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RŽsumŽ 

 Les bactŽries du phylum Bacteroidetes, classe Bacteroidia, sont parmi les plus 
importantes dans microbiotes gastrointestinaux des humains et d'autres mammif•res. La 
bouche, entrŽe du tube digestif, est un environnement avec des sites anatomiques variŽs, 
auxquels s'associent des microbiotes de composition diffŽrente. L'union de la gencive et des 
dents, le sillon gingivo-dentaire ou sulcus, est un site de dŽp™t d'un biofilm complexe appelŽ 
plaque dentaire. Une bactŽrie de ce phylum, Porphyromonas gingivalis, est capable de 
perturber le syst•me immunitaire humain et de produire un dŽsŽquilibre du biofilm oral 
Žgalement nommŽe dysbiose. Ceci dŽclenche la formation de la poche parodontale, un 
creusement pathologique du sulcus, et l'apparition de la parodontite. DÕautres esp•ces du 
genre Porphyromonas sont Žgalement associŽes ˆ la parodontite notamment chez les canidŽs. 

 Les populations de P. gingivalis sont panmictiques et la plasticitŽ de leurs gŽnomes 
importante. La bioinformatique peut aider ˆ identifier les causes de la mosa•citŽ des gŽnomes 
de cette bactŽrie, ˆ Žtudier les facteurs de virulence au niveau du genre bactŽrien pour 
expliquer l'existence d'esp•ces pathog•nes et d'autres commensales et ˆ dŽcrire la dysbiose 
liŽe ˆ la parodontite. 

 La gŽnomique comparative de P. gingivalis a dŽmontrŽ une corrŽlation entre le nombre 
de contigs dans les gŽnomes draft de cette esp•ce et les rŽpŽtitions gŽnomiques, notamment 
des sŽquences d'insertion. Nous avons re-sŽquencŽ, re-assemblŽ et re-annotŽ trois souches de 
rŽfŽrence de cette bactŽrie qui avaient des gŽnomes complets, en utilisant un sŽquen•age en 
long-read. Nous avons mis en Žvidence des erreurs d'assemblage sur les trois gŽnomes 
publiŽs, que nous avons corrigŽ. Une Žtude du pangŽnome de ces trois souches montre un 
gŽnome core important. La plasticitŽ de l'esp•ce serait donc plus dans l'organisation du 
gŽnome que dans les diffŽrentes capacitŽs de codage. 

 Une sous partie du gŽnome core, dont les g•nes ont un pourcentage d'identitŽ 
nuclŽotidique plus faible que la plupart (gŽnome core variant) est intŽressante pour expliquer 
les diffŽrences phŽnotypiques de ces bactŽries. Nous avons ŽtudiŽ la rŽpartition d'un facteur 
de virulence, les fimbriae, structures d'adhŽsion, au sein du genre Porphyromonas et liŽ les 
loci ˆ la phylogŽnie et au caract•re pathog•ne des esp•ces. 

 Finalement, une description de la dysbiose qui a lieu lors d'une parodontite est faite par 
une analyse du microbiote de patients atteints de parodontite et d'individus sains. Les genres 
prŽpondŽrants lors des deux Žtats sont mis en Žvidence. 

 Au cours de ces travaux, nous montrons l'importance de la biocuration et sa valeur 
ajoutŽe dans les travaux de gŽnomique et bioinformatique en gŽnŽral. Seulement en faisant ce 
travail lent et lourd de biocuration, les rŽponses apportŽes aux questions biologiques seront 
pertinentes. 
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Abstract 

 Bacteria of Bacteroidetes phylum, Bacteroidia class, are amongst the more important in 
gastrointestimal microbiota, either human or from other mammals. The mouth, digestive tube 
entry, is an environment with varied anatomic sites, each having a particular microbiota with 
different composition. The union between gingiva and teeth, the gingival sulcus, is a site for 
biofilm (dental plaque) formation and accumulation. Porphyromonas gingivalis, a bacterium 
from this phylum, can modulate the inmune system and produce an oral biofilm 
desequilibrium called dysbiosis. This triggers the formation of a periodontal pocket, a 
pathological deepening of the gingival sulcus, and the emergence of periodontitis. Other 
Porphyromonas species are also associated to periodontitis, mainly in canids. 

 P. gingivalis populations are panmictic and their genomes are highly plastic. 
Bioinformatics can help to identify the causes of this genomic mosaicity, to study 
Porphyromonas virulence factors in order to explain why some species are pathogens and 
other are commensal, and to describe the dysbiosis linked to periodontitis. 

 P. gingivalis comparative genomics showed a correlation between the number of 
contigs in draft genomes and genomic repeats, mainly insertion sequences. We resequenced, 
reassembled and reannotated three reference strains of this bacterium that already had 
complete published genomes, using long-read sequencing. We showed that misassemblies 
were present in the three published genomes, and we corrected them. A pangenome study of 
the three strains showed that the core genome is preponderant. The species plasticity might be 
related more to the genome organization than to different coding capacities. 

 A subpart of th core genome, with genes having a nucleotidic identity percentage lower 
than the majority (variable core genome), is interesting for explaining the phenotypic 
differences of bacteria. We analysed the repertoire of a virulence factor, fimbriae, adhesion 
structures, in the Porphyromonas genus to link the loci to phylogeny and pathogenicity of its 
species. 

