffisante en
relation avec la variabilité généralement rencanggtre les genes fonctionnels (Gentry et al
2006). Il a été montré que I'utilisation de sondess0-mers permet de différencier des cibles
possédant en général moins de 88% d’'identité agac $onde tout en conservant une
sensibilité suffisante pour détecter au minimum cibetes a hauteur de 5 a 10 ng d’ADNg
seul ou a hauteur de 50 a 100 ng d’ADNg en mélgdRiee et al 2004). De tels seuils de
détection correspondent a la mise en évidence lWescADN provenant seulement de 10
cellules ou de 5% des populations présentes damsammunauté bactérienne (Gentry et al
2006). En outre, il a été montré que pour des dganéntre 1 a 100ng d’ADNg (pur ou en
mélange) une relation linéaire pouvait étre étadfitre intensité du signal et quantité de cible
hybridée, et permettre une analyse semi-quangtadiv niveau de cette gamme (Wu et al
2001).

La premiere biopuce fonctionnelle était composé@ndron 100 sondes construites a
base de produits PCR et ciblant différents génesydle de I'azote (Wu et al 2001). Depuis,
I'utilisation de sondes oligonucléotidiques a perngu cours de ces dix dernieres années, la
conception a haute densité et a moindre colt dmubés fonctionnelles dédiées ciblant un ou
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plusieurs métabolismes particuliers, et d’autres généralistes s’'intéressant aux nombreux
genes impliqués dans la plupart des réactions inoghes et des cycles biogéochimiques.
Les biopuces fonctionnelles spécifiques ont étdages pour répondre a des questions
biologiques précises comme celles en relation &veésistance a un antibiotique (Call et al
2003), a la dégradation d’hydrocarbures aromatiquaycycliques et la résistance aux
meétaux (Rhee et al 2004), a la dégradation de stdwahlorés (Dugat-Bony et al 2012a), a la
dégradation des polychlorobyphényls (PCBs) (Denhaf 2003), du benzene (lwai et al 2007,
lwai et al 2008), a des facteurs de virulence betde (Jaing et al 2008, Miller et al 2008),
au cycle du méthane (Bodrossy et al 2003, Stralisege et al 2011), de I'azote (Duc et al
2009, Steward et al 2004, Taroncher-Oldenburg 0813, Tiquia et al 2006, Ward and
Bouskill 2011, Ward et al 2007) et du soufre (Rikento et al 2011). Plus récemment une
biopuce fonctionnelle dédiée a [I'étude des procédds bioremédiation, la

« BiodegPhyloChip » a été mise au point pour déte@D57 genes impliqués dans la
dégradation de 133 polluants et mettre ainsi emtal@s capacités métaboliques des
communautés microbiennes de différents sites canémrm(Pathak et al 2011). Cependant,
méme si cet outil permet de couvrir une large gandfivdormations sur la dégradation de
nombreux polluants, les sondes déterminées nentipkes tous les genes impliqués dans le

processus de biodégradation ni méme I'ensemblgatemnts de chaque gene.

Des biopuces fonctionnelles plus généralistes dBt mises au point et sont
actuellement disponibles comme la GeoChip (He eR@llb) qui a subi différentes
évolutions, permettant de passer d’une premierpug® ciblant 2402 genes (GeoChip 1.0)
(He et al 2007) a 57 000 (GeoChip 3.0) (He et 4l0&). L'évolution de cet outil se poursuit
avec une prochaine version 4.0 constituée d’en\8A00 sondes permettant la détection de
152 000 genes et couvrant les cycles du carbomepf@nant la méthanogénéese), de I'azote,
du soufre, du phosphate, la réduction et la résistaaux métaux, la biodégradation de
contaminants organiques mais aussi les voies a@msép aux stress ainsi que les phages et les
eléments impliqués dans la virulence bactérienes.différentes versions de la GeoChip sont
actuellement les biopuces fonctionnelles les pltissées en écologie microbienne pour
caractériser la diversité fonctionnelle des enviements complexes. Leurs applications ont
été diverses avec par exemple I'étude de sitesgmipar des fuites de pétrole (Beazley et al
2012), par des lixiviats provenant de déchargedlLal 2012), par de I'uranium (Liang et al
2012, Van Nostrand et al 2009, Van Nostrand et0afl2 Xu et al 2010), par divers métaux
(Epelde et al 2010, Xie et al 2010), par des hyliesng et al 2009, Liang et al 2010), par de
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'arsenic (Xiong et al 2010), de la dégradation bgdrocarbures aromatiques polycycliques
(Ding et al 2012), des PCBs (Leigh et al 2007)/laexachlorobenzéne (Tas et al 2009) ou
encore de sols de I'Antarctique en lien avec lehaéffement (Yergeau et al 2011).
Cependant, méme si ces outils ciblent une largengame genes impliqués dans tous les
processus meétaboliques globaux, leurs applicatiestent limitées a I'image des biopuces
phylogénétiques, par leur incapacité a appréhetadativersité fonctionnelle encore non
décrite. Certaines stratégies sont actuellemerghiap, sur la base des séquences disponibles
et répertoriées dans les bases de données, déos#lec des sondes exploratoires aptes a
identifier certes les séquences des génes cibdéemes dans les bases, mais également celles
de nouveaux variants n’ayant pas encore été cassds. Il est possible de citer les logiciels
Metabolic Design (Terrat et al 2010) et HiSpOD (BtiBony et al 2011) élaborés pour la

détermination de sondes pour biopuces fonctiormeliéntégrant le caractére dit exploratoire.

2.5 Conclusion
Les méthodes moléculaires ont révolutionné les s d'études des

microorganismes au sein des environnements congpkaxeffrant une vision de plus en plus
intégrative et exhaustive des communautés micraoben_es méthodes classiques basées sur
la culture ou sur les empreintes moléculaires argsé la place au développement des
techniques a haut-débit permettant de s’affrandbé faiblesses des méthodes pionniéres en
écologie microbienne. Les biopuces a ADN apparaisstee des outils moléculaires ayant un
potentiel pour pouvoir lier la structure et la faon des microorganismes et les nouvelles
techniques de séquencage apportent de nombretiseradtions de séquences a des niveaux
jusqu’alors inégalés. Ces deux méthodes peuvemtcémbinées pour permettre la mise en
place de nouvelles approches comme la capture s giour une exploration fine et ciblée

des communautés microbiennes au sein des envir@mgmomplexes.
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L’exploration des environnements dans leur globaiicessite un effort de séquencage
trés important, dépassant méme les capacités lastaels NGS (Delmont et al 2012, Quince
et al 2008, Vogel et al 2009). A I'heure actuellatilisation de ces nouvelles technologies
reste limitée pour explorer finement les environaeta complexes et codteuse pour de
nombreuses structures de recherche (Bentley 2008, & al 2010). Une alternative
intéressante est de pouvoir réduire la complexéé dchantillons en ciblant, en isolant
spécifiqguement et en enrichissant de maniére efickes séquences nucléiques d’intérét pour

permettre I'application des NGS sur ces mémes segseciblées.

3.1Les nouvelles techniques d’enrichissement

La plus ancienne et la plus familiere est sans aldautPCR qui utilise un couple
d’amorce pour amplifier de maniére spécifique umlgian génomique. Comme pour
n'importe quelle molécule d’ADN, les produits PCRupent étre utilisés comme matrice
pour le séquengage utilisant les NGS. Il est ptssili’heure actuelle grace notamment a la
PCR dite multiplexe, de générer différents typesrlicons en une seule réaction. Malgré un
progres considérable ces dernieres années, la Rtiplaxe, utilisée en combinaison avec
les NGS pour I'enrichissement de régions génomiqlieserét (Tewhey et al 2009, Varley
and Mitra 2008) reste difficile & optimiser. Enetffelle est soumise & de nombreux biais (cf §
2.2.2.c) avec en outre, une perte d'efficacité aurs de la réaction PCR en relation avec la
taille et le nombre de régions a amplifier (Goodl 20 Un des défis majeurs actuels en
ecologie microbienne est de pouvoir explorer ledgrennements complexes en isolant des
génes ou des opérons en entier tout en s'affragantisle la PCR. De nouvelles méthodes
moléculaires d’enrichissement proposent de lever veerou technique pour enrichir

spécifiguement de grandes régions génomiques éinté

3.1.1Les techniques d’hybridation soustractives
Les techniques d’hybridation soustractives ontuétésées en génomique bactérienne

et eucaryote pour I'enrichissement de fragmentsDiNAsuite a l'action d’enzymes de
restriction. Cette méthode est un bon complémerseguencage des génomes entiers afin de
mettre en avant les différences de séquences pelit exister entre deux génomes. Une
variante de cette technique, appelée hybridatiarstsactive suppressive, porte quant a elle
sur les différences d’expression des génes (Diakthet al 1996, Huang et al 2007). Ainsi

d’'une maniere générale, les approches de soustigotiuvent étre utilisées comme méthode
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Figure 30. Principe de I'hybridation soustractive sippressive.La premiére étape commence par |'extraction
des acides nucléiques des deux souches bactériarowaparer (ADN « tester » et « driver »). Cefdints
acides nucléigues sont ensuite digérés par unarendsg restriction coupant ces derniers de maniécpiénte.
L’ADN « tester » est ensuite subdivisé en deux ges chacun étant lié a un adaptateur différentnmésn
adaptateurs 1 et 2. Une premiére hybridation inglita mise en solution d'une quantité en exces MNAD
driver » au niveau des deux groupes d’ADN « testetes deux groupes d'acides nucléiques sont ensuit
dénaturés séparément puis soumis a une renatugatogressive aboutissant a la formation de diffi@®n
conformations moléculaires dans chacun des deuxpgs) nommeées A, B, C et D. Les molécules de type A
correspondent a des fragments spécifiques de I'’ADbkter », alors que les fragments non spécififprasent

des molécules de type C avec 'ADN « driver ». cepies multiples forment quant a elles des molécdie
type B. Enfin, les molécules de type D sont desiséges de 'ADN « driver » en exces, simple ou d¢®biins

et ne possédant pas d’adaptateurs. Au niveau deugiéme hybridation, les deux groupes d’ADN «dest
issus de la premiére hybridation sont mélangés salnis de dénaturation avec de I'’'ADN « driver »idrement
dénaturé. Cette étape permet uniguement aux meksirhple brin de 'ADN « tester » (molécule deetyy) de
s’hybrider pour former des molécules de type B an&s surtout une nouvelle conformation hybride die
type E, représentant des fragments différentiellgnexprimés entre I'ADN « tester » et « driver »esL
différentes conformations moléculaires (A, B, C,eDE) sont soumises a une réaction de PCR perrhettan
I'amplification spécifique des séquences de I’ADNester » ou les conformations de type A et D na pas
amplifiées car elles ne possedent pas de sitescolaides (absence de séquences complémentaires a
'adaptateur) permettant I'hybridation des amordess molécules B quant a elles possédent des sgggien
complémentaires en leurs extrémités, et suitePLIR ces derniéres vont former des structures stablé&pingle

a cheveux. Ces structures ne seront pas ampli€&dérentiellement du fait d’'une hybridation plasdrable et
plus stable des séquences longues des adaptatetmmparaison avec les amorces qui elles sont baepuaus
courtes, aboutissant ainsi a un effet dit suppirdesia PCR. Les molécules de type C, possédamit guelles un
seul site moléculaire permettant I'hybridation desorces, ne pourront étre amplifiées que linéairgnfEnsi
seules les molécules de type E, normalisées ethiesi en séquences spécifiques de I'ADN « tester »
possédant deux sites d’hybridation pour les amopmsvent étre amplifiées de maniére exponentielle.
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d’enrichissement pour identifier des séquenceseptés au sein d’'un génome bactérien et

absentes d'un autre.

3.1.1.aPrincipe
Le principe de la soustraction reste similaire uejue soit la méthode utilisée.

L’échantillon d’ADN génomique contenant les séquend’intérét est appelé « tester » et
I'échantillon dit de référence est appelé « drivek’objectif est de récupérer des fragments
spécifigues du «tester ». Au niveau de I'hybrolatisoustractive suppressive, il s’agit

d’hybrider les ADN « tester » et « driver » et djaifier par PCR les séquences spécifiques
du « tester » correspondant aux duplexes « testégrt». Apres PCR, le milieu réactionnel se
trouve donc majoritairement enrichi en duplexeestar-tester ». La méthode peut étre
schématisée et décomposée en différentes étajgesd 30) (Huang et al 2007). Méme si ces

techniques d’hybridation soustractives ont étéial@ment mises au point pour mettre en
évidence un niveau d’expression différentielle déses ou l'identification des séquences
génomiques différentes entre différents organis(@esLong et al 2007, Huang et al 2007).

Ces techniques ont été le point de départ pouéveldppement d’autres méthodes similaires

avec des applications dites méta« omiques ».

3.1.1.bApplications méta« omiques »
Ces derniéres anneées, les techniques d’hybridataistractives ont été appliquées

pour la caractérisation des communautés microbgenoes d’études métagénomiques et

métatranscriptomiques.

i. En métagénomique

Les méthodes d’hybridation soustractives suppressint été premierement utilisées
dans le but d’'isoler des fragments présents awaniun métagénome microbien et absent
d'un autre, dans une optique dite de métagénomaumparative. Les applications ont
notamment ciblé le métagénome du rumen (Galbraith 2004) ou il a pu étre comparé les
différences phylogénétiques et fonctionnelles desyrounautés microbiennes entre deux
échantillons. Cette étude a également révélé ume pooportion (environ 50%) de séquences
isolées suite a la soustraction, nayant pas déasités dans les bases de données. Une autre
étude sur le microbiote intestinal du porc (Chewd Blolmes 2009) a permis, suite a la mise
en place d'une méthode d’hybridation soustractivaptée a de la DGGE, de mettre en
evidence des différences dans la composition dlera intestinale chez deux porcs de 24 et

31 jours, traduisant une variation temporelle desrmunautés microbiennes.
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Figure 31. Représentation schématique de la méthodde soustraction des ARNr en
métatranscriptomique utilisée pour des échantillongnvironnementaux.(Modifié d’aprés
Stewart et al., 2010)
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Les applications en métatranscriptomique des méthade soustraction ont été
combinées a l'utilisation de billes magnétiquede&lont été utilisées pour soustraire la
fraction majoritaire représentée par les ARN rilvospes retrouvés dans les échantillons
d’ARN totaux, et permettre ainsi d’accéder plusilément par séquencage a la fraction
minoritaire (entre 3-5%) des ARN messagers. Ceshodéts utilisent des sondes ARN
antisens ciblant les génes codant pour I'ARNr 166&38. Ces sondes sont préparées par PCR
en utilisant des amorces universelles avec une @roeverse) contenant un promoteur T7,
qui permettra d’initier une réaction de transcaptin vitro incorporant un UTP portant une
molécule de biotine. Les sondes ARN biotinylées $iybridées avec les ARN totaux et les
duplexes ainsi formés sont piégés par des billegnétajues recouvertes de streptavidine
(Figure 31). Ces méthodes de soustraction ont été validéesles métatranscriptomes
artificiels (He et al 2010a) ou environnementaggus notamment des communautés marines
de bactérioplancton (Stewart et al 2010). Il eséressant de noter que ces méthodes de
soustraction, basées sur ce méme principe, samtlrhent commercialisées par la sociéte
Ambion sous la forme du kit, « MICROBExpress BaelermRNA Enrichment kit
(Ambion) ».

Méme si ces techniques de soustraction démontmemiotentiel d’'application tres
intéressant pour enrichir des échantillons envieomentaux, elles comportent certains biais.
Ces derniers sont principalement dus a l'utilisapoeédominante de la PCR lors des méthodes
de soustraction décrite ci-dessus. De plus, mdléliéination des séquences non désirées
permettant un enrichissement de la fraction d'&ttéda complexité de ['échantillon
environnemental reste importante. Cette forte cewifd limite encore I'utilisation directe des
nouvelles techniques de séquencage sur les édbastienvironnementaux. D’autres
méthodes d’enrichissement utilisant des sonde®mligéotidiques spécifiques de régions
d’intérét (génes) peuvent étre utilisées.

3.1.2Les techniques de capture de génes
Ce concept d’enrichissement par hybridation a lemgis été utilisé en génétique
humaine, ou une étude pionniere a permis I'enrsement d’ARN (sous forme d’ADNCc)
transcrits a partir de grandes régions d’ADN gémprai(Lovett et al 1991). Les auteurs ont
utilisé un principe de sélection directe entre haeque d’ADNCc et un YAC (Yeast Artificial
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extrémités spécifiques et complémentaires au nigeala cible (noir) et un motif universel
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sera par la suite mélangé avec les sélecteurs. &éange est dénaturé puis renaturé
progressivement permettant I’hybridation des sélastau niveau de leur cible. L’hybridation
peut avoir lieu de deux manieres différentes :ufi)sélecteur s’hybride au niveau des deux
extrémités de la cible et les extrémités sont ccoides entre elles par une réaction de ligature
ou (2) un sélecteur s’hybride au niveau d’'une exit® 3’ de la cible et 'autre au niveau
d’'une séquence plus en interne de la cible fornuaet structure en branche qui peut étre
clivée par l'activité endonucléasique d’'une ADN Tpglymérase particuliere. Les deux
extrémités sont donc prétes pour étre liées a I'Afdple brin de maniére a former une
molécule circulaire. Dans les deux cas de figueemElange est par la suite traité par une
exonucléase puis amplifié par PCR en utilisantasiesrces universelles. (modifié et redessiné
d’apres Dahl et al., 2007)
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Chromosome) contenant le gene codant pour I'érgtiiggine (EPO). lls ont pu, en un seul
cycle de sélection, aboutir a un facteur d’enrishisent de 1000 en transcrits codant pour
'EPO. Cette stratégie originelle de sélection cliee a été récemment appliquée au
reséquencage de grandes régions génomiques adesdapproches NGS (Gnirke et al 2009,
Hodges et al 2007). Ces méthodes reposent sur ttatégse de détermination de sondes
oligonucléotidiques dites en « tilling ». Les difétes sondes, correspondant a une région
d’ADN, sont déterminées de maniére a ce gu’elleshmvauchent sur 1 a 10 bases pour
permettre d’obtenir différents degrés de résolutiom effet, il est possible de détecter avec
une precision dune base, des régions d'un génoméseptant des caractéristiques
particulieres. Cette stratégie de déeterminatiomgéidonc la détection par exemple de Single
Nucleotide Polymorphisms (SNP) ou de remaniements’affranchissant de la PCR. Les
sondes utilisées pour ces nouvelles stratégiesapieire peuvent étre (1) en solution ou (2)
greffées au niveau sur une surface solide (par pbeeome biopuce a ADN) (Garber 2008,
Good 2011, Mamanova et al 2010, Mertes et al 280ifnmerer 2009, Turner et al 2009b)

3.1.2.alLa capture de génes en solution
En dehors des techniques classiques d’enrichissepaenPCR, plusieurs méthodes

ont été mises au point et décrites comme utilisartphase en solution pour I'hybridation des
sondes avec leurs cibles. Deux stratégies prirespaht été développées récemment. La
premiére utilise différents types de sondes ciicedades enzymes de restriction et des étapes
d’amplification permettant d’obtenir les séquenad#isles (Dahl 2005, Dahl et al 2007,
Porreca et al 2007, Turner et al 2009a). La deuxigtratégie repose sur I'emploi de sondes
ARN biotinylées produites de maniere enzymatique, iremobilisées sur des billes
magnétiques avec leurs cibles suite a I'hybridatadim 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 circulaiosatdes séquences ciblesa
l'utilisation d’'une ADN ligase (Dahl 2005, Porreetal 2007). Cette étape de circularisation
a deux buts principaux : (1) lier chaque séquernblke @ar le biais d’'un « sélecteur » qui
contient les séquences permettant de sélectioar@ble et une séquence universelle utilisée
pour initier 'amplification PCR avec un méme eiqgue couple d’amorces ; (2) protéger les
fragments capturés de l'action des exonucléaskséas pour dégrader les molécules d’ADN
non ciblées Kigure 32). Le principal avantage de cette approche esttolser le
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premiere méthode, dite de circularisation sélectaygpliquée initialement en cancérologie
humaine, a permis le reséquencage de 177 exorssdssdix genes en utilisant 425 (Dahl et
al 2007). Une deuxieme méthode, basée sur la afisation, utilise des sondes cadenas, ou
« Molecular Inversion probes » (MIP), qui se présetsous la forme d’oligonucléotides
contenant deux séquences complémentaires a larsiEgoible et séparées par une séquence
« linker » (Hardenbol et al 2003, Nilsson et al 4pXette approche moléculaire est décrite
Figure 33

ii. Capture par hybridation et sélection en phase ligui

Cette méthode, couramment appelée capture pardagiomn en solution, a été
appliqguée pour la premiére fois pour enrichir dégugnces d’intérét (ADN humain de
Neandertal), issues d’ADN métagénomique préhisteriNoonan et al 2006). L'objectif de
cette étude était de sélectionner des séquencddNdde I'Homme de Neandertal au sein
d’'un échantillon contenant également de ’ADN miem. Pour cela, les auteurs ont appliqué
une hybridation et une sélection sur de ’TADN métagmique préhistorique en utilisant des
sondes de capture dessinées a partir ’ADN humaomtemporain ». Plus précisément, ces
sondes de capture biotinylées ont été produiteP@d® et elles correspondent aux régions
génomiques souhaitant étre ciblées. Les sondestt@nhybridées en solution avec des
amplicons provenant d'une amplification PCR prél@alyéalisée sur une banque
métagénomique construite a partir de I'ADN préhigige. Les duplexes ainsi formés ont
ensuite été capturés par des billes magnétiquesivedes de streptavidine. Une seule étude
présente I'application dune telle approche de waptau sein d'un échantillon
métagénomique environnemental permettant I'enrseimeent des genes codant pour des
« multi-copper oxidases ¥igure 34) (Meyer et al 2007). Méme si cette étude dévoile peu
d’'informations quant aux résultats biologiques obte elle dévoile une méthodologie

séduisante pour une application a grande échekde@ngie microbienne.

Une autre méthode de capture en solution a étdappée ces derniéres années. Elle
consiste en l'utilisation de sondes ARN longuesifkenet al 2009) Kigure 35). Cette
méthode de capture en solution possede différamigspforts avec (1) la présence de sondes
ARN sens en exces ; (2) l'utilisation d’une quantiéduite d’ADNg cible pour I'hybridation
(entre 500 ng et 3 ug) ; (3) une réaction en smhupotentiellement automatisable ; (4)

I'utilisation de sondes de capture longues ; (5)dasibilité de synthétiser par transcription
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Tableau 7. Comparaison des méthodes de capture sur support solide et en solution

enRz:Er:‘lci:lt(i);uses Q:;;g:?e?e spécificité Colt Automatisation
Capture sur Minimales Elevée Bonne Elevée Faible
support solide {PCR) (~15 119) (colit des biopuces)
Capture en . Trés benne )
soIEtion (Elgge.s,f,) Mgge;gje (possibiite de piéger plusieurs régions sur Moyen Elevée

une méme molécule)
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de cibler des régions génomiques courtes, longuegiszontinues et enfin (8) une grande
efficacité avec 85-90% des séquences obtenues &uldtecapture correspondant au régions
initialement ciblées (Gnirke et al 2009, Turnerab2009b). Il est intéressant de noter que
cette approche de capture en solution a été récahrsommercialisée par la société Agilent

Technologies.

3.1.2.bLa capture de génes sur support solide
La capture sur support solide a été appliquéederasombreuses études en génétique

humaine, animale et végétale (Albert et al 201Ingxhani et al 2010, Amstutz et al 2010,
Antipova et al 2009, Bau et al 2008, Burbano €240, Chang et al 2011, Chou et al 2009,
Cosart et al 2011, D’Ascenzo et al 2009, Daigeale2010, Hodges et al 2009, Hong et al
2012, Jiang et al 2011, Lee et al 2009, Naumowa 2010, Ng et al 2009, Summerer et al
2010, Ustek et al 2012, Wei et al 2011, Winfieldae®2012). Seuls deux types de support
solide dédié a cette méthode de capture sont sonesit utilisés et permettent tous deux une
synthésein situ des sondes et une grande flexibilité au niveau s#egiences ciblés. Le
premier support est de type lame de verre et assiquement utilisée pour la technologie des
biopuces a ADN (Albert et al 2007, Hodges et al200kou et al 2007, Summerer et al
2009). Actuellement, les sociétés Agilent et Ningele (Roche) proposent des protocoles
dédiés a l'utilisation des biopuces de capturet domise en ceuvre est beaucoup plus simple
gue la capture en solutioRigure 36). Le second type de support correspond aux bigpeice
verre dites microfluidiques et compartimentées.léSeti contiennent différents réseaux et
permettent d’effectuer différentes captures sur um@me lame dans un faible volume
réactionnel (Bau et al 2008, Summerer 2009, Sunmaeied 2009, Summerer et al 2010).

Les nouvelles méthodes de capture décrites ci-dgasyposent des applications trés
intéressantes pour I'enrichissement de grandesnggienomiques d’intérét. Méme si elles
présentent des performances similaires, chacunetrd’eelles présente ses avantages et
inconvénients (Teer et al 2010). De plus, certac@ssidérations techniques et financieres
sont a prendre en compte pour I'application dencéthodes de capture a haut-débil{leau
7).

3.2 Conclusion

Les nouvelles approches de capture de génes pewwmit de nombreuses

applications tres intéressantes notamment en aotufdar utilisation au séquencage haut-
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debit. En effet, I'enrichissementia l'utilisation de sondes spécifiques, sensibles et
exploratoires permettraient de limiter I'effort déquencage pour la caractérisation des genes
d’intérét des communautés microbiennes présentssiawl’environnements complexes. Ces
nouvelles stratégies de capture de génes permeettrdisoler de grands fragments d’ADN
avec la possibilité d’étendre I'analyse au-dela dEgons ciblées et donc d’explorer leurs
régions flanquantes. En outre, ces nouvelles tgdesi pourraient explorer plus finement la
diversité des communautés microbiennes des enwrmants complexes, en s'affranchissant

des biais des méthodes classiques basées sur la PCR
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Conclusion générale

Depuis le début de I'ere industrielle, les actiwigthropiques ont perturbé le cycle du
carbone aboutissant a I'émission d’'une quantité mégligeable de gaz a effet de serre dans
'atmosphére, ou a la contamination de différerdssgstemes par des hydrocarbures. Ces
activités humaines engendrent sur les environnesmaes répercussions fortes regroupées
sous le terme de changement global. Les microcsgaes sont des acteurs clés au centre de
ces changements globaux car ils peuvent amplé®reffets néfastes liés a ces changements
ou au contraire participer a la réduction de cétefCependant, les informations disponibles
sur ces microorganismes restent a I'heure acttréfeincomplete du fait de I'extraordinaire
diversité des communautés microbiennes. Les méshoakurales ou encore des méthodes
moléculaires générant des données parcellaireedasg I'amplification de biomarqueurs,
ont laissé la place a I'essor de nouvelles teclasgliétude globale des écosystéemes. Ainsi, le
développement de la métagénomique, l'utilisation siquencage massif, des méthodes
moléculaires a haut-débit comme les biopuces a ADNes nouvelles techniques de capture
de génes, permettent d’explorer la diversité mienoie au sein des environnements

complexes.

Ces nouvelles méthodes, en permettant d’accédee auantité non négligeable de
données moléculaires, assurent une meilleure cérapséon de la diversité phylogénétique et
fonctionnelle des communautés microbiennes d'étesyss, et donc du fonctionnement
global de ces écosysteme&efficacité de ces méthodes repose essentiellesanita qualité
des sondes sélectionnées en termes de sensitditépécificité et d’uniformité (Loy and
Bodrossy 2006, Wagner et al 2007). Actuellemeng limite de ces techniques réside dans
la détermination des sondes, en effet ces dernsemngsgénéralement déduites des séquences
d’'organismes présentes dans les bases de donreégsud grande majorité de la diversité
microbienne restante encore non caractérisée-aetie peut étre appréhendée par de telles
sondes. L’enjeu majeur actuel est de définir desla® dites exploratoires ciblant des variants
géneétiques encore non référencés dans les basksdées (Dugat-Bony et al 2012b). Il est
donc nécessaire de faire évoluer les stratégiedetErmination des sondes en intégrant ce
concept exploratoire. De plus, il est primordia piendre en compte I'apport exponentiel des
séquences dans les bases de données, qui de panpstance nécessite aussi de repenser
les algorithmes de détermination des sondes poluiregles temps de calcul. Les différentes

approches de détermination de sondes feront darjet’ d’'un chapitre complet de ce
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manuscrit (PARTIE 2 : Ouitils logiciels pour la s#len de sondes oligonucléotidiques). Par
la suite, un nouveau logiciel de détermination @mdes sera présenté (PARTIE 3:
Développement d’'un logiciel de sélection de sonol@gonucléotidiques). Finalementja

I'utilisation de sondes spécifiqgues de genes d'@itémais sans a priori sur les variants de
séquences, une nouvelle méthode de capture dédi€ésobpgie microbienne sera présentée
(PARTIE 4 : Développement d’'une méthode innovantecdpture de genes en solution
couplée a du séquencage haut-débit pour I'exptoratmétagénomique ciblée des

environnements complexes).
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PARTIE 2: Outils logiciels pour la sélection de swodes
oligonucléotidiques

1. Contexte

A TI'heure de la révolution des techniques molécaki les biopuces a ADN se
présentent comme des outils a haut-débit de choécelogie microbienne (Cook and Sayler
2003, Sessitsch et al 2006, Wagner et al 2007, 2hdurhompson 2002). Différents types de
biopuces sont disponibles et ces derniéeres appodies informations sur la structure des
génomes, leurs parentés, les expressions génigaaspacités métaboliques ainsi que sur la
structure et la dynamique des communautés microbgries biopuces permettent donc de
caractériser, grace a des signatures moléculapésifisues, la présence de milliers de
microorganismes mais également les potentialitédalméques présentes dans un échantillon
environnemental, et ceci au cours d'une méme expégi Cette caractérisation a haut-débit
repose principalement sur l'utilisation de sondégooucléotidiques du fait du faible codt de
synthése, de la flexibilité de fabrication des bicgsin situ et des masses de données
disponibles issues du séquencage. Méme si les s@@tkctionnées doivent toutes présenter
des caractéristiques semblables en termes de giéhsibpécificité et uniformité, cette

détermination reste le point essentiel de I'appeduiopuces.