 Finally, we described the dysbiosis occuring with periodontitis, analysing gingival 
microbiota of patients having the illness and healthy individuals. Preponderant genera in both 
states are highlighted. 

 With this work, we demonstrate the importance of biocuration and its added value for 
genomic and bioinformatic studies in general. Only with this slow and arduous work, the 
answers to biological questions will be relevant. 
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Resumen 

 Las bacterias del phylum Bacteroidetes, clase Bacteroidia, son de las m‡s importantes en 
los microbiotas gastrointestinales humanos y de otros mam’feros. La boca, entrada del tubo 
digestivo, posee sitios anat—micos diferentes a los cuales se asocian microbiotas de variable 
composici—n. La uni—n de la enc’a con los dientes, el surco gingival, es sitio de dŽposito de un 
biofilm complejo llamado placa dental. Una bacteria de este phylum, Porphyromonas 
gingivalis, es capaz de perturbar el sistema inmune y de producir un desequilibrio del biofilm 
oral denominado disbiosis. Esto desencadena la formaci—n de una bolsa periodontal, la 
profundizaci—n patol—gica del surco gingival, y la aparici—n de la periodontitis. Otras especies 
del gŽnero Porphyromonas han sido asociadas a la periodontitis de otros mam’feros, en 
particular de los c‡nidos. 

 Las poblaciones de P. gingivalis son panm’cticas y la plasticidad de sus genomas es 
importante. La bioinform‡tica puede ayudar a identificar las causas de la mosaicidad de los 
genomas de esta bacteria, a estudiar sus factores de virulencia a nivel del gŽnero bacteriano 
para explicar la existencia de especies pat—genas y de otras comensales, y a describir la 
disbiosis relacionada con la periodontitis. 

 Mediante nuestros trabajos de gen—mica comparada de P. gingivalis, demostramos una 
correlaci—n entre el nœmero de contigs en los genomas draft de esta especie y sus repeticiones 
gen—micas, principalmente, secuencias de inserci—n. Secuenciamos, ensamblamos y anotamos 
de nuevo tres genomas de cepas de referencia de esta bacteria, usando una tecnolog’a de 
secuenciaci—n de long-read. Estas cepas ya pose’an genomas completos. Mostramos que los 
tres genomas previamente publicados conten’an errores de reconstrucci—n, que corregimos. El 
estudio del pangenoma de estas tres cepas muestra un porcentaje importante de genes en 
comœn, un genoma core. La plasticidad de la especie estar’a relacionada m‡s con la 
organizaci—n de su genoma que con el contenido de genes. 

 Una parte del genoma core, cuyos genes poseen un porcentaje de identidad nucleot’dica 
m‡s baja que la mayor’a (genoma core variante) es interesante para explicar las diferencias 
fenot’picas de estas bacterias. Estudiamos la repartici—n de un factor de virulencia, las 
fimbrias, estructuras de adhesi—n, en el gŽnero Porphyromonas y relacionamos sus loci a la 
filogenia y a las caracter’sticas de patogenicidad de las especies de dicho gŽnero. 

 Finalmente, hicimos una descripci—n de la disbiosis que se lleva a cabo durante el 
desarrollo de una periodontitis, analizando los microbiotas gingivales de pacientes con 
periodontitis y de individuos sanos. Los gŽneros bacterianos preponderantes, en ambos 
estados, fueron descritos. 

 Mediante estos trabajos, mostramos la importancia de la biocuraci—n y su valor 
agregado en los tabajos de gen—mica y de bioinform‡tica en general. Solamente realizando 
este trabajo lento y arduo, las respuestas dadas a las preguntas biol—gicas ser‡n pertinentes. 
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Figure 1. ExpŽrience de Griffith. LÕinoculation des souris avec des bactŽries S virulentes tue les souris, tandis que les bactŽries R 

avirulentes ne les tuent pas. Les bactŽries S tuŽes par la chaleur ne sont pas lŽtales, mais ces m•mes bactŽries S tuŽes par la chaleur 

inoculŽes avec des bactŽries R vivantes, sont lŽtales pour la souris. Un "agent transformant" dans les bactŽries S tuŽes par la 

chaleur est capable de transformer les bactŽries R en S. 

AdaptŽ de http://istudy.pk/bacterial-transformation/ et https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Griffith_experiment.svg 
TŽlŽchargŽes le 22 octobre 2017
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1. De lÕADN aux annotations gŽnomiques 

1.1. DŽcouverte de l'ADN comme support de lÕinformation gŽnŽtique 

 La premi•re Žtude concernant la molŽcule dÕADN est gŽnŽralement attribuŽe au 

chercheur suisse F. Miescher qui a rŽussi ˆ isoler, en 1869, dans le noyau des cellules, une 

substance quÕil nomme nuclŽine, du latin nucleus, noyau (Wallis 1999). En 1889, son Žl•ve, 

R. Altmann isole les deux composants de la nuclŽine : des protŽines et une substance acide 

quÕil dŽsigne acide nuclŽique dont les quatre bases azotŽes (adŽnine, cytosine, thymine et 

guanine) seront dŽcrites en 1896 par A. Kossel. Le dŽsoxyribose, associŽ ˆ lÕacide nuclŽique 

est dŽcouvert en 1928 par P. Levene et J. Lunn. 

 En 1928, le mŽdecin britannique F. Griffith dŽcrit deux types de pneumocoques isolŽs 

de biopsies de poumon et dÕexpectorations de pr•s de 300 cas de pneumonie (Griffith 1928). 

Les deux types sont appelŽs S pour smooth (lisse) et R pour rough (rugueux), pour l'aspect 

des colonies en culture pure. Le type S est virulent et tue les souris inoculŽes en quelques 

jours, tandis que les pneumocoques de type R sont avirulents. L'inoculation de souris avec le 

type R vivant et le type S tuŽ par la chaleur entra”ne la mort des souris et la rŽcupŽration de 

colonies de type S (Figure 1). Par cette expŽrience, Griffith montre quÕil survient une 

transformation des bactŽries de type R en type S et que ce changement est stable et 

irrŽversible. Il existerait donc un "agent transformant" provenant des cellules mortes et 

confŽrant des propriŽtŽs hŽrŽditaires. 

 Plus d'une dŽcennie apr•s ces observations, O. Avery et collaborateurs caractŽrisent 

cet agent (Avery et al. 1944). Avec les mŽthodes de l'Žpoque, ils dŽmontrent que la fraction 

active, responsable de cette transformation, ne contient ni protŽines, ni lipides, ni 

polysaccharides et correspond exclusivement ˆ "une forme visqueuse et polymŽrisŽe d'acide 

dŽsoxyribonuclŽique". 

 MalgrŽ ces preuves, la communautŽ scientifique de l'Žpoque est divisŽe. La simplicitŽ 

de l'acide dŽsoxyribonuclŽique (ADN) ne pourrait pas vŽhiculer une information complexe 

comme l'hŽrŽditŽ et les protŽines, bien plus diverses et complexes, sembleraient de bien 

meilleures candidates. Peu ˆ peu, plusieurs travaux s'accumulent pour dŽmontrer que l'ADN 

est bien le porteur de l'information gŽnŽtique. En 1950, un chimiste autrichien, E. Chargaff, 

prouve que cette molŽcule est constituŽe de quantitŽs variables de quatre bases azotŽes : deux 
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Figure 2. ExpŽrience de Hershey & Chase. L'ADN du phage T2 est marquŽ au phosphore 32, une autre culture de phages est 

marquŽe au souffre 35 qui s'incorpore aux protŽines de capside. Ces deux types de phages sont mis en contact avec une culture 

d'Escherichia coli. Apr•s l'infection, les cellules sont lavŽes pour Žliminer les phages non adhŽrŽs aux bactŽries, puis les cultures 

sont centrifugŽes. Les bactŽries infectŽes par les phages marquŽs au 35S ne produisent pas des phages marquŽs, tandis que les 

cellules infectŽes par les phages marquŽs au 32P, produisent des phages marquŽs au 32P. 

AdaptŽ de https://commons.wikimedia.org/wiki/File:OSC_Microbio_10_01_HersheyChase.jpg 
TŽlŽchargŽe le 22 octobre 2017
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Figure 3. Structure de l'ADN. Photographie de la cristallographie aux rayon X de l'ADN, mod•le schŽmatique de l'ADN prŽsentŽ 

par Watson et Crick dans leur publication de 1953 dans Nature, reprŽsentation des atomes dans une double hŽlice d'ADN et 

schŽma en couleur de l'ADN, avec les diffŽrentes bases azotŽes reprŽsentŽes ˆ droite. 

AdaptŽs de https://knowledgeclass.blogspot.fr/2015/05/chemical-composition-of-dna.html ; Watson and Crick 1953a ; 
http://www.enzymlogic.com (pris de flickr.com) et https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Difference_DNA_RNA-EN.svg 
TŽlŽchargŽes le 22 octobre 2017
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purines (adŽnine A et guanine G) et deux pyrimidines (cytosine C et thymine T) et que sa 

composition est caractŽristique de chaque esp•ce. Il propose deux r•gles qui portent son nom 

(les r•gles de Chargaff) qui stipulent que dans lÕADN, la somme des purines Žgale la somme 

des pyrimidines et que les ratios entre les bases A-T ou C-G sont constants et Žgaux ˆ un, et 

ceci dans toutes les esp•ces ŽtudiŽes (Chargaff 1950). 

 Une des preuves les plus remarquable viendra des travaux dÕA. Hershey et M. Chase 

en 1952 (Figure 2). En marquant diffŽrentiellement lÕADN et les protŽines du phage T2 puis 

en infectant une souche sensible dÕEscherichia coli, ils dŽmontr•rent que seul lÕADN est 

capable de pŽnŽtrer la bactŽrie, les protŽines de capside restant ˆ la surface de la bactŽrie. 

Cette internalisation de lÕADN seul suffit ˆ produire de nouvelles particules phagiques, ce qui 

prouve que chez les virus, cÕest bien la molŽcule dÕADN qui constitue le matŽriel hŽrŽditaire 

(Hershey and Chase 1952). 