2. Objectifs

L’évolution constante des puissances de calcukstinfrastructures informatiques, de
méme que le nombre de séquences disponibles dabades de données, offrent de nouvelles
perspectives pour les stratégies de déterminatosoddes oligonucléotidiques dédiées aux
problématiques d’écologie microbienne. De plusudimentation des connaissances, bien
gu’encore incompletes sur les hybridations sur @lsadide, permet d’optimiser la qualité de
ces sondes. De maniére a proposer une vue d'efesatab stratégies bioinformatiques
disponibles pour la détermination de sondes oligldmidiques, la rédaction d’'un chapitre
d’'un ouvrage prochainement disponible et intituldigroarrays: Current Technology,
Innovations and Applications », a été réalisé slauglirection du Docteur Zhili He de

I'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 alows the reverse
complement probe to be labelled in alinear 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 uswdgene detection and quantification of
gene expression. Recently, they have been adapteutdfiling microbial communities in a
flexible and easy-to-use manner. In fact, it isgiale to analyse both the microbial diversity
and the metabolic capacity of complex communitiesrne experiment. However, the quality
of the result is largely dependent on the qualitgesigned probes. Probe design, which is not
a trivial task, should thus take into account npldtiparameters such as the oligonucleotide
sequence and its binding capacity in order to ensugh specificity, sensitivity, and
uniformity as well as potentially quantitative capiay for each probe. Furthermore, the
exploration of the not-yet-described fraction ofrgdex communities requires consideration
of the explorative power of oligonucleotide prob&s. design such probes, multiple tools
have been developed based on different algoritiiimsse algorithms and the different probe
criteria that they used are described in the ptesleapter. However, the best algorithm to
guarantee a high-quality design must be chosen tvéhknowledge of biological questions

and biological samples.

Introduction

With exponential growth in the availability of cofefe genome sequences and metagenomic
data sets and the low cost of DNA synthesis, oligteotide arrays have become the most
widely used type of microarrays. Furthermore, withe advancement of microarray
technology (e.gin situ synthesis technologies), high-density oligonudtepmicroarrays can
hold millions of probes on a single microscopicsglaslide with multiplexing capacities.
These molecular tools can be easily synthesisatkorand, in small batches, and at low cost.
This flexibility combined with rapid data acquisiti, management and interpretation allow
oligonucleotide microarrays to continue to advanegt-generation sequencing in various
applications. Several strategies using oligonualestprobes have been developed to improve
the specificity and sensitivity of gene detectidiigure 1). The most widely used strategy
(Figure 1A) is based on the determination of specific sub-seges in the targeted genes that

serve as probes. The subsequent steps involve yiiedisation of the labelled targets,
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followed by the image processing. Other supplenmgnsdeps are added to improve the

specificity and sensitivity of detection.

The capture of targets is strongly influencedHtmjirtsecondary and tertiary structures;
therefore, probes should be directed toward adudessegions. However, measuring or
predicting the effect of secondary structure i8 gifficult. The shearing of target molecules
into small fragments is one widely utilised techugqAlternatively, to overcome secondary
structure constraints, a two-probe proximal chaperdetection syster(Figure 1B) that
consists of a species-specific capture probe arfthperone probe (sometimes also used as a
labelled detector) that reduces secondary struétuneation was developed (140)(Small et al
2001). The term “chaperone probe” has been usdubrrahan the term “stacking probe”
(169), which was originally used in the contextpalymorphism detection (95). However,
chaperone detector probes located in the immegiatemity of the capture probe provide
detectable, non-specific, non-target binding, pmesoly because of base-stacking effects
(21). In some cases, the addition of specific DNe#pbr oligonucleotides improved detection
(73). However, the use of helper oligonucleotidesnot always practical because of the
difficulty of designing helper probes with the samgecificity as the capture probe but
without non-target detection (114).

Enzymatic ligatior(Figure 1C) is another microarray-based method that has &en b
used for the detection of environmental microorgars (17-19, 48, 64). The reaction is
performed separately from array hybridisation, wwhénables the use of address (also known
as tag or zip) oligonucleotides to equalise probridisation conditions. The enzymatic
ligation step is the primary source of specificifyne principle of detecting specific DNA
templates by enzymatic ligation was developed terc¥yme some of the limitations of
oligomeric hybridisation probes in distinguishingigde base mutations associated with
genetic diseases. Enzymatic ligation relies orhibh selectivity of the ligase, which requires
the perfect complementarity of a double-strandedABditucture to successfully catalyse the
covalent joining of two adjacently hybridised preb@&he probes constitute a target-specific
probe pair that becomes detectable only if the ggolre linked together. The so-called
discriminating probe is designed such that then@ matches the target at a unique position
containing a nucleotide that distinguishes theatfgpm other species. A common probe is
designed to hybridise adjacent to the discrimimpiorobe, which enables ligation if an
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appropriate target is present in the reaction métln the universal microarray approach
(48), the common probe has a 3'-tag sequence ({ip) that directs it to the correct address

on the array, whereas the discriminating prob&isréscently labelled.

The advantages of the universal array lie in thigorm hybridisation conditions of all
zip sequences and in flexibility, as the same gptatform can be used with multiple ligation
probe sets. ORMA (Oligonucleotide Retrieving for IRular Applications) is a set of scripts
for searching discriminating positions and selegtwligonucleotide probes for such an
approach (Ligase Detection Reaction; LDR) or fornigequencing/Primer Extension
(139)(Severgnini et al 2009). A variant strateggtthtilises a cleavable padlock probe has
recently been developed (156) that eliminates tiodg amplification of the initial padlock
probe assay (146), resulting in a background-fresay Padlock probes are long
oligonucleotides that contain asymmetric target gl@mentary regions at both their 5 and 3’
ends to confer specific target detection. Upon iaykation to the target, the two ends are
brought into contact, which allows probe circulatisn by ligation. In the first assay after
exonuclease treatment, the circularised probes aanplified and hybridised on DNA
microarrays. The central part of the probe harb@eguences for PCR amplification and
DNA microarray capture. In a recent improvementhi&® method, in addition to the sequence
complementary to the probe on DNA microarrays, @ekllprobes now harbour a cleavage
site in their central part near the labelling posit After cleavage, only the originally ligated

padlock probes can be visualised on the DNA micegar

Finally, a microbial diagnostic microarray approacsing single nucleotide extension
labelling (SSELO: sequence-specific end labellifigleggonucleotides) has been developed
(77). Reverse complements of the capture oligontides (RC oligonucleotides) are end-
labelled in a linear amplification reaction basedtlee availability of the corresponding target
sequencgFigure 1D). The entire mixture is hybridised to the microgrta identify the
sequences that have been labelled. The speci@tithe assay was shown to be determined
primarily by the stringency of the annealing stapimg labelling rather than that of the

subsequent hybridisation.

Regardless of the strategy used to develop DNAaarcays, probe selection remains

the key element in obtaining an efficient detecttool. Several criteria related to probe
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characteristics influence the efficiency of detactiand should be assessed with caution

before fabricating DNA microarrays.

General criteria for probe design

Specificity is defined according to the ability thfe probe to not cross-hybridise with non-
target sequences.€, probes should discriminate well between thenidésl target and all
other sequences present in the target pool). 8atysis defined as the strength with which a
probe binds to its target. This parameter influsnttee level of the detection signal, and
consequently, the relevance of obtained informati@y probes should detect differences in
target concentrations under given hybridisationdtiions). Uniformity corresponds to the
similarity of hybridisation behaviour for a giverrgbe set,i.e., similar thermodynamic
characteristics under the same experimental comdite.g.,temperature, salt and formamide
concentration), which could also influence sengjtito some extent. In fact, the structural
properties of several probes, including probe len@C content, melting temperaturem

and the Gibbs free energy reflecting binding capsc(AG), are optimised in this case.
2.1 Specificity

The ability to minimize or eliminate cross-hybrigi®n is an important parameter and
represents a current bottleneck in the design afrcarray probes (162). In fact, the
specificity of the hybridisation of a probe withs itarget is one of the most important
parameters that determines the quality of the rarcay result (71, 76). Specificity is defined
as the ability of a probe to bind to a target seqaewithout hybridisation to non-targets.
Currently, most probe design software uses the BLAlgorithm (2) to search for potential
cross-hybridisation against custom databases cmbstt in concordance with microarray
experiments and applications. Probe specificityessment with BLAST uses a homology
threshold that determines whether the oligonudieois specific. Kane’s recommendations
for long oligonucleotides are based on the disogrdif probes that share a total identity
greater than 75-80% or contiguous stretches oftitglegreater than 15 nucleotides with a
non-target sequence (71)(Kane et al 2000). Alterelgt some probe design software uses a
suffix array approach to overcome BLAST’s limitaitso(96). Rather than performing several

local alignments, the suffix array method utilisesefficient and space-saving data structure
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that quickly identifies and records, in alphabdticaler, all possible substrings or suffixes
and their locations in the input sequences. Therthef suffix arrays states that the longest
common prefix (LCP) shared by any two non-adjasritixes must be equal to or shorter
than the LCP of any two neighbouring suffixes betwéhem in the suffix array (23, 96). The
main limitation of this approach is the memory ag of the suffix structure. For example,
the human genome, which has 3 billion characteires 12 GB for storage of the entire
suffix array (131). Thermodynamic calculations ateo used to evaluate the strength of
cross-hybridisations by determining the bindingefenergy between the probe and the non-
target sequence to give an indication of the duplstability. As the probe is bound to a solid
surface rather than being free in solution, thewdation appears as an approximation (116).
Finally, other probe design software uses custorthoaelogies to evaluate probe specificity
based, for instance, on global alignments or hohiaal clustering approaches (80). Even
with the use of BLAST or suffix array tools combihevith thermodynamic prediction,
several other criteria must be considered during design process to improve probe

specificity.

Low-complexity regions such as those containinggldhomopolymers may also
contribute to probe specificity and consequently tnings avoided during the probe design
process (81, 161). To overcome this problem, marobe design algorithms, such as
CommOligo (87), ROSO (123) or HiSpOD (39), applyfiler or mask these particular
nucleotide repeats, whereas YODA (107) can disspetific regions defined beforehand as
prohibited for the probe design. These particuégions can also be highlighted by more
complex calculations using a lossless compresdgarithm such as the LZW compression
algorithm (172)(Ziv and Lempel 1977), a suffix arrstructure or custom calculations for
complexity scoring. Otherwise, low-complexity regsocan be masked using the DUST
programme (52) included in the software that usesBLAST algorithm for the assessment
of potential cross-hybridisation.

Just as it can enhance probe sensitivity, the gsoposition on the sequence could
also influence the oligonucleotide specificity (J@®miuk and Hofmann 2001). For
example, the 3’ untranslated region (3'UTR) in eykéic mMRNA is considered the less-
conserved region because of the usage of alteenghelyadenylation signals (155).
Consequently, the choice of 3'UTRs for probe desigduces the probability of cross-
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hybridisation with closely related paralogs. Howetke potential alternative polyadenylation
signals found in 3'UTR combined with a propensity fepetitive elements has to be taken in
consideration. Thus, some programmes compute &datian score based on the distance to
the centre or to the 3’ or 5’ end of the sequecg. (OligoWiz (163)) or let the user localise
the designed probes in a 3’ or 5’ rangeg(, OligoPicker (161)). Others can displag.d.,
YODA (107)) all of the non-overlapping probes otyothose located in the 3’ end, 5’ end or
in the centre of the sequence.

2.2 Sensitivity

The term sensitivity is closely related to theraffi of a probe to its target, which is mediated
by hybridisation and is characterised by the freergy differenceAG that measures the
binding affinity for the two strands to form a depl AG can be estimated from the probe
sequence using nearest neighbour models that greviréasonable approximationAss for
strands hybridising in solution (133). Furthermoia, microarray experiments where
guantitative detection is required, microarray @®lshould also exhibit a sensitive and
predictable response to concentrations of speddigets (99). Although in-solution
parameters, e.g., base composition, temperatursahdoncentration, are typically used for
such calculations, the estimat@dn of the nucleotide duplex is a good proxy for the
sensitivity of the probe to some extent. Nevertgleeven though the thermodynamic
properties of nucleic acid duplex formation andsd@ation in solution are well known (133),
the thermodynamic properties during hybridisatibtha solid-liquid interface in a microarray
context remain unclear (116). Thus, several pararsetave to be considered to increase
probe sensitivity and allow microarray probes thibk a sensitive and predictable response
to a target concentration.

Although the secondary structure must be consilasethe main sensitivity criterion
for microarray design, the probe length, numbeprobes per target and probe position can
also be considered. The choice of which criteriauge 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 desigstnexclude oligonucleotides that are able
to form homo-dimers or stable intra-molecular s&@wy structures such as hairpins or stem—
loops that may impact hybridisation efficiency lgyenting stable target hybridisation (80).
Thus, the objective is to prevent the formationaal such structures at the hybridisation
temperature by assessing the secondary structuome Sprobe design software uses
alignment-based strategies for a self-annealingsassent combined with scoring calculations
(75), thermodynamic calculations based on the Mfold (173) or suffix array data (96) to
assess secondary structure stability in combinatitim a specificity test to evaluate potential

cross-hybridisation.

2.2.2 Probe length

Probe sensitivity generally increases with prohegtle, as the binding energy for longer
probe-target duplexes is typically higher and hgisation kinetics are irreversible (40, 63,
83, 122). Long oligonucleotide probes (50-60 méi@ye a comparable sensitivity to PCR-
based probes with a length of 300-400 nucleotidigfly-mer probes demonstrate good
specificity as long as the similarity with non-tatgd sequences is less than 75% or there is no
stretch of 15 perfectly matching nucleotides (7h)e use of 60-mer oligonucleotide probes
for hybridisation could allow the detection of tatg with eight-fold higher sensitivity than
the use of 25-mer probes (23), whereas an ideottitgss than 77% between a 60-mer probe
and its target results in a lack of signal (63)(Hes et al 2001). Generally, the threshold for
differentiation between targets is 75-90% (40, ¥48, 154) identity for such long probes,
which indicates low specificity (87). In contrashort oligonucleotide (18-30-mer) probes are
more specific, as they allow the discriminationsirigle nucleotide polymorphisms under
optimal hybridisation conditions but with reduceehsitivity (122). The GoArrays strategy
(124)(Rimour et al 2005) combines both advantaggsdesigning long probes (high

sensitivity) composed of two short sub-sequencigh (specificity).

2.2.3 Number of probes per target
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As noted above, longer oligonucleotides providehaigsensitivity than shorter probes (40,
63, 122). However, the use of one probe per genle lwhg oligonucleotide microarrays
appears limiting even though oligonucleotide hyisaton is highly sequence-dependent (23,
153). In fact, the binding of an oligonucleotid®lpe to different regions of the target yields
different signal intensities (63, 138) and thus pboates the prediction of whether an
oligonucleotide probe will bind efficiently to itarget and yield a good hybridisation signal
based on sequence information alone (23). Thugjpteuprobes per gene have been used in
oligonucleotide array designs to obtain reliablamiuative information for gene expression
(63, 138) as well as gene detection in complexrenmental samples (38, 39). Five probes
per gene has been suggested as a suitable numt&09-foer probes (122), but this number
could increase with probe length. A perfect caseldite to select a minimal probe set that
ensures good hybridisation signals and test it ex@atally to successfully detect targets
even at low levels, but such a large-scale scrgepirocess remains extremely time-

consuming and costly.

2.2.4 Probe position

The positioning of the probe along the target mésp ampact the hybridisation signal,
especially in gene expression experiments (162¢ dignal may decrease near the 5’ end
when using poly-T-primed cDNA synthesis, which reesi a multiple-probe design along the
length of the transcripts. The decreased sigrelcsnsequence of the stability of the RNA (4)
and enzymatic reactions during sample preparatich 8s reverse transcription that have a
tendency to terminate early (162). Thus, the praisesl for gene expression are preferentially
positioned near the 3’ end of eukaryotic transerih contrast, for cDNA synthesis using
random priming in prokaryote gene expression erpemis, decreases in signal can be

observed for probes positioned at the very enti®f3t end of the gene (162).

2.3 Uniformity

Microarray technology relies on the simultaneousridysation of many probes under the

same conditions (e.g., salt concentrations, tenwpega therefore, uniform thermodynamic
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behaviour for the selected probes is crucial (4D, 3650). The easiest way to reach this
objective is to select probes with homogeneous gptehgths, but several other parameters

must be considered, such as the melting temper@iimyeand GC content.

2.3.1 Tm uniformity

To achieve maximum homogeneity in the probe setiraary objective is to select probes
that share similar melting temperatur@s, which ensures quantitative comparison of gene
expression and detection as well as similar micayahybridisation for all genes targeted in
the study. Chemical compounds such as tetra-alkyhanium salts (66), which have been
applied in dot-blot experiments with degeneratgaslucleotide hybridisation probes (165),
are known to eliminate the dependenc@mwfon base composition. However, these salts have
not been widely applied in microarray experimentfius, an alternative is to select
oligonucleotide probes with melting temperatureat tfall within a narrow range. Several
methods are available to calculate then of a probe; the most frequently used is the
application of the nearest-neighbour (NN) modehggrarameters from SantalLucia (133) or
from Rychliket al (129)(Rychlik et al 1990). Thém can be calculated directly by the probe
design software, by an external programme or bygguai custom method. Most probe design
software, for example CommOligo (87) and HiSpOD)(2@ow the user to selectlanrange

in which the selected probes will be designed. S@ueh as OligoArray (128), OligoPicker
(161), PICKY (24) and YODA (107), perform optimigat calculations by adapting some
parameters, such as the probe length, to selebeprim the expectefim range. For some
programmes, such as ArrayOligoSelector (13) anthdBelect (84)Tmis not considered and
selection is based solely on the similan values of probes with uniform lengths and GC
content. Finally, all of the available formula adkte theTmfor oligonucleotides that are free
in solution, and not oligonucleotide probes boundtglass surface. However, the probe’s
behaviour in solution could be different from tdten attached to a slide, and thus, it is more

suitable that probes fall intoTanrange rather than having a precisavalue.

2.3.2 GC content
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Table 1. Comparison of probe design software features for phylogenetic oligonucleotide

arrays (POAS).
Software Reference Application Availability URL
ARB (v Downloadable,
<A (94) POA standalone GUI httpswww arb- home de/
5.3)
(L, M)
o Downloadable,
CaSSis (v (5) POA command-line http/cassis.intum.de
0.5.0)
(L)
o T
PhylAmay  (101) POA Web Inerface hutp:g2im
clermont] . fr'serimourphylarray
ORMA (139) POA, FGA Matlab Seript Upon request
Web interface or -
POA. FGA. ) http:/g2im u-
KASpOD (112) WGA-orp  command-line clermont1. fr'kaspod/

(L)

POA: phylogenetic oligonucleotide array. FGA: fimctional gene array. WGA-ORF: open

reading- frame oriented whole-genome array. GUI: graphical user interface. L: Limxx M:

MacOS.
Software  Probe length (nt) Design orientation Nun:lber of probes  Secondary Low . Ge T, AG Degenerate
designed by gene structure complexity  content probes
ARB Fixed by the user No localisation All probes reaching 8 - . - .
(v53) (10-100) specified selection criteria o o Yes  Yes Roo Ro
CaSSis Fixed by the user Read nf]jpul 5. Al probes reaching . . . - .
(v 0.5.0) or range chosen  sequences from 5'- celection criteria No No Yes Yes No No
o by the user end to 3'-end
. ) Read input .
PhvlArray Fixed by the user sequences from 5'- Al pro_b s re_achmg No No Yes Yes No Yes
(20-70) - selection criteria
end to 3'-end
Read input ‘ .
ORMA Fixed by the user  sequences from 3'- Al pro})es re?lclmlg No Yes No Yes No Yes
- selection criteria
end to 3'-end
. Read input .
KASpOD Fixed by ,Lhe et sequences from 5'- Al pro.bes re.ac}fmg No No No No No Yes
(18-31) - selection criteria
end to 3'-end
Cross-hybridisation Database for
Software Organism . . Input files
assessment specificity test
Local alignment and
‘(‘ 53) No limiration thermodynaimic ARB-Silva database ARB database. Nucleotide sequences.
RN |
calculations
e ARB Positional Tree FASTA file with all target and non-target sequences
CaSsiS T . Input sequence . o
(v 0.5.0) No limitation server and distance datasct and a list or a tree file containing targeted sequence
calculations identifiers. Nucleotide sequences.
BLAST and Kane's Custom non-
PhylArray Prokarvotes T . redundant SSU rRNA No input files are required.
specificarions
database (95MB)
Multiple sequence alignment file (Clustal-like, Mult
ORMA No limitation No No Sequence Files. or aligned FASTA format).
Nucleotide sequences.
o Global alignment and Two FASTA files (targeted sequences and non-target
KASpOD No limitation External FASTA file

distance calculations

sequences). Nucleotide sequences.
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The oligonucleotide GC content is another paramteteonsider and is closely related to the
melting temperaturelfn). Some probe design software, such as OligoWi3)(18ligoPicker
(161) or ProbeSelect (84), does not consider thec@@ent as a potential criterion for the
oligonucleotide probe selection process. In coht@her software such as CommOligo (87),
OligoArray (128) or YODA (107) allow the user tolsgt a GC content range and filter
candidate probes that do not fulfil this range frdne final probe list. Generally, the
programmes use a preferential range between 40{88% and some are able to perform a
Tm optimisation by using the GC content range defibgdhe user to select the best probe
candidates. This strategy appears useful for oligeotide 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 microbiaimgwnities present in complex
environments, numerous phylogenetic oligonucleotdays (POASs) have been developed
using the SSU rRNA biomarker (14, 15, 33, 54, 94),1164). Fully automated software and
manual approaches have both been developed tande@4s(Table 1).

3.1.1 Alignment-based strategies

Initially, probe design software for POAs was priityabased on aligned sequence sets such
as PRIMROSE (3), PROBE (117), ARB-Probe Design,(®ylArray (101) and ORMA
(139). Probe design software programmes basedigned! input data or on performing a
multiple sequence alignment as the first step efalgorithm is well suited for the design of
probes with an optimal coverage of the target grddpltiple sequence alignments are
generally converted into consensus sequencesdbatiiat for the sequence variability at each
position. Then, probe design programmes search domnserved regions to select

oligonucleotides.
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The Probe Design tool included in the ARB prograrpackage (94) has been widely
used to develop low-density, custom-made POAs dduced groups of organisms (43, 93,
106). The ARB Probe Design is able to design oligbeotides with a length of 10 to 100
nucleotides using a three-step algorithm. Firs, uker selects the target group through the
ARB interface. Second, the programme searchesdi@ngial target sites (avoiding repetitive
regions) and subsequently returns a ranked listaofdidate oligonucleotides according to
several compositional and thermodynamic criterimalfy, the proposed oligonucleotide
probes are evaluated against the entire databaggthe Probe Match tool. Local alignments
are determined between the probe and the mostsisgtjuences in the database, and up to 5

mismatches are allowed.

Among the alignment-based oligonucleotide desigitware programmes for POA,
ORMA (Oligonucleotide Retrieving for Molecular Appations) appears to be suitable for the
determination of discriminating positions withirset of highly similar sequences (139). This
software is well adapted for the ligation or extensstrategies described in the introduction
to this chapter. ORMA relies on a Single Base Se€kBS) algorithm to locate positions that
are able to discriminate one sequence from a selosély related sequences. First, the user
selects the sequences that are to be consider¢argeted from among the dataset; the
remaining sequences are subsequently used as ¢ dpom which the discriminating
positions must be different. Then, for each nonedegate position, the SBS algorithm
calculates the sum of sequences carrying the sase &s the considered sequence. If the
only sequence harbouring this base is the targstegience, the position is identified as
discriminant. This last step is reiterated, replgceach degenerate position (except for
undetermined and subsequently non-discriminantipasireferred to as N's) with its two or
three alternative bases. Candidate oligonucleotztesthen defined at these discriminating
positions by retrieving flanking sequences. A sedkeconstraints and quality filters is used to
assign a quality score to each putative pralee, (ength, melting temperature, number of
degenerate bases, low-complexity regions). Moredwéa-group i.e., coverage) and inter-
group (.e., specificity) scores are calculated, and the prdhas maximise the intra-group

score and have the lowest inter-group score aeetgel.

The design strategies described above are notysdkdicated to high-density
microarraysi(e., those with tens of thousands of oligonucleotidébps). High-density POAs
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are, however, the most promising approach to congm&ve screening all known bacterial
and archaeal taxa with a single microarray (40)nyktrategies for designing large probe sets
are not fully automated and thus not provided ia torm of autonomous software. For
instance, the PhyloChip (33), which is the most elyidused high-density POA, was
constructed using a semi-automated procedure egulain the supplementary material of
Hazenet al. (54). All known 16S rRNA sequences containingeaist 1,300 nucleotides were
extracted from the NAST multiple sequence alignn{8d) of the Greengenes (35) database.
Then, sequences were filtered to remove putativ@etas using the Bellerophon software
(62) and also to remove low-complexity sequendes, Sequences with more than three
homopolymers with a length greater or equal tor8) sequences with ambiguous nucleotides
(i.e.,sequences with ambiguous base calls greater thaguai to 0.3%). Retained 16S rRNA
sequences were then clustered at 0.5% sequenagetice in 59,959 operational taxonomic
units (OTUs). The 59,959 OTUs represented 1,464litsn1,219 orders, 1,123 classes, 147
phyla and 2 domains. For each OTU, each of theesems within the OTU was separated
into overlapping 25-mers segments, and these paké¢atgets were used to select the probe
set. Candidate 25-mer oligonucleotides were salefttam the sub-alignment according to
thermodynamic constraints.€., GC content, secondary structure, melting tempezaand
self-dimerisation). Potential targets were rankedoading to their universality among the
OTU; those having data for all members of the OTétenrpreferred over those found in only
a fraction of the OTU members. Candidate probes nietched exactly with well-ranked

putative targets were selected for microarray tation.

Computational alignment of a large multiple seg@snis a time-consuming task.
Thus, to accelerate the computations, the probgrmiesftware tools have to be retooled to

permit the computation of many probes based orelsegjuence datasets.

3.1.2 Alignment-free strategies

CaSSiS (Comprehensive and Sensitive Signature IHearas developed to address the
limited ability of previous probe design softwacehandle large collections of sequences (5).
CaSSiS is able to perform fast and comprehensiobepidesign based on a three-step
algorithm. First, CaSSiS extracts and assessespeasible probe. The results are stored in a
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Figure 2. A Bipartite graph. This data structure provides a representatidgheprobes’
coverage. Nodes represent a probe (P) or a seq(fen@nd edges indicate which sequences
are matched with which probe.
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bipartite graph where the probes' coverage withendverall dataset is represented as edges
(Figure 2). Evaluating all of the probes could be a time-conisig task, but CaSSiS uses the
ARB Positional Tree Server (PT-Server) (94) to dapidentify exact and inexact matches.
Based on predefined parameters such as lengtle orutlnber of mismatches allowed, the PT-
Server, using a truncated suffix tree, returnsratches of the query probe. Because CaSSiS
supports a relaxed search within the databaseysiecan specify the number of mismatches
allowed within the targeted sequences and the mcdnthreshold for non-target hits. The
second stage of the CaSSiS algorithm consists oking candidate oligonucleotides
according to their specificity scores. The laspstgtracts the probes that harbour the highest

coverage and have upnaon-target matches (outgroup hits), whers user-defined.

Even if the probe design software for POAs wag ablhandle millions of sequences,
its capabilities would always be restricted to syimg known microorganisms with
sequences that have been deposited in a publicagstaHowever, in spite of the high number
of recorded sequences, our current vision of miaetativersity is still incomplete, partially
because of the tremendous diversity of microbiakss, ecological niches and technological
limits. Detection of 90% of the richness in somenptex environments could require tens of
thousands of times the current sequencing eff@0)1A major challenge, therefore, is to
develop new strategies for designing explorativabps 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 microorganismslg probes defined from known
high phylogenetic levels and using explorative psolthat correspond to new sequence
variants of existing phylogenetic signatures thratraot yet deposited in public databases but

potentially present in the environment.

The “multiple probe concept” consists of severebhgs to target an organism at
different phylogenetic levelsz(g., genus, family, order). This strategy dramaticaiguces

the risk of misidentification and substantially ieases the resolution of the analysis by
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discriminating bacteria down to the species lew, (89, 91, 136, 137). The use of this
strategy to construct POAs is well suited to emgurithe detection of unknown
microorganisms by probes defined at higher taxondevels. Nevertheless, such probes are
strictly complementary to known sequences and dohaobour the explorative power to

detect microorganisms with uncharacterised phyletiersignatures (40).

The first software programme dedicated to POA4 tiféered the possibility of
designing explorative probes was the PhylArray paogne (101). PhylArray was developed
to survey whole microbial communities, includingokvn and unknown microorganisms, in
complex environments. The first step of the Phyd&ralgorithm(Figure 3) is the extraction
of all available sequences corresponding to a tadgxon from a custom 16S rRNA curated
database. Retrieved sequences are then aligned ti@nClustalW programme (151). A
degenerate consensus sequence is then deducethfsamultiple sequence alignment, taking
into account the sequence variability at each osiDegenerate candidate probes are then
selected along the consensus sequence, and atlegemerate combinations are checked for
cross-hybridisations against the 16S rRNA datab@seng the combinations derived from
each degenerate probe, some correspond to sequbatdsave not yet been deposited in
public databases, namely explorative probes. Sudibes should, therefore, allow the
detection of undescribed microorganisms belongmghe targeted taxon. Probes defined
using this software, which were recently used tal@ate the bacterial diversity in soils (31),
yield a higher sensitivity and specificity than pes designed using the PRIMROSE and
ARB strategies (101). PhylArray was designed tooant for all of the sequence variability
within the targeted sequences, but because itsrelre multiple sequence alignment, it is
limited in its ability to manage large input dat@s€onsequently, new probe design strategies

are needed to define explorative probes basedrge thtabases.

KASpOD (112) software was developed to overconme lilmitation. KASpOD (K-
mer Based Algorithm for Highly Specific and Explove Oligonucleotide Design) consists
of three computational stagésigure 4). The user first provides two datasets that comedp
to the target group and the non-target group. Tise $tage is the extraction of evdemer
from the target and the non-target groups usinglétigfish programme (97). For large target
groups containing more than 100 sequences, a nedsetion step is performed to remove
untrustworthyk-mers that occur only once. Evdeymer found in both the target and the non-

74






./ CONSEIU

Jérémie DENONFOUX @ AUVERGNE Chapitre livre

target groups is removed from the list of oligomatide candidates. The selectethers are
then clustered together using CD-HIT (85) at an 88émtity thresholdi(e., allowing three
mismatches for 25-mer probes). Only fully overlaygdt-mers are clustered to gathemers
from the same genomic location. For each clustelegenerate consensus is constructed that
accounts for the sequence variability within thastér. Among the combinations derived
from each degenerate oligonucleotide, some cornespmsequences not previously included

in the target group and therefore represent exiNerarobes.

Finally, the last stage of the KASpOD algorithmmsists of assessing the coverage
and specificity of each degenerate consersoeer. The coverage is evaluated against the
target group using the PatMan programme (119), higtows the user to perform an
exhaustive search with mismatches and indels tatifgteall occurrences of a high number of
short sequences within a large database. The usereds the upper limit of tolerated
mismatches. Specificity is assessed in the sameusiag the non-target group. KASpOD is
provided as both a web service (http://g2im.u-clemth.fr/lkaspod/) and a stand-alone
package. The software was used to design 25-méeegror 1,295 prokaryotic genera based
on the recently published Greengenes taxonomy [E&).defined probe set allows each of
the 252,183 high-quality and non-redundant 16S rRI¢4uences to be covered by at least
three different probes. Finally, 22,613 group-sfiesignatures were designed and are freely
available on the KASpOD web site (http://g2im.urotentl.fr/lkaspod/about.php). The
alignment-free strategy allows computations to bmpmleted in approximately two weeks.
Furthermore, this approach enables the definitibprobes for large groups such as the
Corynebacteriungenus (20,093 sequences) where an alignment-laégedthm would have
failed.

3.2 Functional Gene Arrays (FGAS)

Microbes mediate almost every conceivable bioldgpracess, and some researchers have
estimated that individual environmental sampleshsas soil may contain between®14nd

10" different bacterial genomes (Curtis et al 2002n$at al 2005)(28, 29, 45), each
harbouring thousands of genes. In this contexth-density oligonucleotide FGAs provide
the best high-throughput tools to access this trelmes diversity (59). Currently, the most
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Table 2. Comparison of probe design softwar e featuresfor functional gene arrays (FGAS).

Software Reference Application Availability TRL
DEODAS (v0.1.2) (44) FGA Dovwnloadable, GUI (L) http://deodas.sourceforge.net/
Metabolic Design (149) FGA Downloadable, GUI (W) ftp://195.221.123.90/
ProDesign 42) FGA Web Interface http://wwiw.uhnresearch.ca/labs/tillier/ProDesign/ProDesign.html
A'n'ayollgoSelecmr (13) FGA. WGA-ORF Downloadable, command-line http://arrayoligosel.sourceforge.net
(v3.84) @)
. g T

((59313)101@0 87 FGA, WGA-ORF Do nloadable(.\st)andalone Gul http://ieg.ou.edu/software. htm
HiSpOD (39) FGA. WGA-ORF Web Interface http://g2im.u-clermontl1.fr/hispod
MProbe (v 2.0) (86) FGA, WGA-ORF Downloadable, GUI (W) http://wwiw.biosun.org.cn/mprobe/
OligoArray (v 2.1) (128) FGA, WGA-ORF Downloadabln&;ommaﬂd-lme http://berry.engin.umich.edu/oligoarray2_1/
?13‘%")1)“}"” ~ (161)  FGA. WGA-ORF D0“"‘103‘131’1&;"“‘“““'“m http://pea.meh. harvard.edu/oligopicker/

. . Downloadable client . . .

Wiz (v 2.2. . WGA- /1 v.cbs.dtu.dk/services/ Wiz2
OligoWiz (v 0) (163) FGA, WGA-ORF programme. GUI (L. W, M) http://www.cbs.dtu.dk/services/OligoWiz
PRIMEGENS Web interface or command-line .

- TGA - N org/
2.0 (167) FGA, WGA-ORF standalone (L, W) http://primegens.org
UPS 2.0 (22) FGA, WGA-ORF Web interface http://array.iis.sinica.edu.tw/ups/
Software Probe length Design orientation Num.bern[ probes Secondary Low ) GC oA Degenerate
(nt) designed bvgene  structure complexity content probes
DEODAS Range chosen Read input . All probes reaching _ _ _ _ _ R
) R = sequences from 5°- 3 R No No No No  No Yes
(v 012y bv the user , selection criteria
- end to 3'-end
Metabolie Fixed by the Read _mput .. All probes reaching B . . B . R
, i sequences from 5 . e o No No No  No Yes
Design user - selection critena
N end to 3'-end
Range chosen Read input Maximum number
ProDesign =t sequences from5'-  of probes chosen Yes Yes Yes Yes Yes No
= the user (20-70) o )
end to 3'-end by the user
e . . Probes ranking
ArravOligosel Fixed b the according tothe 3°  Chosen by theuser Yes Tes Tes No XNo No
ector(v3.84) user = -
end distance
§ . . Design starting
b N e - . . . - - -
Cp:anlxgo Fised by :he fromthe 3-or 5= Chosenby the user Yes Yes Yes Yes No No
(2.0) user (8-128) .
end
. . Read input .
HispOD Fixed by t}:e sequences from 3~ Al pro‘?es re-ach?ug No Yes Yes Yes XNo Yes
user(18-120) . selection criteria
end to 3'-end
Range chosen Read input .
M = E
TProbe bv the user (20- sequences from 5°- all pm?es fE?Ch}llg Yes No Yes Yes No No
(v 2.0) - . selection criteria
100) end to 3'-end
Distance to the 3°-
Oh,g odrray Fixed b'.‘r I_he end specified by Chosen by the user Yes Yes Yes Yes XNo No
(v 21 nseri(15-75) the user (max -
1500)
OligoPicker Fixed bv the Designchosenfor  Chosenbyv the user Yes Yes xo Yes No o
(w232 user (20-100% the 5°- or the 3"-end {upto5) : - -
O . i Localisation score .
Dh"gg\\ = Fixed b the based on centre 5 Al propes re‘achrmg Yes No No Yes No No
(v 2.2.0) user - selection critena
or 3’ distance
N N ¥ N isatl . - B - . -
PR;I EGENS Fixed by the © locgllsanou Chosen by theuser Yes No Yes Yes XNo o
(v 2.0) user specified -
. Read input
r Fix i - T ¢ th . . . . . .
UPS 20 I\Edﬁb} t:e sequences from 3'- Chosenby the user Yes Yes Yes Yes Yes Yes
user (20-120} . (up to 10}
end to 3'-end
Cross-hybridisati
Software Organism ross-ivbridisation Database for specificiry rest Input files
assessment i
DEC:DAS { No limitation EMBOSS GenBark A FASTA file containing targeted
0.1.2) sequences, Protein sequences.
B - lang' v E ) 1 .
Merabolie Desian - No hmitation BLAST and Rane's EnvExBase (10GB) Complere Nomput files are required,
M specifications CDS database
. A FASTA file containing targeted
. - Spaced seed hashing and . <
ProDesign No limitation o = Input sequence dataset sequences and optionallv a cluster file.
N Kane's specifications 8 d :
Nucleotide sequences.
ArravOligoSelecto . .. . BLAST and thermodvnamic External FASTA file (tvpically Two FASTA files (targeted s_equml?es and
R No limitation ) - , A - - the complete genome). Nucleotide
T{v 384} calculations single organism genome) =
sequences.
CommOligo e Global alignment and A FASTA file containing targeted
. = No limitation = . Input sequence dataset . L o=
JAN 1] thermodynamic calculations. sequences. Nuclectide sequences.
) _ . A FASTA file containing targeted
HiSpOD No limitation BLAST and Xane EnvExBase (10GB) Complete sequences. Consensus or non-degenerate

MProbe (v 2.0 No limitation

OligeArrav (v 2.1)  No limitation
Orllﬂ_m}?cker No limitation
(23D
All organisms
found on the
server

OligeWiz{v 2.2.0)

PRIMEGENS No limitation
N 2.0) °
TPS20 No limitation

specifications

CDS database

BLAST and Kane's

specifications

BLAST and thermodynamic

calculations

BLAST

BLAST. Kane's specifications
and thermodvnamic

calculations

BLAST. Kane's specifications
and multiple sequence

alignment

BLAST and thermodyvnamic

calculations

Input sequence dataset

External FASTA file (tvpically
single organism genome)
Input sequence dataset or

external FASTA file (typicallv
single organism genome)

Single organism genome (among
a list of organisms found on the
server)

External FASTA fileora
complete genome sequence
ameng a list of organisms found
on the server

Input sequence dataset, complete
genome sequence among a listof

organisms found on the server
NCBI Nucleotide database or
external FASTA file

nucleotide sequences.

A GenBank, EMBL orFASTA file
containing targeted sequences. Nucleotide
sequences.

A FASTA file containing targeted
sequences. Nuclectide sequences.

A FASTA file containing targeted
sequences. Nucleetide sequences.

A FASTA file containing targeted
sequences or a tab-delimited file containing
both sequences and annotations.
Nucleotide sequences.

A FASTA file containing targeted
sequences. Nucleotide sequences.

A FASTA file containing targeted
sequences and optionallv a fasta file with
non-target sequences. Nucleotide
sequences.
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comprehensive FGA is the GeoChip (55, 57), whichk élved over several generations to
be able to monitor most microbial functional praees such as carbon, nitrogen, sulphur and
phosphorus cycling, energy metabolism, antibio#éisistance, metal resistance, and organic
contaminant degradation (56, 58, 60). Although mettategies are limited to the
determination of probes that target specific gegguences within a single genome dataset,
few strategies offer the opportunity to design elhat permit broad coverage of multiple

sequence variants for a given gene far(ilgble 2) (40, 80).

3.2.1 Probe design for FGAs using nucleic sequences

GeoChips are composed of 50-mer probes designad asinodified version of CommOligo
(87). The experimental assessment of optimal proesign criteria (61) permitted
CommOligo to be implemented to combine three difiérparameters for sensitivity and
specificity evaluation: sequence identity, free rggeand continuous stretch. For each
sequence, the first stage consists of masking mligeotides according to different filters
including distance to the 3’ untranslated regiodRY, GC content, complexity, degeneracy
and specificity i(e., significant matching of oligonucleotides with ntargets). Continuous
matches of a user-specified length with non-targetsassessed using an algorithm similar to
that of OligoPicker (161) by storing all possible-rhers within the sequences in a hash table
data structure. Thus, the hash key is a 10-meresegy and the hash value corresponds to the
relative sequence indices and positions whereptiscular 10-mer is found. Strictly identical
10-mers shared between probes and non-targetsoauretained. This data structure is also
used to assess the self-annealing of each unmaskgohucleotide by searching for
continuous matches of a user-defined length withentested oligonucleotide itself. Probes
that show self-annealing are filtered out. The remg probes are tested for specificity
against non-targets using both a global alignmégdréhm (104) and a binding free energy
calculation rather than the classically used Bhaeial Alignment Search Tool (BLAST) (2).
Sequence identity is therefore inferred from thecgrtage of matches in a global gapped
alignment, and oligonucleotides with high idenfitg., higher than a cut-off value defined by
the user) to non-targets are filtered out. Oligdeoiides with medium identity but low free
energy are also removed. Then, the programme cawmpilie best interval of melting

temperatures that covers most targets and prolzeseamoves all candidate oligonucleotides
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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 mawee probes than needed, in which case
CommOligo is able to select oligonucleotides usangulti-criterion optimisation algorithm
where cross-hybridisation, positions and identigtween probes are taken into account.
Gene-specific probes can be selected using Comm®ith the following parameters: <
90% sequence identity, < 20-base continuous stretatt > -35 kcal/mol free energy with
non-targets (58, 88). Additionally, a group-specgrobe design can be performed by adding
these supplemental criteria: >96% sequence idemi8b-base continuous stretch, and < -60
kcal/mol free energy within the targeted group (68). CommOligo performs complex and
time-consuming calculations. However, the versigailable for download is not well suited
to conducting high-throughput analyses, and with ithcreasing availability of sequences
corresponding to protein-coding genes (completeogpen sequencing and environmental
studies from specific functional markers), new wafte has been developed in the last decade

that takes this wide diversity into account.

Hierarchical Probe Design (HPD) software (25) wWeasfirst programme dedicated to
FGAs that was based on the concept of clusterfpgcobes. The first step of the algorithm
consists of the multiple sequence alignment of ingeguences using ClustalW (151). A
hierarchical clustering is then performed usingeita neighbour-joining (132) or a UPGMA
(141) method. All candidate probes are subsequeaherated, and cluster-specific probes
are selected using a bottom-up approgéhgure 5). The specificity of candidate
oligonucleotides is checked against clusters ttebae level higher. If a probe of one sibling
cluster harbours sufficient specificity to discnrate among these clusters, it remains in the
sibling cluster. If not, the candidate is transterto the upper cluster and therefore represents
a group-specific probe. This recursive procesepeated as long as the root cluster has not
been reached. The optimal probe set is then detedmaccording to probe quality criteria
including cluster coverage, specificity, GC contantl hairpin energy. Although this tool is
not explorative, it automatically produces probesiast all nodes of the clustering tree,
thereby providing extensive coverage of known vasdrom a conserved functional gene.
However, at this time, the software no longer appéa be available. ProDesign (42) uses
similar clustering methods with the aim of detegtiall members of a gene family in
environmental samples. However, in contrast to HiRI3, software uses sophisticated spaced
seed hashing rather than a suffix tree algorithivetoefit from permitted mismatches between

a probe and its targets, and it ensures the reéecing of groups for which no probe was
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Figure 6. Comparison of the explorative probe design strategies implemented in
HiSpOD and Metabolic Design software. The example shows the probe design for the
bphAlc gene encoding the sdlicylate 1-hydroxylase apha subunit involved in PAH
degradation from three distinct Sohingomonas or Sphingobium species using both strategies.
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found, which results in a significant improvementsequence coverage. Although both of
these strategies allow the coverage of a wideraafigequence variants, they only permit the
survey of known sequences and therefore cannosée to evaluate the unknown microbial
genes present in complex environments. The mainlweks of these strategies are thus their
inability to generate explorative probes and thseabe of an evaluation of specificitiye(,
searching for potential cross-hybridisations) agaiarge databases that are representative of

microbial diversity.

To overcome these limitations, the HiSpOD (Higle&fpc Oligo Design) programme
was developed (39) in the context of microbial eggl HiSpOD includes the classical
parameters for the design of effective probes,utficly probe length, melting temperature,
GC content and complexity, and adds supplementglgties that were not considered by
previous programs. HiSpOD allows the design of degate probes for gene families after
multiple alignments of nucleic sequences belonginthe same gene family and can produce
consensus sequences. All combinations deducedtfrerdegenerate probes are then divided
into two groups(Figure 6A). The first group corresponds to specific probassequences
available in databases, and the second group pords to explorative probes that represent
putative new signatures that do not corresponchtopaeviously described microorganisms.
A probe set representing the most likely gene secpigariants and a probe set representing
new combinations that have not yet been depositeldtiabases are created based on multiple
mutation events that have already been identifleelquence-specific probes can also be
designed through HiSpOD by using non-degenerassicial nucleic acid sequences. To limit
cross-hybridisation, the specificity of all seletfgrobes is checked against a large formatted
database dedicated to microbial communities, the. EnvExBase (Environmental Expressed
sequences dataBase), which is composed of all gddMA sequences (CDSs) from the
prokaryotic (PRO), fungal (FUN) and environment&N{) taxonomic divisions of the
EMBL databank. Specificity tests are performed gdBLAST (2), and cross-hybridisation
results are clustered using a single-linkage meimpiemented in BLASTCLUST (2).

3.2.2 Probe design for FGASs using protein sequences
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In contrast to the strategies outlined above, stvweew strategies have been proposed to
initiate probe design from conserved peptidic regimather than from nucleic acid sequences

to survey all potential nucleic acid variants.

The first strategy based on this principle wascdbed by Bontempst al. (11) and
called CODEHMOP (Consensus Degenerate Hybrid Moiigonucleotide Probe). This
strategy is derived from an adaptation of the CODIPH(Consensus Degenerate Hybrid
Oligonucleotide Primer) PCR primer design strateghich was originally developed to
identify distantly related genes encoding proteimst belong to known families (12, 125,
126). The CODEHMOP strategy aims to identify comedramino acid motifs from multiple
alignments of protein sequences. Then, the mobtyhapnserved region (5-7 amino acids) of
each protein motif is backtranslated to generatep@ssible nucleic combinations (15-21
nucleotides) coding for this peptide. These seqeeree extended by 5 and 3’ fixed ends
(12-15 nucleotides each) that are derived fromntlost frequent nucleotide at each position
flanking the conserved region in the nucleotideusege alignment. The final probes are
called "hybrids", as they comprise a variable adrdore with some nucleic combinations that
do not correspond to any sequences yet describeadr(jet greater diversity) combined with
two fixed end sequences (available in databases)atle added to increase the probe length.
This approach was used to design a prototype DNAyathat included all described and
undescribechodC (nodulation gene) sequences in bacteria and tlat applied tdegume
nodule samples (11). This strategy enabled thectiete of new nodC sequences that
exhibited less than 74% identity with known seq@snd he application of the CODEHMOP
strategy is, however, limited by its lack of implentation in a fully automated programme
and its lack of probe specificity test. Neverthslethis approach appears to be the most
comprehensive way to encompass the diversity oé gaguence variants potentially found

for enzymes mediating a given function.

Terratet al. (149) developed a new software programme callethidic Design that
ensures then silico reconstruction of metabolic pathways, the idecaifion of conserved
motifs from multiple protein alignments, and thengetion of efficient explorative probes
through a simple convenient graphical interfacethis case, before the probe design stage,
the user reconstructs the chosen metabolic patimvayico with all substrates and products
from each metabolic step. One reference enzymedoh of these steps is selected, and its
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protein sequence is extracted from a curated dsg¢afiyy default, Swiss-Prot), which is then
used to retrieve all homologous proteins from catgtlatabases (Swiss-Prot and TrEMBL).
After the most pertinent homologous sequences elexted, they are aligned to begin the
probe design stage. The amino acids are backttaddtar each identified molecular site, with
all redundancy of the genetic code taken into agtoto produce a degenerate nucleic
consensus sequence. All degenerate probes thattiheeetiteria defined by the user (probe
length and maximal degeneracy) are retained. Allhef possible specific combinations for
each degenerate probe are subsequently checkgubtiemtial cross-hybridisation against a
representative databased.,EnvExBase as in the HiSpOD programme). Finallyoatput
file listing all of the degenerate probes seledigdthe user permits the deduction of all
possible combinations and organises them into Bpgcbbes and exploratory probes (Figure
6B).

3.3 Whole-genome arrays (WGAS)

Many organisms that are closely related based do BNA gene sequences can exhibit
remarkably different phenotypic characteristicst thesult from great differences in their
genomes, which in turn arise from processes suclatasal gene exchange (47). Whole-
genome arrays that use whole-genome sequence gtiomof one or several closely related
microorganisms provide a way of understanding suieénotypic differences (170). WGAs
are divided into two main groups: whole-genome GiRfays, which contain oligonucleotide
probes for all of the open reading frames (ORFspigenome, and tiling arrays, which
represent a complete non-repetitive tile path akrergenome, 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 ORdysuare similar to those for functional
gene arrays (FGAs). However, some algorithms aeeipally dedicated to the design of
oligonucleotide probes for whole-genome ORF arrd@9se of the most-cited software

programs for designing such microarrays is PICKY)(PICKY was initially developed for
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oligonucleotide microarray design for large eukaioygenomes and thus boasts major speed
improvements when compared with other whole-gen@Ré& array probe design programs.
Several probe design criteria are considered bKXFI® compute the optimal probe set, such
as the complexityi., no single base should constitute more than 50% pfobe and no
stretch of the same base should exceed 25% oéttigghl of a probe), thermodynamic criteria
(i.e.,a GC content between 30 and 70% and no seconulacyuses), and cross-hybridisation
[i.e.,Kane’s criteria (71)]. For the latter criterionJKY can handle multiple target and non-
target gene sets; thus, oligonucleotide probesdafimed for the target set and to prevent
hybridisation with the non-target set. Most of teeviously mentioned criteria are user-
adjustable through a user-friendly graphical irstegf. Finally, to ensure the uniformity of the

probe set, PICKY is able to adjust the probe lengthin a user-defined range.

PICKY relies on the construction of a generalisatfix array where both strands are
represented. The suffix array is built using a rfiediBurkhardt-Karkkainen algorithm (16)
that allows quick and efficient construction. Usiihgs suffix array, PICKY can first exclude
low-complexity and repetitive genomic regions asllwas self-similar and self-
complementary regions for probe design. Such sorgeallows the detection of putative
secondary structures without using dedicated eatesaftware. PICKY then avoids other
unnecessary computations by removing regions tihtd comply with Kane’s criteria, as
these regions may cross-hybridise with non-targejuences. For all remaining regions,
PICKY computes a score to indicate the likelihoddrss-hybridisation and then prioritises
regions for oligonucleotide selection. Once all@ocandidates have been computed, the
melting temperatures for all possible probe/tamyed probe/non-target pairs are estimated
according to Kane’s second condition, which stdlted any sequence similarity over 75%
identity (or a user-defined value) can potentialtyolve cross-hybridisation. The melting
temperature of each candidate probe is assessaustaga target, and all non-targets are
gathered using the suffix array. As probe/non-tagggars may have mismatches, melting
temperatures are not precise but are sufficientpredict whether such duplexes will

potentially be present.

The calculated melting temperatures of candidedbgs with all of its non-targets are
then used to prioritise probes for the final preoes step. This last step consists of multi-
objective optimisation to compute the probe set Bbke to detect each gene, i.e., by avoiding
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Table 3. Comparison of probe design softwar e featuresfor whole-genome ORF arrays
(WGAYS).

Software Reference Application Availability URL
http:/kbrin.a-
. - 5 bldg louisville.edu/Tool
1 TETA L b =
Mprime (127) WGA-ORF Web intertace 5/OligoDesignMPrime.
html
. Downloadable
IO A E -
OliD (147) WGA-ORF command line (L) Upon request
Downloadable, http://www.complex.iast
PICKY (v 2.2) (24) WGA-ORF standalone GUI (L. W.  ate.edu.’download/Pick
M) y/index html
ProbeSelect (84) WGA-ORE Available uponrequest,  http://stormo.wustledu

command line (L) sre/probeselect-sre.tar

WGA-ORF: open reading-frame oriented whole-genome array. GUIL graphical user interface. L: Linux. M: MacOS. W: Windows.

i Probe length . . . Number of probes  Secondary Low GC Degenerate
Software {nt) Design orientation designed by gene structure complexity  content To AG probes
Mprime Fixed by the user Probes welrghted Chosen by the user Yes No Yes Yes No No
i towards 3'-end
. , Prefi given to th
OliD Fixed by the user e ?rcnceﬁnsn .0‘ © Chosen by the user Yes Yes Yes No No No
3'-end proximity
PICKY Range chosen by No localisation Chosen by the vser Yes Yes Ve Yes  No No
(v2.2) the user (50-950) specified (upto 5) ) :
ProbeSelect  Fixed by the user ro locqhsanon Chosen by the user Yes Yes No Yes  Yes No
specified
Software Organism Cross-hybridisation Database for specificity test Input files
assessment
Rat. mouse, ) } . — i
Mprime human, drosophila  BLAST (wuBLAST) RefSeq d?tab_ése for the Gene name, GenBvan}: accession mfmber. keyword, or
and zebrafish organism FASTA files. Nucleotide sequences.
oliD o limitation BLAST Extf;mal F!:‘xSTA file (typically A FASTA file comtaining targeted sequences.
sigle organism genome) Nucleotide sequences.

Suffix array

PICKY o appr'oachi Rane's External FASTA file (tvpically A FASTA file containing targeted sequences (typically
) No limitation specifications and . - . . .
(v22) . single organism genome) a single organism genome). Nucleotide sequences.
thermodynamic
calculations
Sutfix amay approach o )

ProbeSelect No limitation and thermodynamic Single organism genome A FASTA file containing targeted sequences.

calculations

Nucleoride sequences.
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cross-hybridisation and sharing a uniform meltiamperature range. Thus, PICKY is a fast
and efficient probe design software programme foole-genome ORF arrays that addresses
numerous design criteria to compute the optimab@reet. No additional external software is
required to run PICKY, and it is easy to use thtoagyraphical user interface that is available

for all major computing platforms (Mac, Windows andux).

Several existing probe design software progréfable 3) are free to use and still
available for designing whole-genome ORF array$ wirious strategies such as Mprime
(127), OliD (147), PROBESEL (69) or ProbeSelec)(84

Targeting all genes through the use of whole-genddRF arrays may not be
sufficient for some applications, such as the idfieation of transcription in the antisense
strand or regulatory pathway discovery (8). Consetly, PICKY proposes PERL scripts for

tiling array purposes.

3.3.2 Tiling arrays

In contrast to whole-genome ORF arrays, tiling ysraim to determine probes over the whole
genome irrespective of any genes that may be amdoia the genome. The design of
oligonucleotide tiling arrays is different from tkelection of oligonucleotides for gene-based
arrays, and additional factors should be considexech as tiling resolution and the handling

of non-unique sub-sequences.