 En 1953, sur la base des observations rŽalisŽes par R. Franklin et M. Wilkins en 

diffraction aux rayons X, J. Watson et F. Crick publient le fameux mod•le dÕADN en double 

hŽlice (Figure 3), constituŽ de deux brins antiparall•les de groupements phosphate et 

dŽsoxyribose, appariŽs par des liaisons hydrog•ne entre les pyrimidines d'un brin et les 

purines de l'autre : A avec T et C avec G (Watson and Crick 1953a). Cet appariement 

correspond parfaitement aux r•gles de Chargaff et sugg•re le mŽcanisme de reproduction du 

matŽriel gŽnŽtique par dissociation des deux brins, chacun servant de matrice ˆ une nouvelle 

double hŽlice (Watson and Crick 1953b). En 1958, M. Meselson et F. Stahl confirment que la 

rŽplication de lÕADN est semi-conservative (Meselson and Stahl 1958) et la m•me annŽe, 

l'Žquipe de A. Kornberg isole et caractŽrise lÕADN polymŽrase, enzyme responsable de cette 

rŽplication semi-conservative (Lehman et al. 1958). 

 En 1955, les expŽriences de H. Fraenkel-Conrat et R. Williams sur diffŽrents sŽrotypes 

du virus ARN de la mosa•que du tabac montrent que l'infection de la plante avec un virus 

hybride reconstituŽ ˆ partir de protŽines de TMV (tobacco mosaic virus commun) et l'ARN du 

HR (Holmes ribgrass aussi connu comme Ribgrass strain of TMV) rŽsulte en lŽsions 

caractŽristiques de HR. Les particules virales produites in planta sont identiques en 

composition d'acides aminŽs et sŽrologiquement au virus HR qui a fourni l'ARN. L'ARN est 

donc le dŽterminant gŽnŽtique (Fraenkel-Conrat and Williams 1955). LÕannŽe suivante, les 

travaux de P. Zamecnik et collaborateurs dŽcrivent que la synth•se des protŽines a lieu dans 

des "particules microsomales constituŽes de nuclŽoprotŽines", les ribosomes (Zamecnik et al. 



! !

Figure 4. Le code gŽnŽtique. La lecture de l'ARNm se fait par des triplets non-chevauchants appelŽs codons. Ë chaque codon, 

correspond un anticodon sur les ARNt qui transportent un seul acide aminŽ. Ë droite, une reprŽsentation circulaire du code 

gŽnŽtique avec toutes les correspondances pour les 64 codons possibles. La lecture se fait de l'intŽrieur vers l'extŽrieur et la 

correspondance en acide aminŽs peut •tre lue en rouge (code de trois lettres pour chaque acide aminŽ). 

AdaptŽs de http://hyperphysics.phy-astr.gsu.edu/Nave-html/Faithpathh/codelife2.html et https://www.flickr.com/photos/aleiex/
1208438950/ 
TŽlŽchargŽes le 22 octobre 2017
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1956). Avec peu d'informations supplŽmentaires, F. Crick Žmet deux principes qu'il ne peut 

pas prouver, l'hypoth•se de la sŽquence (The Sequence Hypothesis) et le dogme central (The 

Central Dogma). L'hypoth•se de la sŽquence est que la spŽcificitŽ d'un acide nuclŽique est 

portŽe seulement par la sŽquence de ses bases et que cette sŽquence est un code simple pour la 

sŽquence d'acides aminŽs d'une protŽine donnŽe. Le dogme central est que la transmission de 

l'information pour la dŽtermination de la sŽquence est unidirectionnelle avec seulement deux 

possibilitŽs : d'un acide nuclŽique vers un autre acide nuclŽique ou d'un acide nuclŽique vers 

une protŽine (Crick 1958). 

 La dŽcennie suivante plusieurs travaux visent ˆ dŽcrypter le code des acides 

nuclŽiques pour prŽdire la sŽquence des acides aminŽs. En 1957, l'hypoth•se du code 

gŽnŽtique par triplets non-chevauchants est Žmise (Crick et al. 1957) et la synth•se in vitro 

dÕun polypeptide de phŽnylalanine ˆ partir dÕun ARN-poly-U (Matthaei et al. 1962) ont servi 

ˆ dŽcoder le premier codon UUU qui code donc pour la phŽnylalanine. L'Žlucidation finale du 

code gŽnŽtique par lecture non chevauchante et dŽgŽnŽrŽe de triplets dÕADN (Figure 4) fut le 

travail de plusieurs chercheurs (Khorana et al. 1966; Matthaei et al. 1962; Nirenberg and 

Leder 1964; Nirenberg et al. 1966; Ochoa 1964). Depuis, certaines de ces dŽcouvertes ont ŽtŽ 

nuancŽes avec les phŽnom•nes dÕARN non codant, dÕŽpissage alternatif ou bien encore de 

modifications ŽpigŽnŽtiques. Cependant, encore aujourdÕhui, presque 60 ans apr•s ces 

dŽcouvertes, l'ADN reste une molŽcule centrale de la recherche en biologie. 

 SimultanŽment ˆ ces dŽcouvertes sur la molŽcule dÕADN et sur les mŽcanismes 

associŽs, lÕinformatique Žmerge, avec lÕapparition des premiers calculateurs puis des premiers 

ordinateurs ; la biologie et lÕinformatique, deux sciences que, combinŽes, permettront 

lÕŽmergence dÕune nouvelle discipline : la bio-informatique.  