A naive strategy for selecting oligonucleotides dowhole-genome tiling array is to
generate a tile path from the beginning of a chsonte to its end and cover the entire
sequence with 25-mer probes tiled end-to-end (1/@8ny of the probes chosen using this
approach may, however, be subject to hybridisapmblems and potentially result in the
misinterpretation of results. Some probes may dandant, some may be thermodynamically
unable to hybridise and some may be non-specifictlams undergo cross-hybridisation (102).
Consequently, in most cases, such a naive straeagyt the optimal approach to tiling, and
the inclusion of criteria such as tiling resolutiand repetitive region masking is essential to

ensure the best probe design for tiling arrays.
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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 designcéase it
determines how the genome should be subdividedhamddensely oligonucleotide probes
are placed. Probes can be contiguows, tiled end-to-end) or discontiguous, including gaps
with a predetermined size range between probesirigte-copy tiling. For some applications,
it may be necessary to have a better resolutioalvimg multiple feature tiling. The whole
genome is covered with multiple oligonucleotidel@® such that the starting position of each
probe is shifted by one or several nucleotides verlap the previous oligonucleotide’s
coordinates (9). Although such a strategy allowna-resolution analysis, the number of
probes determined will eventually dramatically sese. However, advances in high-
resolution microarray technology have enabled tickusion of up to 4.2 million probes on an

array.

Because genome sequences are not random, mangdaedusub-sequences are
scattered all along the genome. Therefore, oncdilihg strategy has been determined, a
common first step is to perform a genomic repeagking prior to probe selection. To obtain
an easy and relevant interpretation of a tilinguarexperiment, it is necessary to avoid the
generation of multiple oligonucleotide probes ghmgrthe same sequence. Because such
sequences generally correspond to known repetiseguences, algorithms such as
RepeatMasker (http://www.repeatmasker.org/) areelyidsed to easily address this problem.
RepeatMasker is capable of identifying genomic a¢pen a variety of genomes using a
database of well-characterised families of repatitlements (68). It is also preferable to
remove low-complexity DNA regions.€., stretches of the same nucleotide or regions with
extremely high A/T or G/C content). RepeatMaskdoved the filtering of some low-
complexity sequences by default, but it could beessary in some cases to combine
RepeatMasker with dedicated software that calcsilatgropy scores, such as NSEG (166) or
DUST (52), for a more intensive filtering, espelgialf specific repetitive sequences of the
studied genome.

The next step consists of filtering out oligoraatide probes based on thermodynamic
considerations (133). Low-binding affinity probe® aiseless in a tiling array experiment, as
are high affinity non-specific probes, which wolld uninformative because of the saturated

cross-hybridisation. Therefore, probe affinity milidg and the determination of probe
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Table 4. Comparison of probe design software featuresfor tiling arrays.

Software Reference Application Availability URL
ChipD (36) WG A-tiling Web interface hitp: ~'Chlpd$lwbﬂcter.0r
MAMMOT (v 1.21) (130) WG A-tiling Downloadable, local http:h-‘\\fmx'.111?1111110t.org
server uks
http:‘moped.genetics.e
MOPeD (113) WGA-tiling Web interface mory.edunewdesign.ht
ml
http:/iling.gersteinlab.
OligoTiler [C)] WGA-tiling Web interface org/OligoTiler/oligotiler
cgi
, . Downloadable, http:rwww.cheb und.ed
; - 5 / - o iy
PanArray (v 1.0) (113) WGaA-tiling command line (L) u/software/panarray’
Teolenn (v 2.0.1) 67) WGA-tiling Downloadable, http:/transcriptome.ens.

command line (L)

tr'teolenn/’

WGA-tiling: tiling whole-gencome array. L: Linux.

Probe -
o . . N Number of probes designed  Secondary Low GC Degenerate
Seftware Ie(rﬁ;h Design orientation by gene structure  complexity  content Ta AG probes
Range
chosen by .
} < ax . y
ClipD the user Rgad mlput :equ?nces Taximun uun?bel of pfobes o ves ~o Ves Ves <o
from §'-end to 3'-end chosen by the user
(greater
than 15)
MAMMO  Fixed by Start and end locations All probes reaching selection - . . . . -
: o No Yes Yes Yes No No
T{v1.21) the user are chosen by the user criteria
Range
\MOPeD chosenby  Read m‘put sequ?nces All probesrez_\clgng selection Yes ~o ~o Ves o o
the user from 5'-end to 3'-end criteria
(55-65)
OlioTiler Fixed b\ Rf:ad ul'pul sequ?nces All probes re;xcl:;ng selection o Yes ~o o o No
= the user from 5"-end to 3'-end criteria
PanAmay Fixed by Read input sequ?nces All probes regcl:;ng selection o o o o o o
v 1.0) the user from 5-end to 3'-end Ccriteria
Fixed by
the user or : obes i
T.eolexm ‘anse Rf:ad ul'pul sequ?nces All probes regch;ﬂg selection o Yes Yes Yes o No
(v2.0.1) = from 5-end to 3'-end criteria
chosen by
the user
. Cross-hybridisation Database for specificity
Software Organism N P . Input files
assessment test
A FASTA file containing
targeted sequences
ChipD No limitation No No (typically a single
organism genoe).
Nucleotide sequences,
A FASTA file with the
MAM I - L
IA.WL\IOT o fmitation o o complete genome
(v 1.21) sequence, Nucleotide
sequences.
MOPeD Human, mouse, thesus o o [¢] mput-ﬁles are
monkey required.
A FASTA file containing
targeted sequences
OligoTiler No limitation No No (typically a singlz
organism genome).
Nucleotide sequences.
A TASTA file containing
targeted sequences
PanAmay Lo . )
o1 0)] d No limitation No No (typically multiple
' genome sequences).
Nucleotide sequences.
ATFASTA file containing
Teolem targeted sequences
v 2.0.1) o limitation No No (typically a single

organism genome).
Nucleotide sequences.
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specificity on a whole-genome level can be usedd®en candidate oligonucleotides and

eliminate those likely to be problematic from themarray design (102).

For all of these reasons, it is necessary to attegptiling strategy and placement of
oligonucleotide probes along the genome to obth& dptimal probe set. To design the
oligonucleotides in each sequence window, the podsggn software has to address position
and hybridisation quality (80T.able 4 summarises the available and free-to-use prolgrdes
software dedicated to tiling arrays: chipD (36)plEan (67), MOPeD (113), PanArray (115),
Tileomatic (135), ArrayDesign (50) and MAMMOT (130)

Among these algorithms, Teolenn appears to bentbst universal and flexible
software to address the tiling array design probkmd remains easy to use despite its
command-line utilisation. Teolenn relies on a fetgp workflow where each step is
customisable. Thus, users are allowed to activatdeactivate each function according to
their needs or available computational resourcesléhn accepts both maskezlq(, using

RepeatMasker) and unmasked genome sequences inAHaB1Mat as input.

The first step consists of generating all possitae-redundant oligonucleotide probes
along the whole genome. Probe length can be fixeday vary within a user-defined length
range. In the second step, for all created probeslenn assesses the oligonucleotide quality
based on several criteria including melting tempeea GC content, complexity and
uniqueness. Melting temperatures are computed usimgarest-neighbour method (133),
complexity is measured by counting the masked basdsuniqueness within the genome is
evaluated according to Grat al. (50). The third step of Teolenn is probe filtetinghich
strongly depends on the tiling array applicatioror Fexample, if the user needs a
transcriptome array, Teolenn is able to filter allijprobes that are not located within an ORF
as well as small RNAs based on genome annotatitmsever, if a homogeneous tiling path
along the genome is desired, Teolenn can keepf dleopossible probes without stringent
quality filters. Eventually, the best probe in eggmomic window that maximises a position
score, where the most central probe has the best,sand a previously assessed quality score
can be selected. Depending on the user’s needs¢@it calculations can be weighted. The
designed probes can be output in plain text, FASdrmat or GFF. The GFF format allows
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the visualisation of the results in a genome browseh as gBrowse (143). Teolenn therefore

provides a complete and flexible software prograndedicated to tiling arrays.

3.4 Other applications
3.4.1 Transcriptome arrays

Gene-oriented whole-genome arrays and tiling arresis both be used to measure the
expression of thousands of genes of an organisms froviding a snapshot of the
transcriptome in different states in tissues anld ¢205). Compared with tiling arrays, gene-
based WGAs appear to be relatively simple to haradieéhey use fewer probes for each gene.
In contrast, tiling arrays are capable of providinfprmation regarding alternative splicing or

realising the transcriptome annotation of a newlyuenced organism.

The choice between a gene-oriented WGA and atpilatform is highly correlated
with the biological question. There are also maagnmercial gene expression microarrays

available that should be considered before undegdak custom design.

3.4.2 Typing microarrays

Identifying microbial communities using microarraigs a common task that is generally
performed using probe design software dedicateelQés. However, for some applications
such as discrimination among several strains o#mee bacterial species or the classification
of plasmids, it is necessary to develop dedicatetst Such tools (100, 157) aim to design an
optimal set of oligonucleotide fingerprints thatable to distinguish among similar targets.
For particular applications including strain detectmicroarrays, a custom design is often
inevitable. Two different probe design approaches wsed to build these microarrays: a
traditional gene-oriented approach and a stratagginally developed for sequencing by
hybridisation: resequencing microarrays (82). Qligdeotide probe design for resequencing
microarrays is substantially different from prewsbu discussed strategies. Such strategies
were developed to characterise bacterial pathoggnsequencing a significant portion of

their genome or, for viral pathogens, the whole oge®. Multiple versions of each
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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 identifiede., four probes in both the sense and antisensetidinsc for a
total of eight probes per base. The four probefediby only one central nucleotide to
represent the four possible base combinatioes, A, T, C or G). Based on hybridisation
results, base-calling algorithms are able to obtameliable sequence that can be compared

with public sequence databagEgure 8).

Fingerprints could also be generated by randonbgwa6). In this example, the
authors created 9015 12-mers with homogeneous @@ms where each probe differed by
at least four bases and 5268 13-mers that différedat least five bases. After the
hybridisation step, the authors demonstrated ttet strategy produced reproducible patterns
of hybridisation that distinguished among specidge use of such a probe design eliminates
the need for updating the array design when newehbiat genomes become available. The
primary drawback of this strategy is the need tpeexnentally obtain the hybridisation

pattern for organisms without known sequences.

Discussion/Challenges and future trends

The success of a microarray experiment stronglyedép on the determination of the best
probe set while taking the biological question irsocount. Despite the development of
numerous probe design strategies, some parametgise particular attention, as they have

significant impact on probe specificity, sensitvénd quantitative capability (160, 170).

4.1 Explorative probe design

For environmental DNA microarrays including phylogéc oligonucleotide arrays (POAS)
and functional gene arrays (FGASs), explorative prdbsign strategies offer the opportunity
to survey both known and unknown microorganisms).(&Xplorative probes use the
sequence variability within the targeted sequencedefine new combinations that have not
yet been deposited in public databases but arenfatg present in the environment. One
future development in microarrays will be to incorgte the original concept into probe

design software, especially by offering the abitdydesign group-specific degenerate probes.
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4.2 Probe length

Another probe design criterion that impacts bothsg&vity and specificity is probe length.
Short oligonucleotide probes are more specificlésg sensitive than long probes (51). The
building of phylogenetic oligonucleotide microarsayequires the determination of short
fingerprints that are able to discriminate amongrobial taxa. Existing POAs, therefore, use
short probesif., 24-25-mers) (14, 53, 54, 109, 121), whereas FGAsImle-genome ORF
arrays may be built with either shore(, 15-30-mers) (10, 144) or long oligonucleotides.(
40-70-mers) (38, 55, 57, 71, 122). The primary tatidn of microarrays based on short
oligonucleotide probes is the need to use, in ncases, PCR-amplified targets to ensure
enrichment, which introduces an inherent PCR 1i45,(158).

A promising alternative approach to the desigol@fonucleotide probes is the use of
the GoArrays strategy (124) (http://g2im.u-clernfofitserimour/goarrays.html). Such a
strategy enables the production of oligonucleofidebes that are as specific as short probes
and as sensitive as long probes, and consisteeafdhcatenation of two short subsequences
that are complementary to disjoined regions ofténget, with an insertion of a short random
linker (i.e., 3-6-mers). This strategy has been shown to improigoarray efficiency for a
wide range of applications (72, 111, 124, 171).

4.3 Databases

Most currently available probe design software pmogs only perform specificity tests
against a reduced set of sequences, such as wederg data or specific sets of genes (80).
Environmental DNA microarrays, however, require idattd datasets that are as
representative as possible of all of the non-tasggtiences potentially present in the samples.
Because only a small portion of the total naturalrabial diversity has been documented, it
is a major challenge to design suitable protes are specific to uniqgue markers and do not
cross-hybridise with putative and currently unknosimilar sequencel@0). There is a trade-
off between using the largest databases and thuisnising putative cross-hybridisations and

using small, dedicated databases that are lesscomsuming for specificity tests. The major
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public databases includin@enBank (7), the European Nucleotide Archive (EN29) and

the DNA Data Bank of Japan (DDBJ) (70) are the ncostplete nucleic sequence databases
with which to perform specificity tests. Howevenetuse of such databases could drastically
increase the run times of probe design softwareaddition, for environmental DNA
microarrays, entire public databases are not regdgropriate because they contain some
subsets that are not typically considered in mi@okgcology, such asletazoa Furthermore,

numerous erroneous annotations could negativelpdthe quality of the probe design.

Within POAs, each probe must be specific with eesgo all small subunit (SSU)
rRNA sequences that may be present in the sampimgdinybridisation. Curated and
dedicated secondary databases that gather alk @3t rRNA sequences described in public
databases have already been construeter, Ribosomal Database Project (27), Greengenes
(35) and SILVA (118)]. The differences among thds¢éabases arise from the construction
and update workflows, which lead to distinct siZz8d:VA (Release 111) contains 3,194,778
16S rRNA sequences, RDP (Release 10) contains ,2@B7816S rRNA sequences and
Greengenes (10/2/2011) contains 1,049,116 16S rR&fuences. Because they are smaller
and contain no unnecessary data, these databaseselradapted to the construction of
prokaryotic POAsPhylArray softwarg101)was, however, developed before these databases
were publicly available, and therefore uses its dughly curated (full-length and quality-
filtered) and automatically updated prokaryotic SERNA database (66,076 sequences for

the last release).

For environmental FGAshe database used for specificity tests must irclaf
known CDSs that may be encountered in natural enments. To the best of our knowledge,
EnvExBase (used in the HiSpOD and Metabolic Degigigrams) is the first CDS database
dedicated to microbial ecology (39, 149). For i@nstruction, all annotated transcript
sequences and their associated 5 and 3’ untradsiatgions (UTR) in all classes of the
EMBL prokaryotic (PRO), fungal (FUN) and environmentaN{/) taxonomic divisionsvere
extracted and curated to remove low-quality segeend&EnvExBase thus represents a
13,697,580 sequence database.

4.4 Updates and Performance
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The constant increase in available sequen¢26) requires that databases for
specificity tests must be regularly updated. Assult, probe datasets must be re-computed as
frequently as possible to include all depositechdBlowever, as mentioned above, assessing
probe specificity against large databases can timexconsuming task in the probe design
step. A complete 16S rRNA sequence database ixppately two million sequences, and a
complete CDS database such as EnvExBase represemtsllion sequences. To overcome
this limitation, an interesting strategy would becteate databases specific to each ecological
compartment. Usually, specificity tests are notfgremed against a suitable subset of
sequences, primarily because of the lack of da&sbfs microbial ecology. Depending on
the environment studied, it would be more relevanperform these tests against reduced
databanks dedicated to specific ecosystents,oil, marine, freshwater, and gut). However,
for “universal” tool development relevant to varsowenvironments, the most complete

database must be considered.

The rapid growth of datasets, particularly envinemtal datasets, has led to an
important increase in computational requirementgptad witha fundamental change in the
way that algorithms are conceived and desigreed.[mpiBLAST (30) or GPU-BLAST
(159)]. Efforts to limit computation time are based on expig the computational resources
available using specialised frameworks such as agssPassing Interface (MPI) or
heterogeneous systems including General-purposeessing on Graphics Processing Units
(GPGPU). With the recent development of extremast broadband networks, it has become
possible to distribute the calculations at incnegsicales over different geographical locations
(134). Cluster, grid and emerging cloud computing all examples of shared computing
resources where probe design algorithms must bleypif specificity tests and alignments
are to be performed with reasonable data procedsimes (46, 152JGardner et al 2006,
Thorsen et al 2007).

4.5 Microarray formats

As mentioned above, explorative design stratedgied allow the detection of unknown
sequences involve the use of degenerate probe891101, 112, 149). The selected strategy
will therefore greatly influence the choice betweka two major DNA microarray typesX
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situ or in situ), the platform and the density (37, 41, 74). Whesitu synthesis microarrays
such as the Agilent, Affymetrix and NimbleGen pbaths are used, all non-degenerate
combinations that result from a degenerate probes Ha be independently synthesised.
Consequently, the final number of probes.(density) will exponentially increase for the
array production. For instance, for the CODEHMOR)(&And Metabolic Design (149)
strategies that were developed for the FGAs prasigd, the degenerate probes are derived
from the multiple sequence alignment of all possiblcleotide sequences that are able to
code for the targeted conserved amino acid mogtaBse the genetic code often involves
degeneracy at the third position of each codor}-an@r probei(e., targeting a seven amino
acid conserved motif) will generate at least 128nloimations (assuming a minimal
degeneracy rate of two for each codon). This valilkereach at least 131,072 for a 51-mer
probe containing 17 degenerate positions. Conwerselsituplatforms allow the degenerate
probes (all combinations mixed together) to be tggoin the same location on the array and
consequently reduce the total number of featuresveiter, in this latter case, the sensitivity

may be affected by the complexity of the mixed ahgcleotides.

Other user choices may also affect the final nunolb@robes per array. Replication is
crucial for achieving reliable data for microarrg$42). Multiple replicates of the same probe
provide some backup if a feature cannot be evalubézause of technical artifacts such as
dye precipitation or dust particles. A statistiestimation has deduced that at least three
replicates should be located (78). Additionally,ltiple probes could be designed per gene to
increase confidence in the results (23, 92)(Choal &004, Loy et al 2002a) and to mask
misleading signal variations whose causeg.(target secondary structure, probe folding) are
not yet fully understood (116). Third, some platfigr such as Affymetrix GeneChips
determine probe pairs where each probe (“matchdcmpanied by a negative control with
a single differing base in a central position (“mé&ch probe”) to discriminate between true
signals and those arising from non-specific hylsaton (90).

To address the problem of the number of probesgraecommercial companies have
proposed two major types of high-density microasray) in situ synthesised microarrays,
which are distributed by Agilent (http://www.chemilant.com), NimbleGen
(http://www.nimblegen.com) and Affymetrix (http:Mwv.affymetrix.com), can contain
billions of probes and can be physically dividetbimultiple arrays per slide (up to 12) to
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perform simultaneous analyses of several samples smgle experiment; and (ii) spotted
microarrays €.g., Arrayit (http://www.arrayit.com)] with a currentipting capacity close to

100,000 features per microarray.

4.6 Analysis

Because probe design software programs are numenicrearray formats are heterogeneous
and biological questions are different, the analydimicroarray data results can be a major
challenge. For instance, if an explorative desigategy has been performed, the signals
encountered for these probes must be carefullypreted. Consequently, a future direction

for this field could be to develop automatic prosex$ to analyse microarray data.

4.7 Other applications

Probe design is now a common task in molecularoggolProbes can be used in several
molecular techniques including microarrays as welPCR, quantitative PCR, and FISH. In
addition, a promising strategy for reducing the ptewity of environmental samples by
enriching the desired genomic target using prolefere sequencing is being adapted for
microbial ecology. The more efficient methods rely the complementary hybridisation of
nucleic acid capture probes to the targeted DNAIseces; these methods use either solid
phase hybridisatiore(g.,using capture arrays) (1, 103, 108), or solutibage, also known as
Solution Hybridisation Selection (SHS) (32, 49, 150

The use of explorative probe design in sequenpéioa approaches that couple with
next generation sequencing (NGS), such as thogaally developed for the direct selection
of human genomic loci (1), could also improve chtgasation of microbial communities in
microbial ecology. In fact, sequence capture efutiproducts should allow the full
identification and characterisation of new taxa whesing phylogenetic probes or new
protein-coding genes with functional probes. Furtiee, the innovative approach developed
by Denonfouxet al. (32) aims to capture large DNA fragments and alldle identification
of genes flanking the targeted biomarkers. Prolsgdesoftware programs remain a popular

research topic and have a promising future.
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Conclusions

With the availability of high-density custom microays, the selection of high-quality
oligonucleotide probes is a crucial task. Althougicroarrays are particularly well-suited for
the detection and quantification of genes or trapss; accurate measurements depend on
good probe design. Oligonucleotide design is amogation task and must take into account
various parameters that influence the interacti@miwben the probe and the target.
Increasingly, the recent development of computaliomethods as well as the increase in the
number of available sequences in databases allosvsdlection of large probe sets with a
wide spectrum of thermodynamic properties. Sevavéilvare solutions are available to help
the user and solve the current bottlenecks in Huece of high-quality probe sets that must
combine basic criteria such as sensibility, speityfi and uniformity. Each software
programme has advantages and drawbacks, and thee dfogprogrammes must be made in
total accordance with the nature of projects arellthsic scientific question. Probe design
strategies have evolved and hence become morg easilputed over time, thus providing a
foundation for more sophisticated work in bioinfatiss. Although much progress has been
achieved, probe design for microarray experimeagnsains a challenging and active research
field.
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3. Discussion

Les biopuces a ADN représentent des outils molé&eslax haut débit de choix pour
'étude des microorganismes, que ce soit a I'éehélun génome ou des communautés et
continuent de rivaliser avec les approches de s&age massif. Les différentes stratégies de
détermination des sondes, alliées a la puissarceutds informatiques, permettent a I’heure
actuelle d'obtenir des biopuces de qualité pouomélpe aux différentes problématiques
d’études des microorganismes. En effet, ces stemtélg détermination de sondes sont le fruit
d’une réflexion portant sur de nombreux parameéttest possible de mettre en avant certains
d’entre eux comme la longueur ayant un impact tisec la spécificité et la sensibilité de la
détection des cibles. Ainsi, la discrimination pigénétique de microorganismes sur la base
de leurs séquences ADNr 16S se fera avec des soaddss plus spécifiques, alors que des
sondes longues beaucoup plus sensibles pourromtuiitisées pour l'identification par
exemple de géenes métaboliques au sein d'un enwdment complexe. Cependant, des
stratégies comme GoArrays (Rimour et al 2005) p#ene d’augmenter l'efficacité des
sondes sélectionnées en combinant la spécificigé sensibilité suite a la concaténation de
deux sondes courtes a l'aide d’'un linker. Dans tessas, une attention particuliére doit étre
apportée a la sélection des sondes et donc awidlsgutilisés. Outre la fiabilité de I'outil de
détection, un autre défi majeur pour le développenues biopuces ADN en écologie
microbienne porte sur la détection de genes noarendentifiés et donc non répertoriés dans
les bases de données. Ce concept dit exploratoiéde ainitialement appliqué pour la
détermination d’amorces PCR et son utilisationt®ésndue aux biopuces a ADN (Bontemps
et al 2005, Dugat-Bony et al 2012b).

Enfin, les logiciels doivent étre suffisamment periants pour réaliser tous les tests
de sélection des sondes sur des masses de domnéessgante croissance. Ainsi, plusieurs
orientations émergent avec notamment le remplacerdes étapes d’alignements, la
possibilité de construire des bases de donnéefatedspécifiques de I'environnement
exploré) pour les tests de spécificité et l'utifisa de nouveaux moyens de calcul. Ces
derniers passent par l'utilisation de machines inputicesseursvia les bibliotheques de
fonctions « Message Passing Interface » (MPI), s grocesseurs des cartes graphiques
(General-purpose Processing on Graphics Procedsmty, GPGPU). De méme, il est

possible désormaiga le développement des architectures de type ctustegrilles de calcul
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de distribuer ces calculs a large échelle et &mffts endroits géographiques. Ces nouvelles
ressources ont d’ailleurs permis la parallelisatiam nouvel outil MetaExploArrays (Article
partie ANNEXE) sur grille de calcul et dédié a Etetmination de sondes pour POA, FGA et
WGA (Jaiziri et al 2012).

Ce chapitre montre donc qu'il existe une rechetmbaformatique trés active dans le

domaine de la conception de sondes pour biopud&d\a
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PARTIE 3 : Développement d'un logiciel de sélectiorde
sondes oligonucléotidiques

1. Contexte

L’essor spectaculaire des techniques moléculaires dix dernieres années a
révolutionné le domaine de I'écologie microbienndaemaniere d’explorer la diversité du
monde microbien. De nombreux outils, dits a halitgdént été développés permettant de
générer et d’'analyser d'importantes quantités daéles qui étaient auparavant inaccessibles,
mais qui demeurent indispensables pour compreedi@kttionnement des écosystemes. Les
nouvelles méthodes moléculaires a haut-débit comese biopuces a ADN ou le
développement de nouvelles approches de captuigedes couplées au séquencage haut
débit, démontrent étre des outils pertinents poyloger la diversité microbienne des
environnements complexes (Roh et al 2010).

Cependant, l'efficacité de ces méthodes molécaiépend entierement des sondes
sélectionnées. Du fait de 'augmentation constdoteombre de séquences déposées dans les
bases de données qui doivent étre prises en colaptlgiciels de détermination de sondes
doivent étre de plus en plus performants. A I'heactuelle, la plupart de ces logiciels ne
permettent pas de gérer ces grands jeux de donBgexffet, I'étape d’alignement multiple
permettant d’identifier des régions conservéeseatguviapidement irréalisable. De nouvelles
stratégies basées sur l'identification de la frégeedesk-mers ont été développées et
permettent de contourner cette contrainte (Badait 2011, Hysom et al 2012). De plus, la
détermination de sondes exploratoires est indigi@agpour pouvoir appréhender la diversité
non répertoriée dans les bases de données. Aoaheeite seuls les logiciels PhylArray
(Militon et al 2007), HiSpOD (Dugat-Bony et al 2014t Metabolic Design (Terrat et al
2010) permettent une détermination de sondes dediég biopuces phylogénétiques et
fonctionnelles intégrant ce caractere exploratoifeutefois, ces outils nécessitent la

réalisation d’alignements multiples pouvant limieurs utilisations.

2. Objectif

Une nouvelle stratégie pour la détermination de deendédiées a I'écologie
microbienne a été envisagée. L'objectif était deppser un nouveau logiciel offrant la
possibilité de sélectionner des sondes oligonudiéoes de qualité tout en intégrant le
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caractére exploratoire. De plus, ce logiciel depaitmettre d’effectuer la détermination des
sondes a partir d'une masse importante de donnéere de s’affranchir de I'étape
d’alignement multiple. Un service web et une verdi®échargeable ont donc été développés
apportant une plus grande flexibilité d’utilisatida I'outil. La stratégie employée repose sur
(1) l'identification de motsk-mers) longs (entre 18 et 31-mers) retrouvés, daaraexacte,
uniquement dans le groupe ciblé (et absents d'amupgr non ciblé également fourni par
I'utilisateur) ; (2) le regroupement dksners afin d’aligner les mots provenant strictenat

la méme région génomique. Ainsi, a partir de l'aimment multiple de chaquwiuster, un mot
consensus peut étre défini, a partir duquel poétra déduit 'ensemble des combinaisons
possibles qui représentent les signatures explogatou non ; (3) le test de la couverture et
de la spécificité de chacune de ces signatureyéypar rapport aux groupes ciblés et non-
ciblés, en autorisant un nombre maximal de difféesrentre la signature et la séquence cible
ou non-ciblée. Ainsi, si cette distance est fixéeleux par l'utilisateur, I'ensemble des
séquences du groupe cible présentant au maximum différences (mismatches ou gaps)
avec la signature testée sont prises en comptelpaaicul de la couverture. De méme, les
séquences du groupe non-cible ayant jusqu’a deffigretices sont considérées comme de

potentielles hybridations croisées.

L’ensemble de la stratégie mise en place a corawidéveloppement du logiciel
KASpOD pour « K-mer based Algorithm for high-SpeciOligonucleotide Design ». Afin
d’évaluer la performance de ce nouvel outil, ddéfées sondes utilisées pour la construction
d'une biopuce phylogénétiqgue ont été déterminées,ciblant I'ensemble des genres
procaryotes présents au sein de la base de doGméesgenes (McDonald et al 2011). Il faut
€galement noter que cet outil peut permettre laerggbation de séquences
oligonucléotidiques pour d’autres applications tpsebiopuces a ADN ou la capture de genes
comme la PCR ou encore les approches FISH.

3. Principaux résultats

Le travail réalisé a permis de proposer un nouvegigiel de détermination de sondes
oligonucléotidiques utilisant une stratégie ori¢gnde détermination ddsmers qui a donné
lieu a une publication sous la forme d'une « Amtdiens Note » dans le journal
« Bioinformatics ». Le logiciel KASpOD est utilisabvia une interface web_(http://g2im.u-
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clermontl.fr/lkaspod Pour le traitement de grande masse de données vemsion

téléchargeable pour une utilisation en local eatedgent disponible sur ce méme site.

La performance du logiciel KASpOD a été validéa la détermination de sondes
oligonucléotidigues de 25-mers en utilisant en étR52 183 séquences d’ADNr 16S
extraites la base de données Greengenes définis2@higenres procaryotes. Au total, 22 613
sondes non chevauchantes de 25-mers couvrant hhsaeles séquences des genres ciblés
ont été déterminées. Ces sondes sont disponibles lps différentes applications citées
préecédemment. Le temps de calcul nécessaire atidbgour la détermination des sondes est
relativement court. Les calculs soungia I'interface web de KASpOD sont exécutés sur une
machine multi-processeurs gérée par le CRRI (C&dgonal de Ressources Informatiques).
Gréace aux 138 processeurs de 2,2Ghz et 2Go de R#edun, il faut compter, pour des
sondes de 25-mers, et aucune différence autorjzéer (a couverture et la spécificité),
environ 9min pour un genre procaryote contenanhambre restreint de séquences (685),
36min pour un jeu moyen (4733) et 53min pour undetséquences plus conséquent (9528).
Toutefois ce temps de calcul est dépendant deimeparaméetres comme le nombre maximal
de différences autorisées entre la signature grdape cible ou non-cible. Ainsi, si cette
distance est fixée a deux, les temps de calcutsgents sont respectivement de 55min, 4,5h
et 16h. D’autres parametres influencent le temp=essaire a la détermination de sondes
comme la disponibilité du cluster de calcul. Eregfi’autres utilisateurs ont acces a cette
machine et un systéeme de file d’attente a été miglace. Par ailleurs, la diversité de
séquence au sein du fichier contenant les séqueribkEes est également un parametre
important. Une diversité importante implique desdss plus dégénérées pour prendre en
compte toute la variabilité de séquence a chadqaersléculaire. Ainsi, le nombre de sondes

se retrouve augmenté et par conséquent les tengaalds sont plus importants.

D’une maniére générale, KASpOD permet la sélea®plusieurs sondes pour chaque
groupe de séquences donné en entrée. Une limittAGPOD est qu'il ne permet pas de
définir des sondes d’une taille supérieure a 31smiussi, afin de disposer de sondes longues
permettant d’augmenter la sensibilité, une altéraaterait d’appliquer la stratégie GoArrays

(Rimour et al 2005) sur les sondes définies aveSBEAD.
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ABSTRACT

Summary: KASpOD is a web service dedicated to the desigsigriature sequences using-ener
based algorithm. Such highly specific and explegatligonucleotides are then suitable for various
goals, including phylogenetic oligonucleotide agéy OAS).

Availability: http://g2im.u-clermontl.fr/kaspod

Contact: eric.peyretaillade@udamail.fr

Supplementary Information: Supplementary data are availabl@atinformaticsonline.

1. INTRODUCTION

Environmental DNA microarrays, including PhylogeaetOligonucleotide Arrays
(POAs), are key technologies which are well adapaeatofiling environmental communities
(Dugat-Bony, Peyretaillade, et al., 2012). The exie diversity of microorganisms, however,
means that molecular community exploration or dpeenalysis of microbial groups are
faced with a new challenge: designing group-spegfobe sets which must harbour a high
coverage (i.e. being able to hybridize with all theget sequences) and a high specificity,
showing no cross-hybridizations with non-targetusstges (Loy et al., 2008). Sensitivity (i.e.
being able to detect even low abundance targetsyaifiormity (i.e. uniform thermodynamic
behaviours for all the probes) are also main ¢ater 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 requiregratieg large datasets produced by
metagenomics projects to assess the coverage anffigfy of the probe set. Unfortunately,
many available probe design programmes are noaldeito deal with such data (Dugat-
Bony, Peyretaillade, et al., 2012). To overcoms limitation two recent strategies have been
implemented (Bader et al., 2011; Hysom et al., 20D2spite major speed improvements
both strategies are still not able to define exloe probes. They only define regular
oligonucleotides found uniquely in the target growtereas explorative probes take into
account the sequence variability within the tagetup to define new combinations not yet

deposited in public databases but potentially prieigethe environment.

In spite of large amounts of data, our currentorisof the microbial diversity is, indeed,
still incomplete. This is partially explained byetitremendous diversity of microbial species,
ecological niches and technological limits: detagtb0% of the richness in some complex
environments could require tens of thousands oégitine current sequencing effort (Quince
et al., 2008). Microarrays coupled with exploratprebe design strategies are, therefore, well
suited to survey complete microbial communitiescluding microorganisms with
uncharacterised sequences (Terrat et al., 201CatERmny, Biderre-Petit, et al., 2012).

Currently, the only software dedicated to POAs Wwhadlows the design of explorative
probes, is the PhylArray programme (Militon et &Q07) which relies on group-specific
alignments prior to the probe design step to idgwtnserved probe-length regions. Building
large multiple sequence alignments, however, reptesa time-consuming task which is not

compatible with high-throughput data.

Here we propose KASpOD, a fast and alignment-figerdhm to detect group-covering

signature sequences allowing the design of explerarobes.
2. METHODS
2.1 Usage

KASpOD takes as input a target sequence set aadabake of non-target sequences.
The web interface accepts two parameters to desgmatures: the oligonucleotide length
(18-31-mer), and the edit distance between sigaatand full-length sequences to perform
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differences, gaps and/or mismatches, allowed betweeprobe and its target.
2.2 Algorithm

KASpOD consists of three computational stages (Eig.
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Fig. 1. The KASpOD programme workflow.
2.2.1 Search for group-specific k-mers

The first stage is the extraction of every k-meinirboth the target and the non-target
groups by using Jellyfish version 1.1.4 (Marcaid &mgsford, 2011). For large target groups
(more than 100 sequences), a noise reduction stppriormed to remove k-mers occurring
only once. Everk-mer found in both groups is then removed fromdigmature candidates,

as it occurs exactly in the non-target group.
2.2.2 Consensus signature sequences building

The second stage consists of clustering fully @pgying k-mers using CD-HIT
version 4.5.4 (Li and Godzik, 2006) at an 88% idgriustering threshold. For each cluster a
degenerate consensus signature is built taking actmunt sequence variability at each
position. .

2.2.3 Coverage and specificity evaluation
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The last stage performs a coverage assessmentcbf demenerate consensus k-mer
against the target group, by using PatMaN versi@21(Prufer et al., 2008). Coverage is
computed using the number of exact or non-exadh(at most the edit distance) matches in
the target group. Specificity is assessed in theesaay by comparing degenerate probes

against the non-target group sequences.

3. RESULTS

We used KASpOD to design 25-mer probes for 1,2%Kkamyotic genera based on the
recently published Greengenes taxonomy (McDonadll.e2012) (see Supplementary Data 1
for complete procedure). Finally, 22,613 group-§pecsignatures were designed
(Supplementary Table 2) and are freely availablethen KASpOD website (http://g2im.u-
clermontl.fr/lkaspod/about.php). This high-qualitplpe set could be used to build a POA to
allow monitoring of complete prokaryotic commungtisn complex environmental samples.
The probe set was not filtered using thermodynaraiculations, in order to let the users
select the entire probe set, or subset, for them applications, such as PCR, FISH, gene

capture oin silico for rapid sequence identification.

A runtime performance analysis of the web-serviae heen performed and results are

available in the Supplementary Data 3.

As KASpOD does not allow the generation of probmsgéer than 31 nucleotides, an
interesting strategy would be to combine KASpOD @&@wiArrays (Rimour et al., 2005) in
order to concate-nate two short probes with a mandmker. This approach produces
oligonucleotide probes as specific as short praebs as sensitive as long ones. KASpOD
could, therefore, be used for applications suclruwasctional Genes Array (FGAS), offering
the opportunity to generate group-specific and exgtive probes allowing a broad coverage

of multiple sequence variants for a given gene fiami
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SUPPLEMENTARY DATA

Supplementary Data 1:Technical details about the prokaryotic oligonucletde array

(POA) construction from input data management to tke probe design.
Step 1: 16S rDNA database construction

The current release of Greengenes (09-May-2011pong 406,997 sequences was downloaded and
extracted from the following URL:
http://greengenes.lbl.gov/Download/Sequence_DastdFdata_files/current. GREENGENES ggl16S_unaligned
fasta.gz

Then, using a PERL script, only the sequencesagitp a genus were retained for further analyses.
These 310,575 sequences were then sorted by ganudifferent FASTA files. For each genus, a cltistgstep
was performed at a 100% identity threshold usingHD in order to remove any redundancies. Moreowaty
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 dateontained 252,250 high-quality sequences. The
clustering of the whole database at high-identitgsholds (99%, 98% and 97%) coupled with manualtimn,
allowed us to remove potentially badly assignedisages. Furthermore, some microbial genera westeckd
together, as they were hardly distinguishable erbtisis of their sequences.

Eventually, 252,183 16S rDNA sequences were fadASpOD to perform the probe design.

Step 2: Probe design

Each genus was then used to perform a probe destiga stand-alone version of the KASpOD
software. The non-target group was composed c2H2¢183 16S rDNA sequences minus the target griceip (
the genus being processed).

The smallest target groups contained only one segu@rhodomonasMethylosphaeraRoseisalinus
SubtercolaandThermopalliuny with a file size of 2KB, whereas the largest wWasCorynebacteriungenus
with 20,093 sequences and a file size of 33MB.

Concerning the non-target groups, the largest wamposed of 252,182 sequences with a file size of
401MB and the smallest contained 232,090 sequexrakbad a file size of 368MB.

Each genus represents one job and computationsdigtriduted on a multi-processor computer
(40CPUSs). The whole design for the 1,295 microbalera lasted 10 days.

Step 3: Probe selection

The last stage consists of the probe set seleftbhomthe 3,242,105 candidate probes previously
generated. Using a PERL script, probes were selécterder to build a probe set where each of #hecsed
252,183 16S rDNA sequences were covered by attlerest different probes.

First step: the non-overlapping probes are selegittin the probes showing no cross-hybridisations.

Second step: while there are some 16S rDNA segsemlcieh are not covered by at least three probes,
the programme selects additional probes with irgnganumbers of cross-hybridisations. During thépsthe
programme ensures that no more than two probes sigmificant cross-hybridisation with the same non-
targeted genus, thereby avoiding misleading in&tgpions of hybridisation data.

Finally, 22,613 probes were selected which coulds®esd to build a phylogenetic oligonucleotide
microarray, or for other applications (PCR, gPCFSHE, gene capture, in silico sequence identificgtio
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Supplementary Table 2: List of the 22,613 16S grauspecific signatures designed.

http://g2im.u-clermontl.fr/kaspod/16S Greengenesbh&set.xIs

Supplementary Table 3: Runtime performance analysisf the KASpOD’s web-service.

Oligo length Edit distance Target File Non-Target File Time (minutes)
Small &
AMedium Large 32
Large 53
0
Small 39
Large Medium 69
Large 53
15
Small 7§
Medium Large 360
Large 778
2
Small T33
Large AMedium 832
Large T8
Small Ed
Medium Large 36
Large 53
0
Small 53
Large MMedium 52
Large 53
25
Small 55
Medium Large 271
; Large 95§
h Small s49
Large Aledium 883
Large 95§
Small °
Medium Large 18
Large 53
i
Small 52
Large Medium 54
Large 53
3l
Small 25
Medium Large 201
| Large <89
- Small 78
Large Medium 656
Large w89

Target Files: The small target file was composed of 685 16S A¥¢quences (1MB) belonging to tBéenotrophomonagenus. The medium target file was
composed of 4,733 16S rDNA sequences (7.4MB) béhgntp theFaecalibacteriumgenus. The large target file was composed of 9182 rDNA sequences
(15MB) belonging to th®seudomonagenus.

Non-Target Files The non-target files were built using a reducetspnal 16S rDNA sequences database withoubtiieotrophomonasgaecalibacteriumand
Pseudomonagenera. The small non-target file was construbtechndomly taking 500 sequences out of the daeaf&0KB). The medium non-target file was
constructed by randomly taking 5,000 sequence®btite database (7.2MB). The large non-targetviites constructed by randomly taking 10,000 sequences
out of the database (14MB).

Nevertheless, the authors would like to emphagiaethe run times are given for guidance and apenigent on many parameteesg. number of jobs on the

cluster queue, heterogeneity of the target filauamber of cross-hybridizations). The job statuhésefore important for the user to know whethenatrthe job
is running.
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4. Discussion

A I'hneure actuelle, de nombreux logiciels de déieation de sondes pour biopuces a
ADN sont disponibles, mais peu dentre eux sont ligpps pour des études
environnementales (Dugat-Bony et al 2012b, Lemahal 2009). Le développement de
nouveaux logiciels, proposant des nouvelles stieggoermettant de répondre aux exigences
et aux contraintes de I'écologie microbienne, agppatonc nécessaire. C'est avec cet objectif
gue le logiciel KASpOD a été développé. Il offreramivelles opportunités en combinant les
atouts de logiciels dédiés pour la déterminationsdedes pour POA comme PhylArray
(Militon et al 2007), ou pour FGA comme HiSpOD ([tdBony et al 2011) et Metabolic
Design (Terrat et al 2010), qui integrent le careetexploratoire des sondes tout en
optimisant la recherche des hybridations croiséetenpielles. Cependant, la stratégie
développée au travers de KASpOD est difféerenteetlescproposées pour les autres logiciels.
En effet, la détermination des sondes ne se faitgaartir du résultat d’alignements multiples
de séquences, limitants pour des jeux de donngasrtiamts, mais a partir de la recherche de
motifs nucléiques (ok-mers) spécifiques des séquences ciblées. Cesksgurt recherchés
et extraits des séquences cibles données en amréglisant I'outil Jellyfish (Marcais and
Kingsford 2011). Une telle approche permet de fodet réduire les temps de calcul et
'usage de mémoire. KASpOD permet également dermé@ter plusieurs sondes spécifiques
pour chaque groupe de séquences en entrée. ldtdilis ayant plusieurs sondes a sa
disposition, il a la possibilité de choisir la oasl meilleures sondes sur des criteres
thermodynamiques (Tm, %GC...), la position sur leegén encore la confiance accordée aux
résultats obtenus (hybridations croisées) notammeunt une application de type biopuces a
ADN.

Contrairement aux autres logiciels, les différeetsts de couverture et de spécificité
n’utilisent pas I'approche BLAST, mais PatMaN (att Matching in Nucleotide databases)
(Prufer et al 2008) qui est capable de rechercii@dement et de maniere exhaustive toutes
les occurrences, exactes ou non, de courtes séuencléigues au sein d'un large jeu de
données de séquences. En effet, PatMan peut réculgsr occurrences non exactes en
permettant a l'utilisateur de fixer un nombre maairde différences (gaps ou mismatches)
gu'’il autorise entre la séquence testée et la sigude la base de données. De plus, cet outil

est capable d'utiliser une séquence dégénérée camuméte contrairement au BLAST, qui
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un cluster de calcul, KASpOD peut tout a fait éeoluers un déploiement sur une grille de
calcul permettant de réduire encore plus les tatepsalcul. Le logiciel KASpOD se présente
donc comme un nouvel outil performant pour dispakeisondes présentant une trés bonne
couverture, une grande spécificité et possedawnttactere exploratoire. Dans le cadre de
I'écologie microbienne, et plus particulierement lg#ude des environnements complexes,
cette nouvelle stratégie de détermination de sopdesente toutes les qualités pour définir

des sondes de qualité pour biopuces a ADN, ou geaurer la capture de genes.
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PARTIE 4 : Développement d’'une méthode innovante de
capture de genes en solution couplée a du séqueneagqut-
debit pour [I'exploration métagenomique ciblée des
environnements complexes

1. Contexte

L’émergence des nouvelles techniques de séqueriiids®) permet a I'heure actuelle
d’étudier directement 'ADN total extrait d’'un emgnnement (métagénome) sans passer par
la construction de banques de clones nécessaigguencage par la méthode de Sanger
(Edwards et al 2006). Ces NGS (Ansorge 2009, GRiri, Metzker 2010, Shendure and Ji
2008) offrent de nouvelles opportunités pour exgloet étudier les communautés
microbiennes jusqu’alors non cultivées et non dares®es au sein des environnements
complexes (Eisen 2007, Eisen et al 2008, Sogih20G@6, Venter 2004).

Cependant, une exploration des environnements exepl dans leur globalite,
nécessitent un effort de séquencgage tres impodapgssant les capacités actuelles des NGS
(Quince et al 2008). De plus, la quantité impodadé données générées, la longueur des
lectures encore limitée (de 20 bases a 1kb av@éveloppement récent des NGS de troisieme
géneération) ou le taux d’erreur de séquencagemntedes problémes majeurs notamment pour
assurer 'assemblage des séquences et permetaeolastruction de génomes ou de grandes
régions d’ADN (Hoff 2009). A I'heure actuelle, lilisation de ces nouvelles technologies
reste encore limitée pour explorer finement lesirenmements complexes et colteuse pour
de nombreuses structures de recherche (Bentley, 206 et al 2010). Une alternative
intéressante serait donc de pouvoir réduire la éexitp des échantillons métagénomiques
sans passer par la PCR, source importante de lgaissnrichissant spécifiquement les
séquences nucléiques d'intérét. Suite a cet essehient, les approches NGS pourront alors

étre mises en oceuvre.

2. Objectif

Afin de proposer une nouvelle alternative en édelagicrobienne pour I'étude des
environnements complexes en lien avec l'essor dmes/alles méthodes de séquencage,
I'objectif de ce travail a été de développer unavatle méthode de capture de génes, utilisant
des sondes sensibles, spécifiques et explorataimabinée au séquencage de deuxiéme

génération. Actuellement, aucune approche de capteirgenes utilisant des sondes n’a été
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appliguée sur des échantillons métagénomiquese @eithode, basée sur la capture de genes
en solution, représente une nouvelle approche mialiée en écologie microbienne
permettant de réduire la complexité des métagénoétediés et donc d’assurer une
exploration ciblée des communautés microbiennesitéd@t. Cette approche, tout en
permettant d’explorer de maniere exhaustive la rditee génétigue de genes d'intérét,
présente I'avantage d’assurer I'identification dagions flanquantes associées aux séquences
ciblées. Il est alors possible, par la caractédaeatle grandes régions d’ADN, de mettre en
évidence de nouvelles organisations génomiques deilreconstruire de nouveaux opérons et
donc d’identifier de nouveaux genes pouvant avoirGle dans une voie métabolique donnée.
Il faut également noter que contrairement a la RfRnécessite lidentification de deux
régions conservées pour définir deux séquencesmlaéotidiqgues, une seule peut étre
suffisante pour cette approche.

Afin d’évaluer l'efficacité de cette nouvelle méthe elle a tout d’abord été appliquée
en ciblant et en enrichissant le géne codant pmunéthyl-coenzyme M réductaseqrA)
directement a partir du génome de la soude¢hanosarcina acetivoranS2A. Par la suite,
elle a été utilisée pour explorer la diversité desimunautés méthanogenes impliqguées dans

la production de méthane au niveau de la zone gnexd’'un lac méromictique.

3. Principaux résultats

Les travaux ont conduit a la rédaction d’'une puian soumise dans la revue « DNA
research ». Cette étude s’est inscrite dans unelématique méthodologique, c’est-a-dire
proposer un outil efficace et pertinent pour I'&uwie la diversité des microorganismes des
environnements complexes, et également biologiqueredation avec la production de

méthane.

La validation de la méthode a été réalisée premiént en enrichissant spécifiquement
le génemcrA (~1,6 kb) au sein du génome de la soultehanosarcinaacetivoransC2A
(~5,8 Mb) en utilisant un jeu de six sondes déteéms par le logiciel HISpOD (Dugat-Bony
et al 2011) et ciblant difféerentes régions du gé&hete a la capture, les cibles ont été clonées
puis séquencées et analysées par PCR. Suite axncyldes de capture 100% des séquences
piégées et séquencées correspondent au gemd Ces résultats sont confirmés par
'approche de PCR quantitative qui montre un emss#ment de 461 et de 175 365
respectivement pour le premier et le deuxieme cgeecapture. Ces résultats traduisent

I'efficacité de la méthode pour enrichir spécifiquent le génencrAa partir du génome de la
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souche étudiédJne deuxieme validation a été réalisée en utilisarjeu de 26 sondes ciblant
toute la diversité du genmcrAmrtA présente dans les bases de données et permettant
l'identification de variants génigues encore noenitfiés. Ces sondes ont été utilisées pour
étudier 'ADN métagénomique extrait de la zone agoe du lac Pavin abritant des
communautés d’archées méthanogenes. Sur les dipnédras capturés et clonés, cing
correspondent au gemacrA avec des similarités significatives (99%) avec déguences
isolées auparavant par PCR au sein de ce mémesénmsy De plus, ces séquences ont
permis d’'avoir accés aux régions flanquantes dwe ga&erA, avec des portions couvrant les
genesmcrG et mcrC (génes de I'opéron codant pour la méthyl-coenzneeductase) ou
mettant en évidence un genémdQ adjacent a l'opéronmcr et impliqué dans la
méthanogénese hydrogénotrophe. Ces résultats metteavant le potentiel de I'approche
pour enrichir significativement ’ADN métagénomigee@ séquencencrA mais également
pour capturer de grandes régions génomiques pamhefexplorer les régions adjacentes du

gene ciblé.

Afin de d’évaluer la pertinence de I'approche captile genes, celle-ci a été comparée
a une approche métagénomique directe et a une cqgprBCR utilisant des amorces
universelles du géenmcrA Environ 100 000 lectures pour chaque approche&tingénérées
puis traitées pour étre au final regroupées au d€&dTUs a un seuil de 91% au niveau
protéigue. Une diversité totale de 58 OTUs a égenkee avec seulement 1 OTU provenant
de I'approche métagénomique directe, 40 OTUs gptache PCR et 44 OTUs de I'approche
capture. L’'analyse phylogénétique a montré queewues séquences identifiées par
'approche PCR étaient affiliées au niveau de tamdres différents alors que I'approche
capture a permis de caractériser des séquencespondant a ces trois mémes ordres, mais
également a celui dddethanobacterialesCes résultats montrent donc une évaluation plus
exhaustive de la diversité par I'approche capturecemparaison avec l'approche PCR
'approche métagénomique directe. De plus, unecagr d’assemblage des séquences issues
de la capture a permis de reconstruire des corggsnettant d’explorer les régions
flanquantes du gémacrA Il a ainsi été possible d’'identifier la séquenleegénes adjacents
mais également de mettre en évidence une orgamsgénétique encore jamais décrite chez
les archées méthanogenes. Ces résultats soulignmgetrtinence de lI'approche capture de
genes pour explorer la diversité des communautésohiennes d’intérét, et ceci de maniere
plus compléte que ne le permettent les approchdécuoiaires classiques comme la PCR.

Grace a cette étude, il a pu aussi étre montré apgroche peut étre facilement couplée a des
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approches de séquencage massif pour évaluer lesitiviotale d’'un écosysteme et/ou pour

assurer la reconstruction de grandes régions gép@sii Celles-ci peuvent mettre en lumiere
de nouvelles organisations génétiques traduisaehtégllement I'existence d’adaptations
métaboliques particuliéres chez les microorganiséhediés ou d’identifier de nouveau génes

potentiellement impliqués dans les voies métabekqtiblées.
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Abstract

Next-Generation Sequencing (NGS) provides fastquiation of metagenomics data but
complete exploration of complex ecosystems remadiifiscult due to the extraordinary
diversity of microorganisms. To reduce the envirental complexity, we present a method
based on the Solution Hybrid Selection (SHS) ppleccombined with NGS to characterise
DNA fragments harbouring biomarkers of interestrieirment performance was evaluated
both on a Methanosarcina strain and a metagenoample from a meromictic lake, by
capturing fragments containing the methyl coenziuneeductase subunit A gene (mcrA), the
biomarker of the methanogenesis. Methanogen dityersis compared with random-shotgun
and mcrA-based amplicons pyrosequencing stratebresSHS approach allowed the capture
of DNA fragments reaching 2.5kb with an enrichmefiiciency of between 41 and 100%,
depending on the sample complexity. With the saeguencing effort, SHS detected a
broader mcrA diversity and allowed efficient deimct of the rare biosphere. By
reconstructing contigs, we identified novel genetiganisations around the mcrA biomarker.
This method will be helpful to explore phylogeneditd functional diversity in metagenomic

samples and reveal gene linkage useful for bettderstanding of adaptive processes.

Keywords: a-subunit of the methyl-coenzyme M reductase / nestagics / sequence

capture / 454 pyrosequencing / microbial diversity
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1. Introduction

Microorganisms play a crucial role in biospherectioning. They represent a very diverse
group of organisms living on eartff. Although the study of isolated species over #st |
century has delivered large and interesting resaittsut microbial genetics, physiology,
biotechnology and molecular biology, the diverségd structure of complex microbial
communities are still poorly understood. This istdiically due to our inability to culture
most microorganisms using standard microbiologieshniques™>. Consequently, while
there are probably millions of bacterial speciest@nplanet, to date only a few thousand have

been formally describetl

The emergence of culture-independent techniques, as metagenomics circumvents the
problem of unculturability, and transcends previstiglies on individual organisms to focus
on microbial communities present in an environméfgtagenomics was applied to enrich
our knowledge of environmental microbiology by exqig the structural (gene/species
richness and distributior}) and functional (metabolic) profiling of complex environmental
microbial communities. Based on unselective (shotgnalysis) or targeted (activity-driven
and sequence-driven studies) methods, metagendn@ssto link genome information with

structure, function and relationships among miabpopulationg™.

The recent development of NGS technologies allosggarchers to study genetic materials
recovered from environmental samples without theparation of a metagenomic clone
library '°. Furthermore, they allow the analysis of a greatapunt of sequence information
because they have a higher throughput and lowertbas other methods. Nevertheless,
Quince et al.? highlight that covering 90% of the richness in sorhyper-diverse
environments by NGS metagenomics, could require ténthousands of times the current
sequencing effort. In addition, the short and ma&samount of metagenomic sequence reads
(between 20 and 700 bases depending on the platt@mbe problematic for assembling and
identifying complete Coding DNA Sequence (CDS) andbperon structure”>. One
promising alternative could be to reduce the emwirental sample complexity by enriching

the desired genomic target before sequencing.

Currently, several strategies of genomic-scale secgi enrichment have been repoffedhe
more efficient methods rely on complementary hyisation of nucleic acid capture probes to
the targeted DNA sequences. They use either sbldephybridisatio™™’, or solution phase,
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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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variation by specifically enriching and resequegciregions from complex eukaryotic

genomes.

To the best of our knowledge, only high throughgruichment methods based on Polymerase
Chain Reaction (PCR) products have been appliethriget functional genes in complex
environments™®. But none are using oligonucleotides capture madbespecifically enrich
targeted genes from a complex environmental gen@hé: therefore, we propose a new
application of this methodology in the context atrabial ecology(Fig. 1A) to specifically
capture DNA fragments harbouring known or unknovenegic biomarkers of interegEig.
1B). We hypothesised that the use of variant speaifit explorative prob&s?*would allow

a better description of the overall diversity obtoiarkers (including the rare biosphere and
unknown sequences), and would facilitate the disgpwf new genes associated to the
targeted ones via the reconstruction of adjacenADBgions. This should lead to better
diversity coverage not influenced by PCR biasesgeserally encountered in amplicons
sequencing®*% This strategy will yield an increased sequenceecage over target regions
(not limited to a specific DNA region as for PCRiehment), and an overall lowering of the
cost per target, which is not the case in a shosgguencing.