 

1.2. Emergence de la (bio)-informatique 

 D'apr•s le dictionnaire Larousse, le terme informatique vient des mots information et 

automatique, c'est la "science du traitement automatique et relationnel de l'information 

considŽrŽe comme le support des connaissances et des communications". Elle correspond 

Žgalement ˆ "l'ensemble des applications de cette science, mettant en Ïuvre des matŽriels 

(ordinateurs) et des logiciels". En anglais, l'informatique est appelŽe computer science, 

accentuant le lien de cette science avec les computers, calculateurs qui sont ˆ l'origine des 



! !

Figure 5. Horloge calculante de Schickard et la Pascaline. Deux des premi•res machines ˆ calculer de l'histoire, ˆ gauche : rŽplique 

du "Rechenuhr" de l'astronome allemand Schickard ; ˆ droite, Pascaline exposŽe au MusŽe des Arts et des MŽtiers ˆ Paris. 

Extraits de https://commons.wikimedia.org/wiki/Category:Schickard%27s_calculating_machine#/media/File:Schickardmaschine.jpg 
et https://commons.wikimedia.org/wiki/Pascaline#/media/File:Arts_et_Metiers_Pascaline_dsc03869.jpg 
TŽlŽchargŽes le 22 octobre 2017

Figure 6. La machine analytique de Babbage. Une des premi•res machines analytiques construites ˆ partir des notes de Babbage. 

Actuellement exposŽe au Science Museum ˆ Londres. Ë droite, les cartes perforŽes utilisŽes pour programmer la machine. 

Extraits de https://blog.sciencemuseum.org.uk/the-pride-and-passion-of-mr-babbage/ et http://history-computer.com/Babbage/
AnalyticalEngine.html 
TŽlŽchargŽes le 22 octobre 2017
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machines ˆ calculer, puis des appareils Žlectroniques capables d'exŽcuter des opŽrations 

arithmŽtiques et logiques appelŽes ordinateurs (Collen 1994). 

 

1.2.1. Les premiers calculateurs et machines ˆ calculer 

 LÕinformatique puisse ses fondements loin dans lÕhistoire. Ainsi, les calculateurs 

modernes dŽrivent dÕun principe ŽlaborŽ en Abyssinie et en MŽsopotamie vers 2000 avant J.-

C. ˆ lÕaide de pierres disposŽs sur le sol. De cette pratique dŽrive le nom moderne de calcul 

(calculus signifiant caillou en latin). DiffŽrentes appareils pour aider ˆ calculer apparaissent, 

tables de calcul, abaques ou bouliers, simultanŽment chez plusieurs peuples (ƒtrusques, 

Grecs, ƒgyptiens, Indiens, ChinoisÉ), puis la premi•re r•gle ˆ calculer, inventŽe par 

lÕŽcossais J. Napier entre 1617 et 1620 et connue sous le nom de Ç B‰ton de Neper È (Overton 

2001). 

 Les premi•res machines ˆ calculer mŽcaniques (Figure 5) dateraient de 1623 avec 

lÕhorloge calculante de l'astronome allemand W. Schickard et de 1642 pour la Pascaline, 

inventŽe par le philosophe et mathŽmaticien fran•ais B. Pascal (Mainzer 2004; Overton 

2001). Les premiers automatismes permettant dÕexŽcuter des sŽquences dÕopŽrations 

prŽenregistrŽes Žtaient sans rapport avec le calcul et concernaient dÕabord les horloges puis les 

automates, tr•s en vogue au XVIII•me si•cle. Au cours de ce si•cle, apparaissent les cartes 

perforŽes, utilisŽes sur les mŽtiers ˆ tisser pour contr™ler les mouvements des aiguilles, 

syst•me mis au point par B. Bouchon en 1725, puis amŽliorŽ par J-M. Jacquard en 1800. 

 En 1833, le mathŽmaticien britannique C. Babbage est le premier ˆ Žnoncer le principe 

d'un ordinateur. Constatant que les tables de calculs comportaient beaucoup dÕerreurs, il 

essaie de concevoir une machine qui exŽcuterait le travail sans fautes. Il utilise ces cartes 

perforŽes pour stocker des informations et fournir des instructions ˆ sa machine analytique 

(Figure 6). Cet appareil, qu'il ne pourra pas terminer, est lÕanc•tre mŽcanique des ordinateurs. 

Il a une unitŽ d'entrŽe qui re•oit les cartes perforŽes, une unitŽ de traitement qui prŽfigurait les 

processeurs actuels, une unitŽ de commande qui supervise les opŽrations et un magasin (store) 

o• Žtaient rangŽes les donnŽes et les rŽsultats intermŽdiaires et finaux (Collen and Kulikowski 

2015; Mainzer 2004). 



! !

Figure 8. L'ENIAC et l'IBM 650.  Premier ordinateur de l'histoire, l'ENIAC fut utilisŽ pour le calcul de trajectoires des missiles par 

l'armŽe des ƒtats-Unis. L'IBM 650 peut •tre considŽrŽ comme le premier ordinateur commercial et plusieurs universitŽs se sont ŽquipŽes 

de cet ordinateur. 

Extraits de https://commons.wikimedia.org/wiki/ENIAC#/media/File:Classic_shot_of_the_ENIAC.jpg et https://commons.wikimedia.org/
wiki/Category:IBM_650#/media/File:IBM_650_at_Texas_A%26M.jpg 
TŽlŽchargŽes le 22 octobre 2017

Figure 7. RŽplique de Bombe. RŽplique compl•te de la machine Žlectro-mŽcanique utilisŽe par les britaniques pour dŽcrypter les 

messages codŽes des Nazies pendant la Seconde Guerre Mondiale, con•ue par Alan Turing ˆ Bletchley Park. Ë gauche, vue de la 

machine fermŽe et ˆ droite, ouverte.  

Extraits de https://commons.wikimedia.org/wiki/Category:Bletchley_Park_Bombe#/media/File:A_Turing_Bombe,_Bletchley_Park_-
_geograph.org.uk_-_1590986.jpg et ~590997.jpg 
TŽlŽchargŽes le 22 octobre 2017
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 En 1842, A. Lovelace, collaboratrice de C. Babbage, dŽfinit le principe des itŽrations 

successives dans l'exŽcution d'une opŽration. Elle crŽe ainsi le premier algorithme destinŽ ˆ 

•tre exŽcutŽ par une machine, et devient la premi•re programmatrice (Sammet 1969). 

 En 1896, H. Hollerith crŽe la sociŽtŽ Tabulation Machine Corporation qui 

deviendra International Business Machines Corporation (IBM) en 1924. En 1937, G. Stibitz, 

ingŽnieur de Bell Labs, met au point le premier calculateur binaire ŽlectromŽcanique ˆ partir 

de relais tŽlŽphoniques et faisant appel ˆ la logique boolŽenne mise en place par G. Boole en 

1854 (Collen and Kulikowski 2015). En 1937, A. Turing publia les principes des machines 

appelŽe actuellement Machines de Turing, capables de suivre de mani•re autonome les ordres 

codŽs par un algorithme (Turing 1937). Pendant la Seconde Guerre Mondiale, Turing et ses 

collaborateurs ont utilisŽ le premier calculateur Žlectro-mŽcanique, Bombe (Figure 7), pour 

dŽcoder le code Enigma des Nazis, prouvant que les calculateurs pouvaient •tre utilisŽs pour 

bien plus que traiter des chiffres (Collen and Kulikowski 2015). 

 

1.2.2. Premiers ordinateurs et Žmergence conjointe de la bioinformatique 

 En 1943, P. Eckert et J. Mauchly, aux ƒtats-Unis, proposent la construction du premier 

vŽritable ordinateur de lÕhistoire, connu sous le nom de Electronic Numerical Integrator and 

Computer (ENIAC) pour aider l'armŽe ˆ calculer les trajectoires des nouvelles armes et 

munitions produites pour la Seconde Guerre Mondiale (Figure 8). Sa construction se termina 

en fŽvrier 1946, six mois apr•s la fin de la guerre (Polachek 1997). 

 Afin de communiquer avec la machine, les premiers langages de programmation, dits 

d'assemblage, sont utilisŽs pour reprŽsenter, avec des mots lisibles par l'humain, des 

instructions en langage machine (binaire). En 1955, la compagnie IBM, introduit l'IBM 650, 

le premier ordinateur commercial (Figure 8) et offre des "bourses d'Žtudes" (educational 

grants) aux universitŽs pour qu'elles s'en Žquipent. Plusieurs universitŽs ont installŽ 

l'ordinateur, principalement pour rŽaliser des calculs statistiques. Peu ˆ peu des structures 

d'informatique ont ŽtŽ crŽŽes (Galler 1986). Entre 1954-1957, le langage FORTRAN 

(FORmula TRANslator), un des premiers langages procŽduraux de haut niveau est dŽveloppŽ 

par J. Backus et collaborateurs (Backus and Heising 1964). 

 Dans les annŽes 1960, alors que le code gŽnŽtique est dŽchiffrŽ et que J. Monod, F. 

Jacob et A. Lwoff dŽcrivent les mŽcanismes de la rŽgulation gŽnŽtique (Anonymous 1965), 



! !

Figure 9. Les bases de donnŽes de 1965 ˆ nos jours.  La croissance des bases de donnŽes est vertigineuse. D•s lÕouvrage de Dayhoff en 

1965 ˆ la fin des annŽes 1980, les donnŽes Žtaient publiŽes en livres ; puis en CD-ROM au dŽbut des annŽes 1990. Actuellement, la 

quantitŽ de donnŽes double pr•s de tous les 18 mois. 

AdaptŽ de http://blog.openhelix.eu/?p=1078 ; https://commons.wikimedia.org/wiki/File:NucleotideSequences_86_87.jpeg et Cochrane et 
al. (2016) ÔThe International Nucleotide Sequence Database CollaborationÕ Nucleic Acids Res, 44 (Database issue), D48-D50. 
TŽlŽchargŽes le 22 octobre 2017

50 sŽquences de protŽines Collection de 8 livres

Year
Nucleotides in 

assembled/annotated 
sequences

September 2012 450 481 663 919

September 2013 670 004 320 378

September 2014 997 958 152 853

September 2015 1 401 669 271 501
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les ordinateurs se dotent dÕŽcran, de clavier, de mŽmoire virtuelle et de circuits imprimŽs 

(puces) leur permettant de rŽaliser des millions dÕopŽrations par seconde, les faisant plus 

facilement utilisables. Plusieurs utilisateurs, des chercheurs de diffŽrents domaines pour la 

plupart, rŽalisent l'intŽr•t des ordinateurs dans les sciences de la vie. 