In the present study, we describe the first admptadf the SHS capture method for the
selective enrichment of a target-specific biomarkesm a complex environmental
metagenomic DNA. We chose to develop this methodabyeting the alpha subunit of the
methyl coenzyme M reductasei¢rA) gene coding for the enzyme involved in the fisiap

of methanogenesis, arranged in a single transenigkiunit designating the mcr operon which
is highly conserved among all methanog&tfs. We surveyed its diversity in a permanently
stratified crater lake located in the French Ma<3#ntral (Lake Pavin), where both the
sediments and the anoxic water column contribut@éthane productioff. To highlight the
broad benefit of this new method, compared to tbeenalassical ones, the pyrosequencing of
products from three methods was assessed: thenpr8stS method, a classical random-
shotgun metagenomic approach, amgtrAtargeted amplicon sequencing survey, were

applied to the same environmental sample.
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Size

Primers / Probes (5' - 3") Name Target Reference
(bases)
TAYATGTONGGYGG TG THGG MM _01 w0 | Mihajlovski etal.
2 o,
ACRTICATNGCRTAGTINGG MM 02 =008
CCATCTCATCCCTGCGTGTC 454 TiA " Prrosequencing Roche Applied
CCTATCCCCTGIGIGCCT TG 454Ti-B adaprators sefence
a1 adaprer A — RLOO1 MID
PCR L CATCTCATCCOTGOGTGTCTCCGACGACTACACGACGACTTAYATGTONGG YOG TG THGG - MM_0L )
Fusion primers This studs
CCTATCCCCTGTGTGOCT TGO AGTCGAC TACRTTCATNGCRTAGTTNGG 50 adapter B— MM_02
CGATGTCCATCAGGCCCGA 50-68-Foratad 19
aierd-find spamning frasment This study
AGCTCGAAGTGGAAGGUATAA 97.117.Reverse 21
TCTGGCTCGGATCCTACATGTCCGOTGGTGTCGGGTTCACCCAGTATGCA Pl
CTGGTCTCTCCGGOTOGTAC CTCTCCATGTATGTCCACAAGGAAGCATGG p2
TGAAGACCACTTCGGTGGATCCCAGAGAGC AACCG TG TUGUAGC TGCAT P3
Capture 50 merd This study
TCGGTCACCTCTCAGACATCGTOC AGACAAGOCGTGTATCC AAAGACCCC P4
AAATTCCTGAGACTCGGCCCTGAACAGGATGCAAGAAAGCAGGAAATGAT P3
CGATGATGCACATGGGTGCCCCTCTCGGTCAGCGTGCAATCACTCOCTTAC Pé
ACACGACGACT RLOO1MID
ACACGTAGTAT RLOO2 MID 1 Reche Applied
Science
ACACTACTCGT RL0O3 MID
Pyrosequencing
CCATCTCATCCCTOCGTGTCTCCGACGACT A adapter-keyr Reche Applied
30 Seience
CCTATCCCCTGTGIGCCTIGGUAGTCGACT B adapter-kev

Table S1. Primer and probes sets used for mcrd gene surveys

Probe name Sequence (5'-3")

TCTACGACCAGATCTGGCTAGGATCCTACAT GTCAGGAGGTGTCGGTTTC
TGTATGACCAGATCTGGCTCGGCTCCTACATGTCCGGTGGTGTCGGCTTC
mrtd M. smithii(1) TATATGATCAGGTTTGGTTAGGTTCTTACAT GTCAGGAGGTGTAGGTTTC
mrtd_M. bryantii(1) TATACGATCAGATCTGGCTCGGATCTTACATGTCTGGTGGTGTTGGATTC
merd M_arboriphilus(1) | TATACGACCARATTTGGTTAGGTTCTTACATGTCTGGTGGTGTTGGATTT
merA_M. bryantii (1) TTTACGACCAAATCTGGCTTGGT TCATACATGTCAGGTGGTGTAGGATTC
mcrd cluster 1 (1) CAGTGTGGTGCATCCAACGTCTTCTCAATAAGGGGCGACGAGGGACTGCC
mcrA cluster 2 (2) ACTGGAAATGATGAAATCGCTGATGARATYGACCAGAGATACGTCCTTAA
merd cluster 3 (2) GCTGCAGCATCTGCATGTTCCACTGGATT TGCAACTGGAAACGCMCARAC
merA cluster 4 (4) GCAGGTGAAGCAGCAATYGCTGACTTCTCATACGCWGCARARACACGCCGA

merd M. kandleri(1)
merd M. paludicola (1)

merA cluster 5 (4)
mcrA cluster 6 (4)
mcrA cluster 7 (4)
merd cluster 8 (8)
merA cluster 9 (1)
mcrA cluster 10 (4)
merA cluster 11 (1)
merd cluster 12 (2)
merA cluster 13 (1)
mcrA cluster 14 (8)
mcrA cluster 15 (2)
mcrA cluster 16 (8)
merd cluster 17 (2)
mcrA cluster 18 (8)
merd cluster 19 (4)
mcrA cluster 20 (2)

GGTAGAGTATGTGACGGYGGTACAATY TCAAGATGGTCTGCAATGCAGAT
TCAGTATGTATGGCAACAGGAAACTCAAATGCWGGRGTTAATGGATGGTA
ACAATAGCAAGATGGAGTGCWATGCAGATWGGAATGTCATTCATTACAGC
TGCACAAGGAAGGMI GGTCACGTCTCGGMTTCTTCGGMIACGACCTGCAG
CAGTATGAACAGTTCCCGACCATGATGGAAGACCACTTCGGCGGTTCCCA
CAGTACGAGCAGTTCCCGACSATGATGGARGACCACTTCGGCGGGTCCCA
ATGGCTGATATCATTCAGACAAGCCGTGTTGACGCAGAAGATCCAGCACA
CCCTTGAGGTAGTCGGTGCAGEMTGTATGCTCTACGACCAGATCTGGCT
GTTCTGTCCTACCAGGGCGACGAAGGTCTCCCAGACGAACTCCGTGGTCC
TAGCAACCGAAGTTACACTTTAYRGTCTTGAMCAATATGAAGAATATCCA
CATTAGAACAATACGAAGAATACCCAGCTTTACTYGAAACTCACTTCGGT
TGTGATGGTGGTACMACWT CCCGATGGTCTGCTATGCAGATYGGTATGTC
GCAATGCAGATAGGGATGTCATTCATTACAGYATACAAACTCTGTGCTGG
TATACGATCAGATCTGGCTAGGT TCWIACATGTCAGGTGGWGTAGGWTTC
CGGTGGTGTCGGTTTCACCCAGTATGCAACMGCWGCATACACCGACAACA
ATCCGAACTACGCSATGAACGTCGGCCACCAGGGCGAGTATGCAGGCATC

Table 82. Oligonucleotide probes sequence targeting the Methyl Coenzyme M reductase subunit A gene (mcer.d).
The 49 and 50-mers probes designed could be specific (1 oligonucleotide) or degenerated (2, 4, 8 oligonucleotides) as indicated in
brackets. Probes were designed from the most conserved regions of each group determined after a clustering using ClustalW?2

(http:/Awww.ebi.ac.uk/Tools'msa/clustalw2/)
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2. Materials and methods

2.1. Capture probe design and synthesis

Two sets of capture probes were designed: the frstargeting themcrA gene from the
Methanosarcina acetivoran€2A genome (GenBank accession no. AE010299) aed th
second for targeting thmcrA sequences pool from environmental samples. Tise St of
capture probes consisted of six high specific 50-prebes named P1 to P6 targeting six
distinct zones of th&l. acetivoransC2A mcrA gene(Table S1) They were designed using
HiSpOD software?®, Adaptor sequences were added at each end, nesint80-mer hybrid
probes consisting of ATCGCACCAGCGTGT(X)50CACTGCGGCTCCTCA 3with X50

indicating the specific capture probe.

The second set of capture probes consisted of @6epr(one 49-mers and twenty-five 50-
mers) designed to target athcrA and mrtA (encoding the alpha subunit of the methyl
coenzyme M reductase isoform Il, MCR(Tjable S2)

Oligonucleotides were purchased from Eurogentec. §SBelgium). The RNA probe

preparation was done as described by Gnirke &t al.

2.2. Preparation of biological samples and libraris

Two biological models were used in this study: kheacetivoransC2A strain (DSM 2834)
and the Lake Pavin located in the French Massifti@ed5°2974"N, 2°5328"E). The M.
acetivorans C2A strain was cultivated using the medium 304
(http://www.dsmz.de/microorganisms/medium/pdf/DSNWEdium304.pdf) according to the
manufacturer’s instructions. Genomic DNA (gDNA) fidhe strain was extracted using the
Easy DNA kit (Invitrogen) whereas environmental DN#as extracted from 350mL of

freshwater collected from Lake Pavin at 90m depthescribed by Dugat-Bony et &.

Libraries were prepared using Roche’'s GS FLX TitemiGeneral Library Preparation Kit
(Roche Applied science) according to the manufacwiinstructions, starting with 5ug of
DNA sheared by nebulisation. DNA fragments wereedeld by size using AMPure beads
(Beckman Coulter genomics). After purification,gnaent end polishing, adaptor ligation (A

and B adapter-keys;able S1) and fill-in reaction according to the standardgadure, the
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libraries were PCR-amplified with the 454 Ti-A a#84 Ti-B primergTable S1). The cycle
conditions were 3min at 93°C followed by 20 cyabéd 5sec at 93°C, 1min at 58°C, 8min at
68°C and a final elongation step at 68°C for 6riiime amplified libraries were then purified
with AMPure Beads (Beckman Coulter Genomics) andestat -20°C until use.

For the amplicons libraryncrAfragments were PCR-amplified on total communityAbly
using themcrA-specific primer pair MM_01 / MM_02° (Table S1) Obtained amplicon was
run on a 2% (wt/vol) agarose gel and the ~500beesiproduct was purified using a
QIAquick gel extraction kit (Qiagen) followed by &MPure Beads purification (Beckman
Coulter Genomics) according to the manufacturenstructions. DNA was quantified by
fluorometry for both metagenomics and amplicondii@s, using a Quant-iT PicoGreen
dsDNA assay kit (Invitrogen). The DNA quality anites distribution was assessed on an

Agilent Bioanalyzer High Sensivity DNA chip (Agileitechnologies).

2.3. Hybridisation capture and elution

For each SHS-capture method library a mix of 2.6figalmon sperm DNA (Ambion) and

500ng of DNA library in a 7uL final volume was démad 5 min at 95°C and held 5min at
65°C before adding of 13uL prewarmed (65°C) hykation buffer (10X SSPE, 10X

Denhardt’s Solution, 10mM EDTA and 0.2% SDS) and. &eshly prepared of biotinylated

RNA probes (500ng). After 24h at 65°C, 500ng of ek M-280 Dynabeads coated with
streptavidin (Invitrogen) were added to the hylsadion mix and incubated 30min at room
temperature (RT). Beads were magnetically pulledrdasing a magnetic stand (Ambion)
and washed once 15min at RT with 500uL of 1X SSCHSDS, followed by three 10min

washes at 65°C with 500uL of prewarmed 0.1X SS@0SDS. Captured DNA was eluted
with 50puL of 0.1 M NaOH for 10min at RT and purdien a QIAquick column (Qiagen) in a
final volume of 20uL. A 2.5uL aliquot was subjectedl5 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 clorkitg(Invitrogen). Plasmids were
screened for high-size inserts by digestion witlbAcand then sequenced using the Sanger
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method on MWG DNA sequencing services (Ebersbergrmany). Sequences were
processed and joined using the Staden packageapnogg®°, and primer sequences were
removed from paired-end consensus sequences.nidresequence data retrieved from
environmental application of the SHS method to LBlke®in, were deposited in the GenBank
database under accession numbers JQ404494, JQ4044984496, JQ404497 and
JQ404498, as well as the sequence of nirAfmd spanning region fragment, under

accession number JQ425691.

2.5. 454 GS FLX Titanium sequencing and data analis

DNA samples were sequenced using the GS FLX Titamlatform at the Centre Jean Perrin,
on the "GINA" platform (part of GENTYANE platformiabeled IBISA since 2009: BP 392,
63011 Clermont-Ferrand, France), according to thanufacturer's specifications.
Pyrosequences were trimmed using the PRINSEQ-ERLPscript®! for quality filtering and
de-replication of reads using parameters describad the preprocessing chart

(http://prinseq.sourceforge.net/Preprocessing_4bE Bhart.pdf).

Functional assignment and enrichment performanceasaessed by performing a BLASTX
query®? against a database containing 12,603 McrA prateguences downloaded from the
Genbank database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) ngsiwwWW-Query (http://pbil.univ-

lyonl.fr/search/query_fam.php) to perform an adean&eyword search. Reads showing
>40% identity over 100 or more amino acids weresagred as McrA sequences. Chimera
detection was done using the UCHIME prograhwith a stringent threshold score of 5.
Sequences containing possible frameshifts weretifokeh by using the “—w 20” BLAST

option and disabling low complexity filters. Amirazid sequences without frameshifts were
extracted from BLAST results and only the sequemddsh passed this filter were chosen for

further phylogenetic analysis.

The sequence data from pyrosequencing strategies aeposited in the NCBI as a Short
Read Archive (SRA) project under accession no. SFRQ9.

2.6. Phylogenetic analysis and tree construction
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Primers (5'-3") Name Size Target Reference
TGCAAGGGCACATGCAACAC 346-365-Forward
20 merA This study
qPCR TGCTGCAAATCTGGGCACTG 516-535-Reverse
(Enrichment calculation) |ccreerTataTeaeeTGGAT 55174 Forward 20
findA This study
GCATACCGAGGCGTTCGTT 326-344-Reverse 19
CAGGCTGTTCAACCGCATTTGC 1F45_1_212-233 22
OTU78 This study
TCAGACCTTCATCGCTTCTGAT 1R30_1_364-385 22
GCTTCCCGGCCGCAATGGA 1F67_1_181-199 19
0TU13 This study
TTGACACCAGCGTTCGCGT 1R57_1_277-295 19
CCCAGAGAGCATCCGTTCTG 1F101_1_229-248 20
OTUS This study
qPCR CAAGCGTCCCCAGCCTTCC 1R29_1_338-356 19
(Methanogen abundance)
TGCAACTGAAGTCACGCTCTACG 1F8_1_136-158 23
oTU2 This study
GGACAGACCTGATGCGGCT 1R54_1_235-253 19
CGAGAGCCACTTCGGCGGA 1F68_1_211-229 19
oTU7 This study
TTICCTTGTGGGCGAGCATGG 1R59_1_324-343 20
CTITCGGTGGTTCCCAGCGTGCAT 1F93_1_224-246 23 e This study

TGCAGGTCGTAGCCGAAGAAGC

1R24_1_364-385

Table S3. Primers sets used for gPCR experiments
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All SHS-method and metagenomics sequences relatbtttA were compared to a sequence
obtained from the amplicon approach based on theaatid alignment using the ClustalW?2
alignment method* driven by the Seaview version 4 programih® select those showing at
least 100 amino acid in common with this referesequence. Only overlapping regions of
remaining amino acid sequences, plus all amplicgmesequences and 29 McrA sequences
previously identified from the same sampling degthd downloaded from GenBank
(http://www.ncbhi.nim.nih.gov/genbank/), were fed@®-HIT *® to assign them to Operational

Taxonomic Units (OTUs) using a complete linkagestdung method at 91% cut-off value
27,37

One representative sequence of each OTU was sudrgggchosen using CD-HIT
output to build a phylogenetic tree under Seavietvubing the neighbor-joining methdd*°
and then bootstrapped with 1,000 trials. Closelgiteel sequences available from GenBank
(http://www. ncbi.nim.nih.gov/) were included inetiphylogenetic trees to decipher microbial

community diversity. A final tree was drawn in MEG/&rsion 5.

2.7. gPCR experiments for enrichment and methanogeabundance calculation

The assays conducted in 20uL consisted of 5uL oADddmple or standarchcrA PCR
product (from 5x107 copies to 50 copies, covering@of dynamic range for each gene),
10puL of 2X MESA Green gPCR for SYBR assay mixtukirpgentec S.A) and Qu
forward and reverse primers. They were carriedusutg a thermo cycling protocol with an
initial step of 95°C for 5min, followed by 40 cysleof denaturation at 95°C for 15sec,
annealing at melting temperature of each primes &at 15sec and elongation at 68°C for
30sec. The samples and each point of the standewe evere quantified in triplicate. The
primer sets are described in fhable S3 Data analysis was achieved with Realplex software
version 1.5 (Eppendorf Inc.) and MxPro qPCR sofen&r10d (Agilent technologies). Based
on theAACt method*, relative enrichments (R) were calculated accardinR=2"*“". This
relative quantification method established a meawvalue comparison of thecrA (target
gene) to thdmdA (non-target gene distant from 500kbp upstreamnticeA gene) for the
0.5kb fragment size clone library as a calibratia@t). ACt comparison of samples prior and
after capture, referred aSACt, gave a resulting unit showing a fold changecdemg

relative capture enrichment.
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A, Methanosarcing acetivorans C2A genome sequence
~500 kb

: | —
| \ i */ nypothetical
mcrB S

mcrA4 (1713 bp)

Ps P6 P4 P1 P3

B. Lake Pavin metagenomic DNA

merG
(765bp) mcerA (1689 bp)
- - Clone JQ404498
+ H - Clone JQ404497
— : > Clone JQ304496
merG
24 (1689 b,
Captured fragmeinis | 65bp) merA ( P)

Clone JQ404495

2hp

Clone JQ404494

~1500bp 112bp

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 merA-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 probesin
mcr A gene of M. acetivorans (see Supplementary Table S1 for probes sequence).
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2.8. SHSdenovo read assembly

The filtered reads from the SHS were assembled Nétwbler version 2.6 (Roche Applied
Science) using the stringent assembly parameter80obases overlap and 95% overlap
identity, and using the '-rip' option to force Nderbto place each read uniquely into one
contig. Functional assignment of contigs and stogie was performed by a BLASTX query
32 against our database containing the 12,603 Mciiepmr sequences. Prediction micrA
gene location within contigs and singletons wagdapered using a BLASTN querf against
the genome o€andidatus Methanoregula boor@\8 (Methanomicrobialesrder, accession
no. NC_009712),Methanosaeta conciliGP-6 (Methanosarcinalesorder, accession no.
CP002565) andMethanosphaera stadtmana®SM 3091 WMethanobacterialesorder,
accession no. CP000102) as references. Only coexignding beyondncrA of at least 100
nucleotides were kept for a new BLASTX analysis against the non-redundant protein
sequences database (nr) in order to identify pgtaipen-reading frames within the flanking

regions.

3. Results

3.1. Development of an SHS method for genomic-scalequence enrichment

3.1.1. Method validation: mcrA gene enrichment frdethanosarcina acetivorans C2A
genomic DNAWe performed the initial validation of our enricem strategy by capturing
the mcrA gene from a 1 to 3kb fragment size clone librafyth® completely sequenced
methanogenid/lethanosarcina. acetivoranS2A strain, using a minimal probe set spanning
different non-overlapping regions of the geffég. 2A). The qPCR reactions revealed a
relative enrichment imcrA sequences by at least a factor of 461 times #iféefirst cycle of
capture and of at least 175,365 times after thergbcFurthermore, as thd. acetivorans
C2A genome has a size close to 6Mbp (5,751kbp)hersts a singlencrA gene copy, the
probability of randomly sequencing this gene from & 3kb fragment size clone library,
should be approximately in the range 0.02 to 0.0836.using our solution-based DNA
capture-enrichment method, and working on thisatsal species, the likelihood could
increase to 7.8 to 23% after the first cycle, damald reach 100% after the second.
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The DNA sequence of fragments retrieved after du®id cycle of capture was controlled by
the cloning-sequencing method. Six clones were esstpd and all had a perfect
correspondence to thmcrA gene fromM. acetivoransC2A, reinforcing the efficiency of the
two iterative cycles of capture. Sequence assewibtaptured fragments yielded a contig of
1,834bp containing the nearly completerA gene (1,645bp) and its 3’ non-coding region
(189bp). After validating this approach, we furthested the performance of the method by

enrichingmcrAsequences from a complex methanogenic freshwatmoament.

3.1.2. Environmental application: mcrA sequencaatiment from a methanogenic lacustrine
environment (Lake Pavin)The freshwater sample used for the construction thef
environmental DNA library was collected in the amoxone at 90m depth, where it
encountered the highest methanogen diversity ih sulecustrine environmeft ThemcrA
sequence enrichment was conducted using an improndsk set, covering all knowncrA
sequences and able to target new variants wittoedple probegTable S2) The efficiency

of the mcrA enrichment was controlled by the cloning and sequng of the second capture
product. Five out of the ten sequenced clones thi#Hargest inserts (size ranging from 2,041
to 2,493bp) includedncrA sequences. All positive clones showed a ~1,50@bpmon zone
corresponding to themcrA gene, but also harboured upstream or downstreajione
containing other geng$ig. 2B). BLAST analysis ofmcrA sequences against the NCBI nr
database revealed that they are very similar (998dasity) to mcrA sequences previously
retrieved from this ecosystem (accession nos. G@B8IGQ389912 and GQ389806) The
closest relative tancrA mcrG and partialmcrC sequences from cultured methanogen,
belonged toCandidatus Methanoregula boon®A8 (>85%, 84% and 81% similarity
respectively): this is an hydrogenotrophic spebiel®nging to the Methanomicrobiales order
and first isolated from an acidic peat B8gFurthermore, théndC gene fragment identified
821 bp downstream the target géRey. 2B) shared 77% identity with the subunit C of the
formyl methanofuran dehydrogenase gene of thisispethis gene has been located on the
reference genome (GenBank: CP000780.1) at alm@b@0from themcr operon. It should
be noted that such an organisation withfthd operon located just downstream from ther
operon, has never yet been described in methanggeomes. In order to exclude the
possibility of chimera formation during metagenorhiorary amplification, a PCR fragment
spanning themcrA-fmdC region was obtained directly from the initial nggaomic DNA

sample, using two specific primefBig. 2B, Table S1) The sequencing of the 821bp PCR
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Table 1. Summary statistics from 454 pyrosequencing

Metagenome Amplicons SHS

Total number of raw reads 136,256 121,665 177977
Number of reads after pre-processing 116,365 119,437 122772
Average length of cleaned reads (bases) 171 114 154
merd homologous sequences! 3 119,409 50,727
Enrichment performance (%) 0.003 99 08 41.32
Number of chimera 0 150 30
Number of reads containing frameshifts 1 80,390 21,855

Number of high-quality merd

L]

homologous sequences (without chimera
and frameshifts)

Mer4 sequences used for methanogenic

38,869 28,842

diversitv and abundance (comparisonofa 1 38.807 11,442
common region)
Number of OTUs 1 40 14
MerA sequences related to OTUs 1 38,7841 11,3243
Relative abundance of merd sequences
affiliated to Methanomicrobiales order 0 98.57 98.82
(o)
Relalnve abundan_ce ofmm_'.i sequences ' 0 0.005 0.86
affiliated to Merfianos oo il es order (%)
Relative abundance of merd sequences

100 1.43 0.13
affiliated to Novel order (%)
Relative abundance of merd sequences
affiliated to Methanobacteriales order 0 0 0.1%

(%o)

IBLASTX parameters: percentage of identity: 40 %; E-value cut-off: 10
?MecrA sequences related to OTUs containing more than one sequence
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product (JQ425691) confirmed the organisation rieeehy the SHS method (100% identity
with the captured DNA fragment).

Our results highlighted the efficiency of the captmethod to enrich targets out of a complex
environmental genomic mixture, and the capacityextend beyond the initial targeted

biomarker gene sequence. Additionally, the SHS otktloupled with NGS technologies was
used to assess the depth of coverage of the atchamd diversity from a complex

ecosystem.

3.2. Metagenome exploration using large genomic-deasequence enrichment coupled
to NGS

The benefit of the SHS method in terms of diversibyerage, compared to more classical
approaches, was further examined by sequencingaieire product of our SHS method. A
new random-shotgun DNA metagenomic library adajpdegyrosequencing (fragment sizes
around 500bp) was prepared for the SHS and foctdgequencing (shotgun metagenomics
approach). From the same metagenomic DNA samplerA PCR products were also
amplified with the primer set MM_01-MM_02°. Sequencing (captured DNA fragments,
metagenome and amplicons) was performed using 34eGS FLX Titanium technology,
generating a slightly different amount of raw daith an average length ranging from 414 to
471 bases. After pre-processing, their number Wrassd the same for all three approaches
(Table 1).

3.2.1. Functional assignment and enrichment peréree.Only three reads (0.003% of total
reads) from the random-shotgun sequencing apprcactesponded to thencrA gene,
whereas for the SHS method 50,727 reads were fdehtis mcrA sequences (41.32% of
reads) and almost all sequences for the ampligomach (119,409 reads, being 99.98%).

For mcrA diversity evaluation, however, we only analyseghhguality sequences (no

chimera, no frameshift), and all the problematadewere subsequently excluded.

3.2.2. Methanogen diversity and abundande. total, this concerned 1 read from
metagenomics, 11,442 reads from the SHS method 383807 reads from amplicons.
Furthermore, 29 additional sequences (referredaasm®m) from a previous study isolated

at 90m depth and produced with the same PCR psgte27 were included in the analysis.
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Amplicons Metagenome

SHs )\ Pavin90m

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) ?. Venn diagram was processed using Venny
(http://bioinfogp.cnb.csic.es/tool s'venny/index.html).

Fig. S1. Proteic alignment showing insertions events within the mcr4 gene between cultured methanogen species and OTUs 10, 17

and 3 belonging to Merhanomicrobiales order
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Following the clustering method, 127 distinct OTWere observed, of which 58 were kept
for further detailed phylogenetic analysis as tbegtained more than one sequence, including
also the metagenome which contained a single figeadl. Among these 58 OTUs, 44 were
detected from the SHS method, 40 from the amplie@moach, 1 from metagenomics and 3
from Pavin90m sequences. The SHS method and amplgitared 27 OTUs, including the 3
determined from Pavin90m sequend¢€gy. 3). In contrast, the remaining 31 OTUs were

specific to a single method: 1 for the metagenaobiefor the SHS and 13 for the amplicons
(Fig. 3).

The 58 OTUs covered four lineages encompagdéietihanobacterialedviethanomicrobiales
Methanosarcinalesand a putative fourth lineage referred as Nowele@ Most were closely
related to theMlethanomicrobialeorder (48 OTUs, 98.6% of the total input sequenc@s
the 48 OTUs, the OTU3, OTU10 and OTU17 formed airdis branch within this cluster
(Fig. 4), and they were closely related to cultured metgane species which also show an
insertion event within their McrA protein sequen€gg. S1) Both the SHS and amplicons
strategies clustered sequences in the most abu@idds (Fig. 5). These abundant OTUs
represented respectively 94% and 98% of the taeguences for each approach. The
Methanosarcinale2 OTUs; Fig. 6A) grouped into two distinct branches related to the
reference acetoclastic specMsthanosaetaoncilii GP6 (85 and 87% similarity with OTU9
and OTU18 respectively). The most abundant wasOhe9 clustering, with 0.83% of the
total SHS reads versus 0.005% for the total ampsiceadgFig. 5). In contrast, the putative
Novel Order (5 OTUsFig. 6B) was dominated by OTU13 clustering with 1.39%ld total
amplicons sequences, versus 0.13% for the total BH&s(Fig. 5). Despite the substantial
sequencing effort for amplicons, no sequences heaignto the Methanobacteriales order
were recovered from this approach. These sequemees obtained only from the SHS
sample(Fig. 6C) where they were clustered in 3 OTUs with one shgvd0% similarity to
MrtA sequences (MCR isoenzyme encoded by the merasy) of Methanosphaera
stadtmanaeDSM 3091* and the remaining two showing 77 to 79% identdyMrtA
sequences dflethanobacteriunfacus affiliated to theMethanobacterialesrder and isolated
from the sediments of Lake Pavih These sequences represented 0.19% of totaln$iis
related sequences, with the most abundant OTUZ&etlng 0.11% of the total SHS reads

(Fig. 5).
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0TU44 SHS (3)
OTU28 PCR (T)
0OTU14 SHS-PCR (126-19)
0TU49 PCR (5)
OTU39 SHS-PCR (1-14)
OTU34 PCR (4)
QTU4 SHS-PCR (756-4,219)
OTUS3 SHS (2)
OTUB6 SHS (3)
0OTU20 SHS (2)
0TU43 SHS-PCR (2-3)
OTU52 SHS-PCR (4-4)
‘OTU8 SHS-PCR (94-9)
OTUSS SHS-PCR (2-12)
OTU75 PCR (2)
OTU27 SHS-PCR (4-8)
OTU41 SHS-PCR (1-1)
OTU45 SHS-PCR (3-1)
‘0TU48 SHS-PCR (4-1)
0TU24 SHS-PCR (5-28)
041 OTUS PCR (2)
OTU23 PCR (2)
OTU1 SHS-PCR-Paving0m (740-561-1)
OTUM6 SHS (16}
OTU26 PCR (7)
0TU21 SHS-PCR (18-20)
OTU30 SHS (7)
QTU25 PCR (2)
OTU47 SHS (5)
OTU22 SHS (3)
OTU15 SHS (15)
OTU33 SHS-PCR (3-4)
OTUO SHS-PCR-Paving0m (6,893-22,049-27)
CAES51851 uncultured methanogenic archaeon clone BogVIFMCR METHANOMICROBIALES
| CAES5189 uncultured archagon clone PMmerg
AAMBBESS uncultured euryarchaeote clone novmerS7
AAR24549 uncultured euryarchaeote clone MCR-F1SU-1
OTU6 SHS-PCR (135-23)
I'l— BAHz0874 SMsP
_I—CAGEBHE uncultured methanogenic archaeen clone lak11-ML
0OTU66 SHS-PCR (1-1)
OTUS0 SHS-PCR (2-2)
CANS0071 uncultured methanogenic archagon clone LLm ADT43 05

ABR08857 uncultured methanogenic archason clone LMmcrAg
OTU37 SHS (6)
93 L CAG28703 uncultured methanogenic archaeon clone lak1-ML
OTU7 SHS-PCR (908-19)
0TU29 SHS (8)
OTU46 SHS (13)
0TU12 SHS-PCR (39-26)

YP. 03743 Candidatus boonei 6A8
0Tu42 PCR (2)
OTU63 PCR (4)
OTU2 SHS-PCR-Pavind0m (1,344-11,100-1)
GANS0074 uncultured methanogenic archaeon clone LLm ADT43 08
CAG28714 uncultured methanogenic archason clone Lak13-ML
OTU11 SHS-PCR (15-50)
QOTU10 SHS (3)
OTU3 SHS-PCR (10-7)
‘OTU17 SHS-PCR (11-10)
BAH56638 Methanolinea sp. TNR

AAL29290 i strain DSM 47140

AAK 16834 Methanoculleus thermophilus
AAK16835 Melhanospirlium hungate JF-1
AAL29293 mobile BP
AAP20899 Methanocompusculum panum
ACL17584 palustns J

AAZEIBET ing bark eri
L CAHB8744 uncultured methanogenic archaeon clone Lak19-ML

o7

97

ABQ87220 Methanobrevibacter smithii
AAMO1870 10pyrus kandieri

—
0.5

Figure 4. Phylogenetic analysis of deduced M crA 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 %%
(NJ, Poisson distance model) using Seaview software *. The final tree was drawn in MEGA 5 .
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 isgivenin
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 (AAMOQ1870) as an outgroup for rooting the tree. Bold arrows indicate dominant OTUs.
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The GC content on thmcrAgenes ranging from 50.4 to 61.1% for amplicons famich 37 to
63.2% for SHS, in comparison with thecrA database ranging from 36.2 to 67.2% indicates
that SHS is probably less affected by GC compasiti@an PCR approach.

In parallel, gPCR based experiments were perfortoggrecisely describe the methanogen
abundance in Lake Pavin in relation with the mdmstralant OTUs from the different orders
when specific primers could be determind@ble S3) Results were compared against the
relative sequences abundance obtained previousiphéoselected OTUs with amplicons and
SHS. The OTU2 selected encompassing Methanomicrobialesorder showed a similar
abundance pattern between gPCR and amplicons (38P628.62%) in contrast to SHS
(11.87%). In contrast, for the second Methanomieles OTU (OTU7), SHS relative
abundance (8.02%) was closest to qPCR result (3v@##¢ amplicons sequences clustered
within this OTU were detected at only 0.05%. Thensarend is observed for the OTU9
corresponding to th&lethanosarcinalesNo significant difference could be observed for
OTU13 (Novel Order). Finally, no amplification dag gPCR experiment could be obtained
for the OTU78 belonging td/ethanobacterialesHowever, we succeeded to validate the
presence of this OTU in lake Pavin by successiv® R{cles followed by PCR products
cloning and sequencing (100% identity). This reguticates thaMethanobacterialesould

be rare in this ecosystem.

3.2.3. De novo assembly of SHS reddsorder to reconstruct contigs and demonstrage th
ability of our method to explore the genetic orgation adjacent to the targetertrA gene,

de novo assembly was performed using pyrosequemesnds obtained by the SHS method
(Table 2). We identified 693 contigs harbouringcrA genes ranging from 301 to 1639 bases.
Diversity analysis showed a similar distributionth@ previously described analysis obtained
for unassembled sequences (data not shown). By intaghe sequences on complete
reference  genomes belonging tdViethanomicrobiales Methanosarcinales and
Methanobacterialeorders (no genome was available for the Novel Qrdee identified
contigs extending in thencrA flanking regions(Fig. 7). Upstream sequences were all
identified as a part of thecrG gene. We also characterized two adjacent ORFselded 200
bases downstream from theerAgene on the same orientation coding respectivelp DtxR
family iron (metal) dependent repressor and a DOMidhRhain-containing protein. The DtxR
sequences were closely related (76 to 83% identitylethanosphaerulgalustris E1-9C

(accession no. ACL16981) belonging to thkethanomicrobialesorder. On the reference
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arrows indicate dominant OTUs.
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genome of this species, the gene has been loc&@@ekbp downstream to thacr operon.
The sequences of DOMON domain-containing proteenctosely related (74 to 80% identity)
to Methanosaeta conciliGP-6 (accession no. AEB67518), belonging\tethanosarcinales
order. On the reference genome of this speciegdhe has been located ~50kbp downstream

to themcr operon.
4. Discussion

We presented the first attempt to capture spetafiget DNA from a complex environmental
metagenome using a modified SHS capture methodedtp NGS. Our data showed that the
relative enrichment factor can be multiplied by lgpm two cycles of capture, to reach
175,365 times, which was superior compared to ptevstudies using a single cyéfe® and
more efficient than that developed by Summererlef®asing microarray-based capture.
When applied to the anoxic layer of Lake Pavin, ieh&rchaea accounted for 17% of DAPI-
stained cells'” of which only a fraction corresponded to methamsgeour SHS strategy
demonstrated its ability to specifically enrioitrA sequences. The SHS strategy, allowed us
to identify changes in genomic organisation whiale aot easily accessed by other
approaches, except strain isolation or perhapsadadp metagenomic sequencing.

The random-shotgun metagenomics approach clearhodgrates that many hundreds of
thousands of additional single reads would haven bescessary in order to estimate the
biodiversity of the methanogen community inhabitihg environment. The SHS experiment
contained a much higher level afcrA data thus providing a solid taxonomic basis for
studying the diversity of methanogens. Finally, P@Rthe most effective enrichment
approach with approximately 100% of amplicons cponding to the biomarker,

demonstrating the specificity of the primers used

The comparison of the overall methanogen communitetrieved with both SHS and
amplicon strategies revealed similar patterns withigh abundance and high diversity of
Methanomicrobialessequences (more than 98% of the total sequengeesenting 48
OTUs). This data is in accordance with the studylised by Biderre-Petit et af’. High
throughput sequencing, however, reveals methandgamsity to be much more important
than previously described by amplicons library &mhger sequencirfd. It is important to
notice that the amplicons sequencing approach, eitarhigh throughput sequencing, missed
all taxonomic groups assigned tdethanobacterialesas well as certain assigned to
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Table 2. Summary statistics from de novo assembly

Newbler version 2.6 SHS
No. of reads used for assembly 122,772
No. of reads assembled into contigs 53,307
No. of singletons 56,834
Outliers! 12,631
No. of contigs assembled 1916
N, contig size (bases) 820
No. of mer4 homologous contigs 693
No. of mer4 homologous singletons 1142
Average merd homologous contig length 500
(bases) .
Largest mer4 homologous contig length -

1639

(bases)

IReads were discarded due to quality control by Newbler

~ 200 bases
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Figure 7. Graphic overview of sequence cover age analysis of de novo SHS read assembly
against the reference genomes of Candidatus Methanoregula boonel 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 mcr A gene as well as on the flanking regions is shown in black arrow.
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Methanosarcinalesndicating a possible bias afcrA primers. This often leads to significant
underestimation of true community diversit}*®> SHS seems very efficient to target rare
sequences as demonstrated Mwthanobacterialesnd does not appear to be influenced by
genes GC content. As already demonstrated foroaicays approachés??*® the use of
more extensive explorative capture probe sets turdéuwork could avoid the limitation of
sequence availability, and make possible the deteatf a large number of previously
uncharacterized microbial populations. Moreovesuls retrieved with SHS and amplicons
were correlated by the gPCR analysis.

We also used de novoSHS read assembly to explore the flanking regainthe targeted
gene, and we identified ORFs (dtxR and DOMON domdownstream from theacrAwhich
were not normally described adjacent to timer operon in nucleotide databases. The
particular genomic organisation observed, probdblking methanogenesis to electron
transfer process and Fe homeostasis within theiateyer of the Lake Pavin, should reflect
a particular adaptation to this environment. Mospegiments are needed, however, to

validate this hypothesis.

With the emergence of third generation sequenciatiggms and the possibility to sequence
longer DNA sequences without library construcfidn’, the SHS strategy should provide real

benefits to link genomic structure and functiommitrobial communities.

Supplementary data: Supplementary data are available at

www.dnaresearch.oxfordjournals.org.
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4. Discussion

L’approche moléculaire de capture de génes a démeatpertinence pour assurer un
enrichissement significatif des séquences ciblEaseffet, dans notre étude en partant d’'un
échantillon métagénomique complexe nous avons penokune efficacité d’enrichissement
supérieur a 40% du biomarqueur de la méthanogé@ese étude comparative a clairement
démontré les difficultés a décrire la diversitéfagon exhaustive par le séquencgage direct de
ADN métagénomique. Afin d’avoir une vision gloleade la diversité des communautés
méthanogenes au sein de cet environnement, desnsaitle lectures supplémentaires auraient
été nécessaires, en accord avec les conclusi@es tites travaux initiés par Quince et al.

(2008) sur les efforts de séquencage a fournir prplorer la diversité microbienne.

Cette stratégie a aussi permis, contrairement gupxoahes classiques utilisant la
PCR, d’explorer de maniére plus exhaustive les conamtés méthanogenes. Un tel résultat a
été rendu possible grace au fait que cette appreelffeanchit des biais occasionnés par les
méthodes basées sur la PCR. En effet, I'efficad@éces derniéres est intimement liee au
choix des amorces et a la part relative de chagquemunauté a identifier au sein de
I'écosysteme. Ainsi, l'utilisation de la captureparmis d’identifier de nouvelles séquences
non répertoriees dans les bases de données mésnégha d’'accéder a des méthanogenes
rares. Une autre limitation des approches PCRglga& 'approche capture, est la taille des
séquences pouvant étre identifiées. En effet, fgueur des amplicons obtenus n’est pas
toujours suffisante pour caractériser précisémemnicbmmunautés microbiennes (Wommack
et al 2008). L'approche capture, permettant quaellead’obtenir des fragments de grande
taille, un nombre de sites moléculaires du biomawguciblé plus important est donc

disponible pour entreprendre l'identification phygmétique des communautés.

Enfin, I'exploitation des régions flanquantes amegcrA a permis la caractérisation
de genes impliqués dans des processus métabolguéien avec les conditions physico-
chimiques du lac Pavin. La possibilité d’identifiée grandes régions d’ADNg représente
lautre atout majeur de cette approche de captdre.effet, ces régions peuvent inclure
plusieurs genes pouvant faire partie de la mémi trsinscriptionnelle et donc permettre de
donner des pistes pour I'annotation fonctionneenduveaux genes a séquences inconnues
mais associés a des genes codant pour des proééifeestion connue (Korbel et al 2004,
Overbeek et al 1999). Une telle approche représamtealternative pour la prédiction de la

fonction des genes. Actuellement, la prédictiorfaetion des genes est généralement basée

145






@ ./ CONSEIU

sur une recherche d’homologie de séquences danddsss de données en utilisant

Jérémie DENONFOUX AUVERGNE Article 2

notamment les outils BLAST (Altschul et al 1990)isman gardant a I'esprit qu’un grand
nombre de séquences sont mal annotées (Valenah 2009). De méme, du fait de la
connaissance partielle de [I'extraordinaire divérsiles microorganismes dans les
environnements, il a été montré que suite au s@qgendirect de métagenomes, environ 30 a
60% des protéines ne pouvaient étre clairementtifi®s avec une fonction connue en

utilisant les bases de données actuelles (Vieitas2009).

Cette méthode peut étre facilement multiplexablewbmatisable pour assurer la
capture de plusieurs échantillons en méme tempte @ehnique a démontré son potentiel en
enrichissant spécifiguement un gene d’intérét an gain échantillon complexe et elle
s'impose comme une stratégie de choix en écologierobienne pour [|'étude des
communautés microbiennes en s’affranchissant das BICR. Il est également possible de
I'appliquer pour la capture de biomarqueurs phytagigues comme par exemple 'ARNr
16S, permettant ainsi d’explorer finement la suetdes communautés microbiennes. De
méme, l'utilisation de KASpOD permettra d’affinea kélection des sondes de capture
intégrant le caractere exploratoire, en terme devexure et de spécificité, de rapidité et sur
le choix de différents critéres thermodynamiques.

Enfin, I'émergence du séquencage de troisieme géaérdevrait faciliter I'obtention
de données sur de tres grandes régions d’ADN dgsuret améliorer encore nos

connaissances sur le monde microbien.
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Conclusions et perspectives

L’'immense réservoir génétique des communautés bienmoes renferme des
capacités métaboliques uniques leur permettantadiaster a tous types d’environnement.
Les microorganismes participent activement aux dgaoycles biogéochimiques assurant
ainsi le bon fonctionnement des écosystéemes. llenb également un rble dans les
changements globaux notamment par le biais dedduption de gaz a effet de serre, qui
vient s’ajouter a celle générée par les activitghrapiques intensives. Du fait de l'intérét
grandissant des pouvoirs publics pour le changeglebtl et les émissions de gaz a effet de
serre, de nombreuses recherches sur des strapgieettant de réduire les émissions de
méthane voient le jour. L'objectif est de mieux grandre les mécanismes mis en jeu au
niveau de la production de méthane par les métlarasget leurs implications dans le cycle
du carbone.

De plus, les méthanogeéenes, du fait de leurs asgmw@asyntrophiques, pourraient
participer a I'élimination de polluants issus detilisation intensive des énergies fossiles.
L’exploitation des capacités microbiennes, notanmnaenbiodégradation des hydrocarbures
aromatiques polycycliques en anaérobiose, repréginic un potentiel trés intéressant pour
la mise en place de stratégies de bioremédiatiam [# restauration des environnements
contaminés. Néanmoins, le développement de cedégira nécessite une meilleure
connaissance du monde microbien passant par daiitin de techniques adaptées en raison
de son extréme diversité. Au cours de ce travaihdse, les avantages et les inconvénients de
chacune des technigues actuellement disponiblésaagie microbienne ont pu étre décrites.
Il est apparu important de pouvoir tirer parti dotgntiel méme de ces méthodes comme les
biopuces a ADN ou le séquencage massif, afin deogser de nouvelles stratégies
d’exploration de la structure et de la fonction dmsBnmunautés microbiennes. Il faut
également noter qu’'un grand nombre d'approches idodgie moléculaire nécessite
I'utilisation d’oligonucléotides comme sondes ourtoe amorces. Il apparait essentiel de
disposer de logiciels performants pour une détatiin efficace de ces séquences
oligonucléotidiques tel que nous l'avons présentéravers du chapitre du livre. Toujours
dans le but d’'améliorer la détermination de cesisgces, nous avons développé un nouveau
logiciel de sélection de sondes adapté aux prohligues environnementales. Ce logiciel,

nommé KASpOD, combine les criteres de sensibiliié, spécificité et le caractere
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étre réalisée a partir de grands jeux de données.

Tirant partie de cette expertise sur la détermimatde sondes, les travaux menés au
cours de cette thése ont conduit au développeniene chouvelle méthode d’étude des
échantillons métagénomiques. Cette approche, appaliture de génes en solution, présente
de nombreux avantages pour étudier la diversité cd@smunautés microbiennes a partir
d’échantillons environnementaux complexes. La aaptoffre la possibilité de cibler
spécifiguement des populations microbiennes diéiicent accessibles par d’autres approches
et de décrire des organisations géniqgues pouventiéa base de mécanismes d’adaptations.
La méthode a été validée en utilisant un jeu des@&des de 50-mers ciblant toutes les
séquences codant pour la méthyl coenzyme M réductas couplage avec le séquencage
haut débit a permis une exploration exhaustivepdgsilations de méthanogénes au sein d’un
environnement lacustre, le lac Pavin. Cette apmacrhévélé une trés grande diversité de
meéthanogenes (plus de 40 OTU) appartenant a quatres différents. En comparaison a une
approche métagénomique directe, qui n'a permisedtifler qu'un seul OTU, ou a une
approche amplicons ne révélant la présence queideotdres, la capture a clairement montré
son efficacité pour assurer une meilleure évalunatie la diversité microbienne, notamment
des populations peu représentées. En effet, leditamrs physico-chimiques particulieres du
lac Pavin au niveau de sa zone anoxique et proebesédiments (pH, salinité, température)
peuvent étre propices a l'existence de microniciiastant la biosphere rare. Les faibles
températures prévalant a 90m de profondeur (~5§G),sont largement en dessous des
optimums de croissance ditethanobacterialegBorrel et al 2012), peuvent expliquer une
sous-représentation de ce type de meéthanogeneseinude cet environnement. Ces
meéthanogenes seront donc confinés a des micronibieesiéme, il est possible que d’autres
communautés de méthanogéenes comm#lthanomicrobialesprésentes a cette profondeur
dans le lac Pavin, soient plus compétitives qudliethanobacterialegn présence des faibles

concentrations en Hgénéralement rencontrées a cette profondeur.

Outre la possibilité de pouvoir explorer rapidementefficacement la diversité des
communautés microbiennes a un tres haut-débiilidation de la capture de génes pour
identifier de larges régions d’ADN génomique peandriser l'identification de nouveaux
géenes mais aussi la compréhension de processustifiddpes a I'environnement. Ainsi, il a

pu étre mis en évidence pour certaines populatdmsnéthanogenes du lac Pavin, des
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associations potentielles entre la métathanogéatddoméostasie du Fer. La proximité
relative entre les géenes impliqués dans la réguiadu métabolisme du fer et 'opérarcr,
ainsi que les conditions physico-chimiques paréras du lac Pavin (trés riche en Fer
dissous), permettent de supposer une adaptatioiicyb@re de la méthanogénése aux
conditions ferrugineuses de cet environnement cexeplDans la colonne d'eau du lac Pavin,
le cycle du fer implique la formation de particulies fer oxydé et réduit. Il a été proposé que
les particules de fer ferrique, riche en R formées dans la partie inférieure de l'intexfac
entre la zone oxique et anoxique, sédimentent Jjaslgu surface des sédiments ou elles
seraient réduites et re-solubilisées (Michard €1984). Les particules de fer réduit (pyrite,
Fe$S), protovivianite (Fe(PQy),) et sidérite (FeCg), ne peuvent pas étre solubilisées avec les
conditions présentes dans les zones profondesdaldn et ces dernieres s’accumulent donc
dans les sédiments. La zone profonde anoxiquecdBdsin est donc tres riche en fer dissous
Fe(ll) avec des concentrations supérieures a 1mBDra (Bura-Naki et al 2009). Les
communautés meéthanogénes (notamment les hydrogphes) pourraient donc tirer
bénéfice de ces concentrations en fer en rivaligaat des communautés ferro-réductrices,
compétitrices directes des méthanogenes pour lisitign des substrats issus de la

fermentation (Lehours et al 2009)

Les résultats obtenus au cours de cette thésermiwleenombreuses perspectives tant
en bioinformatique qu’en écologie microbienne. l&dedmination de sondes reste au cceur de
nombreuses techniques (FISH, PCR, biopuces ADNlagre de banques métagénomique et
capture de genes) et nécessite des logiciels pogéaer les flux massifs de données issues
du séquencage nouvelles générations. KASpOD a tpper nombreuses optimisations en
terme de temps de calcul et pourrait évoluer verdéploiement sur des architectures plus
puissantes de type grilles de calcul. Actuellemé&ASpOD est déployé sur un cluster
composé de 140 CPUs hébergé au Centre Région&eadsources Informatiques (CRRI) de
Clermont-Ferrand. Une perspective intéressantet skxgpouvoir bénéficier du potentiel des
architectures paralléles comme par exemple laegiil calcul « Enabling Grid for E-sciences
» (EGEE), réunissant 250 partenaires dans le mentier générant une capacité totale de 40
000 CPUs et plusieurs Petabits de stockage. Qegteentation des capacités de calculs offre
la possibilité de considérer un plus grand nomlareriteres assurant la sélection de sondes
performantes. Parmi ces critéres, il est possibleitr les parametres thermodynamiques ou
les structures secondaires des sondes et des gibjgsour étre évaluées, demandent de longs

temps de calcul. La prise en compte d’'un maximunerieres par le logiciel pourrait donc
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limiter le nombre de sondes nécessaires a la d#tede chaque gene ciblé. Il faut cependant
garder a l'esprit que la thermodynamique des hwlinds des acides nucléiques reste mal
connue, notamment s’agissant des réactions auwndedinterface liquide/solide (Pozhitkov
et al 2007). Malgré des caractéristiques thermontyouaes définies comme étant de bonne
gualité, une sonde peut donc conduire a des réseitaonésd.g.absence d’hybridation avec
la cible). Pour s’affranchir de cette limite, laatégie actuelle consiste a sélectionner un
groupe de sondes permettant de cibler difféerendgtoms de chaque géne (Chou 2004).
Cependant, la mise en ceuvre de cette stratégidépsndante du gene ciblé et peut dans
certains cas s’aveérer difficile en raison, par eplende la taille et de la diversité des
séquences au sein du groupe ciblé ou des critergddille, parametres thermodynamiques)
auxquels doivent répondre chaque sonde. Une améaaation, liée a I'évolution constante
des bases de données internationales comme GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), EMBL (httpyww.ebi.ac.uk/embl/) et DDBJ
(http://www.ddbj.nig.ac.jgj serait d’intégrer au logiciel la recherche auhtique des
séquences utilisées pour la détermination des somdi@heureusement, la mauvaise qualité
des bases de données internationales ne les rendingatement exploitable. Il est donc
nécessaire de constituer des bases de donnéexlié gu termes de séquences mais aussi
d’annotation (taxonomique et/ou fonctionnelle). N@vons pu montrer que la détermination
de sondes de qualité pouvait permettre la mise kecepd'une nouvelle approche
d’exploration de la diversité microbienne a traviersapture de genes. Cette approche s’est
montrée plus efficace que la PCR (amplicons) eppfache directe de séquencage de
métagenome. Cette méthode généraliste peut éthiejadg a n’importe quel géne cible afin
d’assurer I'exploration taxonomique et/ou fonctielk& de tous les types d’environnements.
De plus, les sondes produites pour cibler un typegéine peuvent étre réemployées pour
d’autres études. Ainsi, les sondes de captieeA sont actuellement utilisées pour explorer la
diversité des méthanogenes chez le ruminant. Ewet, efes activités agricoles et
particulierement I'élevage des ruminants, contntilge la production annuelle de méthane a
hauteur de 17% (Conrad 2009). Il est estimé queprlzduction globale de produits
alimentaires issus de I'élevage des ruminants vdirager a augmenter, et notamment la
production laitiere qui pourrait doubler d’ici 2050es prévisions laissent présager de fortes
répercussions environnementales liées a une demandgante de la part des pays
développés en produits agricoles issus de I'élevBgenouvelles stratégies sont en train
d’émerger pour promouvoir des solutions alternatigén de limiter la production de GH
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chez les ruminants. Ce projet, nommé Creédit, esnfié par '’Agence Nationale de la
Recherche (ANR) et est porté par le Dr. Diego MORGAe I'INRA de Clermont-Ferrand/
Theix. Outre son impact sur I'environnement, laduction de méthane dans le rumen est
connue depuis longtemps comme une perte d’énergig Panimal (entre 4 et 6% de
'énergie alimentaire). Il a été montré que la bgse de méthane peut étre réduite en
modifiant le processus fermentaire au sein du rur@ést avec cet objectif que des stratégies
nutritionnelles commencent a étre employées dadsr@ine de I'élevage (Beauchemin et al
2008). En effet, le remplacement des fourragesdparaliments concentrés, l'utilisation de
lipides, ou encore l'utilisation d'extraits de ptas ont démontré une réduction de la
production de méthane (Eugéne et al 2008, Machm#lle6, Martin et al 2006). L’objectif
du projet consiste a diminuer la production de mé¢hchez le ruminant grace a l'utilisation
d’'une alimentation supplémentée avec un princigé pooduit par un champignon. Une
partie du projet consiste donc a étudier, par lthode de capture de genes ciblée sur le géene
mcrA les communautés méthanogenes du rumen pour codnpries mécanismes mis en jeu

lors de ce régime alimentaire et qui permettenéduction de la production de méthane.

Une autre perspective intéressante de la captuigedes serait de I'appliquer pour
cibler le biomarqueur le plus étudié, le gene cotlARNr 16S. C’est avec cet objectif qu'un
premier jeu de sondes généralistes est actuellerresté sur divers environnements
(symbiome microbien d’arthropodes : collaboratigtv&in Charlat, Laboratoire de Biométrie
et Biologie Evolutive (LBBE) a Villeurbanne ; rumenllaboration Diego Morgavi, INRA de
Clermont-Ferrand Theix ; stations d’épurations llatmration Denis Le Paslier Genoscope
Evry ; environnements lacustres : collaborationi@w@ PETIT LMGE Clermont-Ferrand).

Enfin, au-dela des questions biologiques pour lelbem le développement de
'approche capture de genes en solution a été migredifférentes considérations d’ordre
technologique sont a considérer afin d’amélioreroea cette nouvelle méthode. La premiere
concerne le multiplexage de la technique, de marggrouvoir disposer d’'une méthode a haut
débit permettant de traiter simultanément plusiéafsantillons. Ce multiplexage passe par
une automatisation de la méthode en plaque 96 jpoits la préparation en amont des
banques d’ADN utilisées pour la capture mais égafdrpour les différentes étapes de phase
de capture (hybridation en solution, sédimentatioagnétique...). Différents protocoles
optimisés commencent a voir le jour et permettenfpioduction de banques d’ADN a

moindre colt, comme celui assurant I'obtention @2 Banques en une seule journée pour un
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prix de 15% (Rohland and Reich 2012). Ces méthantespinant des aspects biologiques a
des développements en robotique et en automatisoveent de réelles perspectives pour
'automatisation de la capture de genes en soluRounr optimiser cette nouvelle approche, il
est également nécessaire d’améliorer la spécifit@téapproche en jouant sur les différentes
séquences d’'adaptateurs associées aux sondesssaiées a la préparation des banques.
s’agit notamment de limiter les phénomeénes d’hwirohs aspécifiques dues a ces séquences
(Rohland and Reich 2012). Pour cela, deux stragégiternatives sont envisagées. La
premiére consiste a préparer des banques d’ADNaglel’ d’adaptateurs plus courts
comportant une séquence étiquette pour un éventuktiplexage, et des sites moléculaires
d’ancrage assurant l'incorporation par PCR des esézps utilisées pour le séquencage. La
seconde alternative consiste a utiliser des olig@mtides qualifiés de « bloquants », qui
s’hybrident de maniére complémentaire au niveauadeptateurs au cours de I'hybridation
empéchant ainsi les hybridations aspécifigues awveani de ces adaptateurs. Ces
oligonucléotides ont également la particularité pibsséder un didésoxynucléotide en leur
extremité 3' empéchant [linitiation de toute polysétion. Cette optimisation de la
spécificité d’hybridation est particulierement etil dans le cadre des études
environnementales, qui emploient des échantilloésagénomiques tres complexes. Enfin, la
capture, en permettant de piéger de grands fragneBADN ainsi que I'émergence des
technologies de séquencage de troisieme généraigomait permettre de séquencer en une
seule fois ces longues molécules d’ADN et doncafranchir de I'étape d’assemblage.

En résumé, les résultats obtenus au cours dethétte lient le développement d’outils
innovants a l'acquisition de données massivesesipbpulations microbiennes productrices
de méthane. Ces populations montrent une tréesdorgesité avec probablement I'occupation
de microniches écologiques insoupconnées jusg@sept. D’autre part, la compréhension du
développement de ces méthanogénes dans différevitornements pourrait permettre la
mise en ceuvre de nouvelles stratégies visant dregooduction de méthane dans le cadre du
changement global, ainsi qu’a utiliser leurs pasdités métaboliques pour la réhabilitation de

sites pollués.
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MetaExploArrays : a large-scale oligonucleotide prbe design software for
explorative DNA microarrays

Faouzi Jazirt*3 David R.C. Hill?

1 Clermont Université, Université Blaise Pascal
2 CNRS, UMR 6158, ISIMA / LIMOS, F-63173
AUBIERE, FRANCE
e-mail: David.Hill@univ-bpclermont.fr

Abstract—Oligonucleotide arrays are miniaturized DNA
microarrays that consist of a small solid surface mto which are

spotted thousands of short single-stranded DNA fragents
called oligonucleotide probes. Each probe must beecific and

sensitive to hybridize only to its complementary teget allowing

the rapid identification and quantification of targets in

complex samples. Probe design is a crucial step successful
oligonuclrotide array experiment. However, with the rapid

growth of environmental databases (metagenomics pgoams

coupled to next generation sequencing) the seleatioof

oligonucleotide probes becomes a very difficult t&s The

computational capacity requirements of probe design
algorithms have thus hugely increased. Consequentlyhe use
of parallel and distributed architectures can consierably

reduce the complexity and the computational time ofthese
algorithms. In this paper we present a new efficienalgorithm

of oligonucleotide probe selection for an individuh specific
nucleic acid sequence or a group of sequences. Weed a
model driven engineering approach to simultaneouseasign of
thousands of sensitive, specific, isothermal and plorative

probes, on both PC, multiprocessor, cluster and gdi

computing.