 En 1964, M. Dayhoff utilise des logiciels Žcrits en Fortran pour aider ˆ dŽterminer la 

sŽquence d'acides aminŽs d'une protŽine en utilisant l'information des peptides rŽsultant de 

son hydrolyse. Elle fut une des premi•res scientifiques ˆ dŽmontrer concr•tement l'utilitŽ des 

ordinateurs en biologie et ˆ rendre son code publique (Dayhoff 1965b). Cette m•me annŽe, 

elle publie le premier recueil, sous forme de livre, de 50 protŽines (Figure 9) : Atlas of 

Protein Sequence and Structure, anc•tre de nos banques de donnŽes modernes (Dayhoff 

1965a). En 1967, W. Fitch et E. Margoliash Žtablissent les premiers arbres phylogŽnŽtiques 

en comparant, par ordinateur, les sŽquences des protŽines du cytochome C de nombreuses 

esp•ces animales (Fitch and Margoliash 1967). 

 En 1969, le syst•me opŽratif UNiplexed Information and Computing Service ou Unics 

qui deviendra UNIX et lÕAdvanced Research Projects Agency Network (ARPANET), 

lÕanc•tre de notre internet actuel, font leur apparition. Ë lÕorigine, ARPANET permettait de 

relier quatre universitŽs amŽricaines (Glowniak 1998). Pendant les dix annŽes suivantes se 

dŽveloppe lÕemail, l'Ethernet, l'Internet et les ordinateurs personnels (Personal Computer ou 

PC par des entreprises comme IBM et Apple) alors que la biologie progresse vers une vision 

molŽculaire du vivant avec le dŽveloppement du gŽnie gŽnŽtique et de la biologie 

molŽculaire. 

Cette nouvelle approche de lÕŽtude du vivant va entra”ner une accumulation sans 

prŽcŽdent de donnŽes variŽes (g•nes, gŽnomes, protŽinesÉ), quÕil est nŽcessaire de stocker et 

dÕanalyser. Aux ƒtats-Unis, la National Library of Medicine (NLM) est tr•s consultŽe dans 

les annŽes 1980 via Internet. La crŽation d'une subdivision de la NLM, le National Center for 

Biotechnology Information (NCBI) en 1988, regroupe plusieurs outils et bases de donnŽes, 

par exemple l'outil BLAST d'alignement de sŽquences (Altschul et al. 1990), le syst•me de 

recherche et d'acc•s ˆ toutes les donnŽes du NCBI via ENTREZ (littŽralement entrez), les 

banques de donnŽes de sŽquences nuclŽiques GenBank crŽe en 1982, entre bien d'autres (K. 

A. Smith 2008). La International Nucleotide Sequence Database Collaboration (INSDC) est 

une initiative de coopŽration des bases de donnŽes nuclŽotidiques : GenBank du NCBI, 

European Nucleotide Archive (ENA) du European Molecular Biology Laboratory-European 



! !

Figure 10. ƒvolution de l'informatique et apparition de la bioinformatique. D•s les annŽes 1940 avec l'apparition des premiers 

ordinateurs aux annŽes 1990, informatique et biologie ont progressŽ en parall•le au point qu'au milieu des annŽes 1960, la distinction 

entre les deux disciplines est de plus en plus floue. De nos jours, nous parlons de bioinformatique et nous ne concevons plus la 

biologie sans la biologie in silico. 

Photos extraites de : https://www.flickr.com/ (thekibster ENIAC ; Mikel Agirregabiria ibm650de1953) ; http://
www.thehistoryblog.com/archives/date/2013/05/11 ; http://blog.openhelix.eu/?p=1078 ; https://commons.wikimedia.org/wiki/
File:Unix_Logo.gif ; https://www.ncbi.nlm.nih.gov et Fitch & Margoliash 1967. 
TŽlŽchargŽes le 24 octobre 2017.

ENIAC 
1943

IBM 650 
1955

1953 
Structure 

de 
l'ADN

FORTRAN 
1957

1958 
Dogme 
Central

DŽtermination 
d'une sŽquence 
protŽique par 

ordinateur 
1964

1965 
Atlas of 
Protein 

Sequence and 
Structure 

Premiers arbres 
phylogŽnŽtiques 

1967

UNIX et 
ARPANET 

1969

1982 
GenBank

1988 
NCBI

BLAST 
1990

Fitch & 
Margoliash 

1967



 

 8 

Bioinformatics Institute (EMBL-EBI) et le DNA Data Bank of Japan (DDBJ) du National 

Institute of Genetics (NIG). Les annŽes rŽcentes, ont connu une explosion de donnŽes, des 

bases de donnŽes, des mŽthodes pour les traiter (Figure 9). 

La "bioinformatique" marque lÕapparition dÕune nouvelle branche de la biologie, 

qualifiŽe dÕin silico, discipline ˆ part enti•re qui collecte et d'analyse des donnŽes biologiques 

complexes, en Žlaborant des outils et des stratŽgies adaptŽes pour les traiter et les comprendre 

(Figure 10). 