Keywords-meta-programming; model driven engineering;
parallelization; oligonucleotide probe design; explorative probes,
thermodynamic, complex environments.

l. INTRODUCTION

The latest biodiversity estimate predicts aboutiian
species on our planet [11]. However, only less thanillion
species were already described scientifically. Mosh-
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expression levels of several thousands of genesbioing
gualitative and quantitative aspects in only onpeexnent.
Oligonucleotide arrays have been widely used fonege
detection, gene expression quantification and omgfi
environmental communities in a flexible and easyde

way.
The probe selection is a difficult task that muspleit
newly available high-density microarray formats.

Oligonucleotide arrays can currently contain ugt tanillion
probes. These probes are usually between 20 arizhS#s
long. Good oligonucleotide probes must have thkoviohg
two properties: sensitive and specific.

The sensitivity of a probe represents its capatity
produce a strong signal if its complementary taigeresent
in the sample hybridized. The sensitivity generailgreases
with probe length. However, the specificity genigral
decreases with probe length. The sensitivity dea®an the
possibility of the formation of stable secondarylf-se
structures by the probe and also by the targetitighithe
interaction for the duplex formation.

The specificity of oligonucleotide probes remaime t
main factor of the probes quality measure for ttagonity of
users and probe design algorithms [6]. A specifiobp
mustn't produce significant signal if its complertaen target
doesn't exist in the sample hybridized. It mustrtbss-
hybridize to other targets. To check probe spetific
algorithms such as BLAST [1dr suffix array method are
usually used. Low complexity regions such as those
containing long homopolymérsr a large number of bases
G and C, may also affect probe specificity and must

described species are microorganisms which are lyvide therefore be avoided [18].

found in almost all environmental habitats presemature,
even the most extreme. They play a critical rolethie
ecosystems functioning. However, the study of thige
microbial biocomplexity and the great number ofsérg

All probes in a microarray experiment must haveilsim
thermodynamic behaviors to obtain the best hybatthn
efficiency. They must be as uniform as possiblg fEtause
they will hybridize under the same conditions (salt

microorganisms requires the use of high-throughpufoncentration, temperature, etc.). Probes must have

molecular tools allowing simultaneous analysis.

homogeneous structural properties such as prolgehle@ +

DNA microarrays are currently one of the most C content, melting temperature or binding capagitie

promising approaches to address this task. Thggeaghes
are based on the ability of complementary strafd3NA to
hybridize to one another in solution with high sfeity.
Oligonucleotide arrays can study the presence, har t

The use of specific probes in oligonucleotide aray
allows us to simultaneously study several thoudemavn
organisms. However, it is also important to design

Ia homopolymer is a sequence of identical bases, WAAAAA”






explorative probes that can detect unknown seqgeilte probes for an input sequence according to their G,
environmental samples and anticipate genetic vans{3]. content, stable secondary structures and homopaotyme

Here, we present a large-scale oligonucleotide ggrob  ORMA (Oligonucleotide Retrieving for Molecular
design method. Our approach allows the design dlfi bo Applications) [14] is one of the most recent toptsposed
known and explorative high quality oligonucleotigmbes, for probes design. This program is composed of taoke
for one or a group of nucleic acid sequences. &algmobes scripts developed under Matlab. ORMA was first &gapto
are specific, sensitive and isothermal. We intredu@n the design of probes targeting 16S rRNA genesarit also
efficient parallelization method to design probes farge  be used on any set of highly correlated sequer@B3JA
groups of nucleic acid sequences. We used a matleind uses Blast program to check the oligonucleotidesifipity,
engineering approach to automatically generate ceour but it doesn’t check homopolymers or secondaryctires
codes, to select oligonucleotide probes on one hef t of the oligonucleotides selected.

architectures: PC, multiprocessor, cluster or gaishputing. All of these programs allow designing only known
probes. A few tools such as PhylArray [5] [10] were
Il.  RELATED WORKS ANDLIMITATIONS designed with the possibility of designing explamtprobes.

Functional Gene Arrays (FGAs), targeting key genedhis algorithm selects probes for a group of SSWAR
encoding enzymes involved in metabolic processesyell ~ Sequences to globally monitor known and unknowrteeat
as Phylogenetic Oligonucleotide Arrays (POAs), étirg ~ communities. PhylArray uses a multiple sequenggnaient
the SSU rRNA genes, are known as the main appreaohe to construct a degenerate consensus sequencerotia of
study the microbial diversity in complex environrteft7].  sequences. All possible oligonucleotides are themegted
Several oligonucleotide probe design algorithmsehbgen  from this consensus sequence. The oligonucleotiiesned
proposed to select probes for phylogenetic or fanat are finally checked for cross-hybridization usindas®
arrays. program. For large groups of sequences, the preddestion
The PROBE_DESIGN tool of the ARB software packagecan take several days. The low complexity, the @Gtent
[7] was proposed to design probes with a lengthCof 100  and the secondary structures are not checked dpray.
nucleotides. First, a target group of organisms tnhes Among these probes design algorithms, we can
specified. All possible signature sequences areskarched. distinguish approaches used to select probes fsingle
Finally, selected probes can be matched againsttabalse input sequence and approaches used to select pimbas
using the ARB Probe Match software. The Tm andGiie ~ group of sequences. The probes selection for alesing
content of probes are checked. ARB also providestaof — sequence can often take only few minutes for desitgsign.
already published probes, each targeting distincHowever the probes design for a large group of seges
phylogenetic groups. However, this tool doesn‘ovall oOften requires a considerable computation time cardtake
selecting explorative probes and it is not welteslifor large  up to few days for only one design. These apprcaoteke
scale oligonucleotide probe design. an intensive use of time consuming bioinformatics
The PRIMROSE [2] program is a Perl applicationalgorithms such as a BLAST [1] used against a large
proposed to identify both 16S rRNA probes and PCRlatabase of sequences. These approaches requoeantp
primers. PRIMROSE is especially useful for the gesof ~ computing resources especially when dealing witimpgex
degenerate probes. First, a multiple alignmentrigiygpced — environments [19]. For this kind of applicationstrdibuted
for a given group of sequences. Every probe isespntly ~ architecture like clusters or Computing Grids [pEjvide an
tested against an input database, to detect paitetiss- ~ efficient approach to meet the continuously evavin
hybridizations and to verify the coverage of thegéeed computational needs of bioinformatics [4] [9]. .
group of sequences. PRIMROSE doesn’t check possible Oligonucleotide microarrays, with the opportunity t
secondary structures, the low complexity or the dinthe  survey both known and unknown microorganisms thiroug
selected probes. explorative probe design, are one of the most pllver
OligoArray (v 2.1) [13]is a Java program that designs approacljes for a better understanding of microbial
specific oligonucleotide probes at the genomic escdl ~community functioning. However, the most proposed
selects probes for an individual sequence. Thiggrara  approaches for probe design don't select expla@gtiobes.
takes a FASTA file of non-redundant sequences pstin These approaches allow studying only  known
This file is used for the design and to check fheciicity of ~ microorganisms ~ with available sequences in  public
probes. OligoArray uses the Blast program and dlatabases. However, the vast majority of microdpeicies is
thermodynamic approach to check the specificitprbes. ~ still non-described and is not represented by sezpeein
It uses OligoArrayAux’ to predict stable secondary public databases.
structures. OligoArray only allows the design of Even in PhylArray which was designed to select
oligonucleotides for use on microarrays for gengression  exploratory probes, the quality of these probesoistested
profiling. and several important criteria for the selectionetifcient
ROSO [12] is a C program used to designprobes are not taken into account (secondary stest
oligonucleotide probes, at the genomic scale, ustast homopolymers, GC content, etc.). Consequentlys ivéry

program to check the specificity of each probesdlects important to improve this innovative concept of lexative
probes and systematically integrate it into prolesigh

2 http://mfold.rna.albany.edu/?q=DINAMelt/OligoArrayi methods.







In this work, we present a new approach that allowgrogramming was achieved with a Model

selecting oligonucleotide probes for a specificleiecacid
sequence or a group of nucleic acid sequencesprébes
selected are sensitive, specific and isothermat. r@ethod
selects and improves the quality of explorativebps We
proposed an efficient parallelization method andnadel
driven engineering approach to reduce the compleaditd
the computational time of this probe selectionwgafe. We
automatically generate source code to select proheBC,
multiprocessor, cluster or grid computing.

Ill.  MATERIAL AND METHODS

A. Implementation

Driven
Engineering approach (Figure 1).

Two kinds of input file are accepted by the program
FASTA file containing a specific nucleic acid sequeeor an
alignment file, in Clustal format, containing thesult of
multiple alignment of a group of nucleic acid semees. For
similarity search, the user can provide, as ingutfile
containing a database of nucleic acid sequencEABITA
format. It can also use one of the predefined deiad
available in MetaExploArrays. These predefined lasas

are:

Our method was implemented in a program called

«MetaExploArrays». MetaExploArrays is written in €+
and was developed under Linux CentOS 5.4. It uges t
other programs: Blast [1] and UNAFold [8]. The ugaust
first specify the desired architecture (PC, mudtgassor,
cluster or grid computing), the number of procesdoruse
and the size of oligonucleotide probes. MetaExptays
generates the source codes needed depending chaben
architecture, the number of processors and othputin
parameters such as the probe size. Source codahesre

compiled and probes selection is running. This meta

« 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.

MetaExploArrays

. Meta-Shell Script

Meta-Program A

Meta-Prog- Meta-Prog-Tm Meta-Prog-1

Segmentation Calculation Seq Of Sequences

Meta-Prog-Group

i

T
|

Meta-Shell-
Multiprocessor

Meta-Shell-Cluster Meta-Shell-Grid

1, +

MetaEnvironment

Meta-Prog-Tm- Meta-Prog-Tm- Meta-Prog-Tm-

Nearest Neighbor Basic Salt Adjusted

T
|

Meta-Env-Cluster

Meta-Env- Meta-Env-Grid

Multiprocessor

Figure 1. The UML Meta-model of the proposed algorithm

B. Algorithm
Before selecting oligonucleotide probes, the usestm
set the value of the following parameters:
» The length of the desired oligonucleotides (l),
e The maximum number of cross-hybridization
authorized to keep an oligonucleotide (C),
* The specificity threshold (S) to consider a cross-
hybridization,

Tm=64.9 + 41 * (yG + zC — 16.4) / (WA + XT + yGz€)

e The maximum Tm (T) and the minimum Tm (t)
of oligonucleotides,

e 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.

1)






Tm = 79.8 + 18.5 * log([Na']) + 58.4 * (yG + zC) / (WA + XT + yG + zC) + 113yG + zCY¥ / (WA + xT + yG + zCj —

820/ (WA + XT + yG + zC)

Tm = (AH - 3.4 kcal) / AS + R * In(G) + 16.6 * logo([Na']) — 273.15

@)

3

Where w,x,y,z are respectively the number of theeba, T,G,C in the oligonucleotidaH: the sum of nearest neighbor
enthalpy change#S: the sum of nearest neighbor entropy changet)eRgas constant 1.987 cal. K-1.mol-%; €e molar

concentration of oligonucleotide probe; [Na+]: Saihcentration.

1) Oligonucleotide probe design for one nucleic acid
sequence:

Several steps are needed to select probes forcdispe
nucleic acid sequence.

First, the input sequence is read, to extract
oligonucleotides, by using a moving window lengtiua
to the length of the oligonucleotide. The sequemicelow
is moved by 1 nucleotide, along the input sequettcget
all potential oligonucleotides.

Then, the obtained oligonucleotides are examined to
eliminate the prohibited ones. We keep only the
oligonucleotides that meet the following criteria:

e 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.

e 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 structMésuse a
Na+ concentration of 0.5 M and a temperature eutie
mean of the Tm range set by the user (temperat{re ®
/ 2). If, at this temperature, an oligonucleotidmtains a
secondary structure with a negatiV@, it will be rejected.

The last step is the test of specificity. The Blast
program [1] is used to check the specificity of fotential
probe, against the input database chosen by the Tise
Blast program is running with the following paraerst
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 numbecmfss-
hybridizations with a specificity threshold > S iSthe
specificity threshold to consider a cross-hybritdma. If
this number is less than or equal to the maximumber
of cross-hybridization set by the user, the oligdeatide
will be saved in the result file.

2) Oligonuclectide probe design for a group of
nucleic acid sequences.

To design probes for a group of nucleic acid segeen
that represents a given taxon, MetaExploArrays dade
input, an alignment file in Clustal format. Thisefiis the
result of the multiple alignment of the group ofisences
for which we will select probes. Several stepsraeded

(fig. 2).

First, a consensus sequence is created from the
alignment file, using the IUPAC code. The aim i$ ooly
to obtain a common sequence that entirely repregbst
taxon targeted, but also to improve alignment amect
possible sequencing errors. Indeed, in each colimihe
alignment, the number of unknown nucleotides ("N™-0
") is counted. If this number is greater thag /N2 (Ns is
the total number of sequences aligned), a gap $-" i
inserted in the consensus sequence at this posilea if
this number is greater than O but less than R, all the
unknown bases at this position are replaced by the
degenerate base calculated from the specific befstgs
position.

Next, the algorithm reads the consensus sequence to
find all possible subsequences that don't contas ¢"-"),
incrementing a window of length | (I is the length
oligonucleotides) along the consensus sequenceedgalr
subsequence i found at the position pi, MetaExplays
extracts all possible known oligonucleotides frohe t
sequences used to do alignment, at the positiokgih
obtained oligonucleotide is examined to keep otlg t
sensitive and isothermal probes (Tm, GC-content,
homopolymers and secondary structures are checked).
only one of the oligonucleotides extracted at tbsitppn
pi, doesn't meet these tests, the current subseguisn

deleted and MetaExploArrays checks the next
subsequence. Otherwise, MetaExploArrays moves €0 th
next step.

The third step is the specificity test of the pmlising
the Blast program. First, the FASTA database chdisen
the user is formatted. All the sequences of thgetad
taxon are removed. The sequences of each existian t
are remote and distributed throughout the FASTA
database, to improve the detection of cross-hytatitins.
After running Blast (with the following parametei&/=7,
F=false, e=1000, v=5, b=6000), the result file assed to
get cross-hybridizations, based on the specifititgshold
set by the user. The set and the number of nomadzohi
cross-hybridizations, of the current degenerated
subsequence, are determined by adding the cross-
hybridizations of all non-explorative oligonucletes
generated from this subsequence. If the calculabecber
is greater than the maximum number of cross-
hybridization authorized, MetaExploArrays removéss t
subsequence and checks the next subsequence. Btherw
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 ester






than “MaxDeg”, the selection of explorative proliesot
permitted (MaxDeg is calculated based on the nurober
sequences of the targeted group. Its value vares f
one group to another; it can reach up to 30 million
oligonucleotides.). Otherwise, all possible probae
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 omes
eliminated. To better monitor the quality of theplexative
probes, the Blast program is used to test the figgciof
the maintained oligonucleotides, against a database
composed of only the nucleic acid sequences of the
targeted taxon. An explorative probe is kept if:
e 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 clifeck
they contain a secondary structure with a negditiee
energy. Then the specificity of these probes wdl diso
checked: an explorative probe must be highly sjmeaiid
mustn’t cross-hybridize with other taxa.

Finally, the specificity of the maintained explavat
oligonucleotides, is checked against the formatttdbase
created in the step 2. If an explorative probe sros
hybridize with at least one other taxon, it's remdyelse
it's kept. The final set of explorative probes tihatet all
criteria, is saved with the non explorative probé&sady
obtained in the previous step (step 3).

The user result consists of a file containing lal valid
subsequences of the targeted taxon, with expleratihd
non-explorative probes.

[Input alignment file

U

Database

Consensus
construction

*Tin
*Homopeolymers

)
J

Targeted

*GC-content
*Secondary
structures and AG

Check non-

*Degenerated Sequence
*Enown probes
*Explorative probes
Position in the input
sequence

sNumber of cross-hybrid
*List of cross-hybrid

explorative probes

explorative probes

BLAST
Check sp ecificity of
explorative probes

Formatted

taxon
Database

Database

Figure 2. Summary of algorithm steps of selecting probesfgroup of nucleic acid sequences

C. Paralldization method

The experimentation shows that the design of
oligonucleotide probes for an individual nucleicidac
sequence, with MetaExploArrays, doesn't requirere |
computation time. So, MetaExploArrays runs thisdkof
design only on a PC. However, selecting probesafor
group of nucleic acid sequences requires a morerizut
computation time. MetaExploArrays allows runningsth
kind of design on a multiprocessor, a cluster ogria
computing. It contains a program generator
automatically writes the source code needed tollphza
and launch a probe design on the desired archigectu
MetaExploArrays can also run a probe design foessv
groups of sequences simultaneously. So, the pliratien
is done on two levels: intra- and inter- design.

First, the user mustchoose the architecture that
he wants to use (a Multiprocessor, a Cluster orra G

that

computing) and the number of processors to usehisn t
architecture. Depending on this choice, MetaExplajs
generates 2 kinds of source codes:

e C++ programs that will be used to parallelize and
achieve the selection of oligonucleotide probes
for the input groups of sequences.

e 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 tochoose the
best architecture available depending on the nunaber
designs, on their sizes and complexity and alsathen
number of processors available. For example, ifuber
decided to use a multiprocessor with only two pssoes,
for a probes design that requires several days of
computation (the computation time required is ested






by MetaExploArrays), MetaExploArrays recommends
using more processors on a multiprocessor or decjusr
using a grid computing if the user doesn’t haveugho
processors available. In this case, MetaExploArrays
indicates also the number of processors to useyrtahis
design on a grid with jobs of about 12 hours.

In MetaExploArrays, each group of sequences i firs
treated separately. The consensus sequence, atedtru
from the alignment file of each group of sequeniesead
to extract all possible subsequences that dontatogaps
("-"). The degeneracy of each subsequence is eaézlil If
this degeneracy is less than "MaxDeg", the subsemuis
saved. A weight value is calculated for each saved
subsequence based on its degeneracy, the estimated
computation time required to process it and thele/aif
“MaxDeqg”.

Once this step is performed for all targeted grpafis
valid subsequences saved are collected and plo isame
file. This file is then cut into "Noc subfiles (N is the
number of processors set by the user) dependinthen
weight value of each subsequence and the sum dfieall
weight values. The subfiles created will have alntbe
same weight (fig. 3). The mixture of all subseqsnc
regardless of the targeted group to which they rgglo
allows a better load balancing between procesdors.
increases the probability to create sub-files witlore
balanced computation times.

The next step consists in selecting explorative raomd
explorative probes from each subfile, using thecpdure
described in 111.B.2). Finally, the result files tained are
parsed to regroup and save the probes of each gnpup
of sequences.

Gl G2
CTCTGTATATCGTGGACAGTCTAGAAT AACGGTGTGTCGTIC
CCGCTGTGTATCGTCGACAGTCTAGACT AGCGGTCTCTCGTAC
CCCTGTATATCGTGGACAGTCTAGACT

AGTATTCAATA
"AGTATTCAATC

Consensus sequence

Consensus sequence ARCGGTSTGTCGTWGTCAGTATTCAATM

CBCTGTRTATCGTSGACAGTCTAGAMT

Degenerated subsequences

Degenerated subsequences CCTSTGTCGTWETCA GTATTCA
CBCTGTRTATCGTSGACAGTCTAGA £

BCTGTRTATCGTSGACAGTCTAGAM (

CTGTRTATCGTSGACAGTCTAGAMT 3

~

CECTGTRTATCGTSGACAGTCTAGA
BCTGTRTATCGTSGACAGTCTAGAM
CTIGTRTATCGTSGACAGTCTAGAMT
ARCGGTSTGTCGTWGTCAGTATTCA G2
RC >T(C ATTCAA
TATTCAAT
GTATTCAATM
1

v

CBCTGTRTAT(
CTGTRTATCGT:
CGGTSTGTICGT

Filel: Total Weight =24

BCTGTRTATCGTSGACAGTCTAGAM

File2: Total Weight = 24 ae

Filel = File2 = File3 |

Figure 3. Example of parallelization to design probes for@ugps of
nucleic acid sequences, using 3 processors.

GTATTCAA

ATTCAATM
File3: Total Weight = 24

V.

MetaExploArrays allows selecting probes on differe
architectures: PC, Multiprocessor, Cluster or Grid

RESULTS

computing. It helps users to choose the right &echire
depending on the number of targeted groups on $iegs

and complexity. MetaExploArrays contains a program
generator, used to automatically write the sourcdes
needed to select probes on the selected archigectis
meta-programming method is based on a Model Driving
Engineering approach that reduces the complexitgunf
program. This approach was also used to improvette

of generating all possible oligonucleotides from
degenerated consensus sequence, using IUPAC coide. T
step is based on a stack to absorb as much adleoss
exponential nature of the problem. The stack dapththe
number of nested loops depend on the length of the
degenerated sequence to process. The use of meta-
programming has considerably minimized the numifer o
writing in memory, and reduced the amount of RAMdis

at this step. This amount is precisely limited tie probe
size, plus a number of loop indexes. To check thia g
obtained using this technique, we make a comparison
between MetaExploArrays and our previous software
PhylArray [10] (Table 1). This comparison is madesee

the difference between our method and that used by
PhylArray to generate all oligonucleotides from a
consensus sequence. The second example illusinatieel
table 1 processes a consensus sequence with b gl

to 64 bases. The results of this example show dhat
method is much more efficient than PhylArray. It
significantly reduces the computation time andah@unt

of RAM consumed. Indeed, MetaExploArrays takes less
than 2 minutes and only 11 Ko of RAM to process thi
example, while PhylArray takes more than 21 minated
consumes a very large amount of RAM that exceeds 13
Go.

Our algorithm takes into account an important numbe
of criteria to select efficient oligonucleotide pes, on
different architectures. Table 2 illustrates th&edence
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 $etect
oligonucleotides for one sequence oEubacterium
digens’ organism. Results are shown in table3. The
experimentations show that selecting probes fquekific
sequence doesn't require a long computation time.
However, the processing of large groups of seqiseocae
take a considerable computation time. To remedy thi
problem, we proposed an efficient parallelizatioatimod
based on a parallelization intra-and inter desidre tests
illustrated in table 4 and table 5, show that weeha
considerably reduced the computation time requiked
select probes, when running MetaExploArrays on a
multiprocessor or a cluster. However, some jobs lman
very long. These jobs consist in simultaneouslecéig
probes for several large groups of sequences. m2ewaiith
this kind of design, MetaExploArrays also allowtestng
probes on a grid computing. Source codes are
automatically generated to submit and monitor jotasr
the grid.






TABLE I. COMPARAISON OF THE METHOD OF OLIGONUCLEOTIDES GENERAON FROM A CONSENSUS SEQUENGBF METAEXPLOARRAYS AND

PHYLARRAY
Probe Nb Sub- Time RAM
Consensus Sequence length | sequences Nb probes PhylArray | MetaExploArrays | PhylArray | MetaExploArrays
ANTCRSGNBBCNANKTANNCBG
ATKBCNGC 25 6 21676032 40s 3s (12x) 0.9 Go 11 Ko
NTKCNRARANKSTNCNANTCNN
TBANGSNBRANTKCNRARNNCS | 25 40 838860800 21m28s 1m43s (12x) 13.2 Gp 11 Ko
TNGNANACNNTBANGSTBNC
TABLE II. COMPARAISON OFMETAEXPLOARRAYS AND THREE POPULAR SOFTWARE
Criteria
Software e GC Low- Secondary Degenerate | Explorative | Parallelization
Specificity m content | complexity structure probes probes
PhylArray[10] Blast Basic NO NO NO YES YES Cluster
h Blast and| Nearest :
OligoArray[13] thermodynamic | Neighbor YES YES YES NO NO Multiprocessor
ORMA[14] Blast Sa!t NO YES NO YES NO NO
Adjusted
ZEZ[Q{'C -Multiprecessor,
MetaExploArrays | Blast Adjusted | YES | YES YES YES YES :g'r‘i‘jtfr
-Nearest IDM approach
neighbor PP
TABLE Il SELECT PROBES FOR SOME SEQUENCES YEUBACTERIUM ELIGENS’ ORGANISM
Length of Parameters Time
sequence . [P Max Cross-
probe length Tm Calculation Tm Specificity hybridization
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 GENURHODOVIBRIO, USING A CLUSTER
Numbre of Parameters Time
Processors : e Max Cross-
probe length Tm Calculation ™™ Specificity hybridization
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 9Im21
20 25 Nearest Neighbor 35-70 0.92 20 4m55s
TABLE V. SIMULTANEOUSLY SELECT PROBES FOR0PROKARYOTICGROUPS OF SEQUENCESJSING A CLUSTER
Parameters Time (hours)
Targeted groups Probe m ™™ Specificit Max Cross 1core 100
length Calculation Y hybridization cores
CRONOBACTER; FLAVOBACTERIUM;
MICROCOCCUS; STREPTOCOCCUS;
TREPONEMA; CORYNEBACTERIUM;
PSEUDOALTEROMONAS; PANTOEA;
NOCARDIA; BRADYRHIZOBIUM; Salt 2325 6.5
SPHINGOMONAS; HALOMONAS; | 25 Adiusted 35-70( 0.92 150 hours (9,5 h’()urs
SHEWANELLA; BURKHOLDERIA; ! days)
RHODOVIBRIO; HELICOBACTER,;
NOCARDIOIDES; MARINOBACTER;
VIBRIO; GEOTHERMOBACTERIUM
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Détermination de sondes oligonucléotidiques pour @ils moléculaires a haut-débit :
application pour le développement d'une nouvelle groche de capture de génes pour
I'écologie microbienne

Résumé:

Les microorganismes, par leurs fascinantes capgadit&aptation liées a I'extraordinaire diversig d
leurs capacités métaboliques, jouent un role forddah dans les tous les processus biologiques. lls
interviennent notamment au niveau des changeméoiiaugk, comme le réchauffement climatique, en
partie occasionné par les émissions croissantesetleane dans I'atmosphére, mais également par les
pollutions résultant de la dispersion de molécummmme les Hydrocarbures Aromatiques
Polycycliques. Ainsi, les communautés microbienmest participer a réduire ou a augmenter les
effets délétéres de I'anthropisation des écosysteire régulation des changements globaux passe
donc par une meilleure connaissance de ces comm@sngui doivent étre explorées dans leur
globalité au sein des environnements. Néanmoinsa&on de leur forte complexité, une telle
exploration n'est possible qu’en utilisant des lsufianalyse haut-débit. Cependant, 'emploi d’lsuti
moléculaires a haut-débit comme les biopuces a ABdse par la détermination de sondes combinant
a la fois une forte sensibilité, une trés bonneifipéé et un caractére exploratoire. Pour congege
telles sondes un nouveau logiciel KASpOD a doscdétveloppé. De méme, en utilisant des sondes
présentant les mémes caractéristiques, le dévetapped’une nouvelle approche innovante en
écologie microbienne de capture de genes en soluié entrepris. Cette nouvelle méthode
d’enrichissement de génes d'intérét couplée a dwesi&age haut-débit a été appliquée pour
'exploration des communautés méthanogénes du EgnP Les résultats obtenus montrent la
pertinence de Il'approche qui assure une meillemaduétion de diversité de I'écosystéme avec
notamment I'identification de populations appartegna la biosphére rare. L'autre ajout majeur de
cette approche est gu’elle autorise I'identificatible grandes régions d’ADN génomique exploitable
pour caractériser de nouveaux génes ou de nouyeacessus adaptatifs.

Mots clés: changement global, métagénomique, déterminaticsoddes, capture de genes

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

Abstract :

Microorganisms play a crucial role in all biolodicarocesses related to their huge metabolic
potentialities. They are involved in global changesh as global warming partially caused by the
growing methane emissions in the atmosphere, battal the release of pollutants such as Polycyclic
Aromatic Hydrocarbons. Thus, microbial communitiesl contribute to reduce or increase the
negative effects of human impacts on ecosystems.rébulation of global changes needs a better
knowledge of the microbial communities involved ioomplex environments functioning.
Nevertheless, a complete exploration of such enwmients requires the use of high-throughput tools,
due to the extraordinary diversity of microorgarssmvithin the ecosystems. The use of DNA
microarrays requires a probe design step allowhey delection of highly sensitive, specific and
explorative oligonucleotides. For this purpose, Wwave developed KASpOD, a new software,
allowing the generation of efficient probes dedicktio environmental applications. Using high gyalit
probe sets, an innovative in solution-based gemtuca method combined with Next Generation
Sequencing, was developed and applied for the expda of the methanogen communities in lake
Pavin, Results showed the relevance of this apjpriieat allows a better evaluation of the methanogen
diversity with an efficient detection of populat®ibelonging to the rare biosphere. The other main
advantage of this approach is the identificationlawfe regions of genomic DNA, useful for the
characterization of new genes or adaptive processes

Keywords:global change, metagenomics, probe design, geneireap
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