 

1.3. GŽnomes et gŽnomique 

 D'apr•s le dictionnaire Larousse, le terme gŽnome correspond ˆ "lÕensemble du 

matŽriel gŽnŽtique, cÕest-ˆ-dire des molŽcules dÕADN, dÕune cellule". Le terme gŽnome est 

attribuŽ au botaniste allemand H. Winkler, qui utilisa ce nom pour dŽcrire lÕensemble des 

g•nes (dŽterminants hŽrŽditaires) prŽsents les chromosomes et spŽcifique ˆ chaque esp•ce. 

Chaque organisme, virus, procaryote ou eucaryote, poss•de un gŽnome composŽ dÕADN, ˆ 

l'exception de certains virus ˆ ARN. Le gŽnome porte lÕensemble des informations gŽnŽtiques 

dÕun individu et sera intŽgralement ou partiellement transmis ˆ sa descendance (Lederberg 

2001). 

 LÕorganisation des gŽnomes des cellules eucaryotes et procaryotes diff•re. Chez les 

procaryotes, lÕADN est gŽnŽralement haplo•de, constituŽ dÕun chromosome unique et 

circulaire, compactŽ en nuclŽo•de. Certaines ADN circulaires extra-chromosomiques 

nommŽes plasmides ou mŽga-plasmides sont parfois prŽsents. Chez certains organismes 

bactŽriens, deux chromosomes circulaires distincts peuvent exister et une petite fraction des 

chromosomes bactŽriens (tels que ceux de Streptomyces, Agrobacterium et Borrelia) sont 

linŽaires et poss•dent des tŽlom•res, toutefois tr•s diffŽrentes de ceux des chromosomes 

eucaryotes (Badrinarayanan et al. 2015). Chez les eucaryotes, le terme gŽnome, Žvoque 

essentiellement le gŽnome nuclŽaire diplo•de qui comporte un nombre N de chromosomes qui 

varie selon les esp•ces (par exemple N=14 pour le parasite Plasmodium falciparum, 

responsable du paludisme, N=46 pour lÕhumain et N=308 pour le mžrier noir). Au gŽnome 

nuclŽaire, sÕajoute un gŽnome mitochondrial chez la quasi-totalitŽ des eucaryotes et un 

gŽnome chloroplastique chez les plantes et les algues photosynthŽtiques (Howe et al. 2003; 

Shi et al. 2017). 



! !

Virus

BactŽrie

Champignons

Protozoaires

Plantes Amphibiens

Mollusques PoissonsOiseaux

Reptiles

Mammif•res
Insectes

Poissons  
cartilagineux

Figure 11. Tailles de gŽnomes d'organismes procaryotes et eucaryotes. Ë gauche, rang des tailles des gŽnomes par groupe 

dÕorganismes. Ë droite, quelques exemples de tailles de gŽnomes bactŽriens. 

AdaptŽ de https://www.mun.ca/biology/desmid/brian/BIOL2060/BIOL2060-18/18_11.jpg et Oshima et al. (2013) ÔGenomic and 
Evolutionary aspects of phytoplasmasÕ Front Microbiol, 4, 230. 
TŽlŽchargŽes le 22 octobre 2017
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 En gŽnomique, la taille des gŽnomes est mesurŽe en nuclŽotides (nt) et exprimŽ en 

paires de bases (pb) : kilobase (kb = 1 000 nt) ou mŽgabase (Mb = 1 000 000 nt). La 

biodiversitŽ des tailles gŽnomiques est remarquable, allant de petits gŽnomes de milliers de 

bases pour les virus ˆ des gŽnomes gigantesques de 147.3 Gb chez une esp•ce de foug•re, 

Tmesipteris obliqua (Hidalgo et al. 2017). Chez les bactŽries, le rang est dÕenviron 150 kb 

chez des bactŽrie endosymbiotiques comme Carsonella ruddii (Riley et al. 2017) et 

Hodgkinia cicadicola (McCutcheon et al. 2009) ˆ 12-13 Mb pour des bactŽries des 

environnements complexes comme Sorangium cellulosum (Han et al. 2013) ou Archangium 

gephyra (Sharma and Subramanian 2017) (Figure 11). 

 La gŽnomique, est un terme proposŽ en 1986 par T. Roderick, dŽsignant lÕŽtude des 

gŽnomes. Cette discipline de la bioinformatique, est ˆ lÕinterface de la biologie et de 

l'informatique et int•gre les connaissance de biologie cellulaire et molŽculaire avec les 

techniques informatiques et mathŽmatiques pour permettre une interprŽtation des sŽquences 

gŽnomiques et lÕŽlaboration de mod•les et d'hypoth•ses fonctionnelles (Cole and Saint Girons 

1994). 

 En fait, il serait plus correct de parler de gŽnomiques au pluriel car cette discipline 

comporte diffŽrents volets, chacun faisant appel ˆ des expertises diffŽrentes : la gŽnomique 

structurale qui cherche ˆ cartographier la structure des gŽnomes, la gŽnomique fonctionnelle 

qui explore la fonction des g•nes et des protŽines en intŽgrant des Žtudes in silico et in vitro 

comme la transcriptomique ou la protŽomique, la gŽnomique comparative qui confronte 

lÕorganisation et la rŽpartition des g•nes entre plusieurs organismes pour en tirer des 

hypoth•ses fonctionnelles ou phylogŽnŽtiques et la gŽnomique environnementale avec 

notamment lÕŽtude des mŽtagŽnomes et des microbiomes qui rassemblent les Žtudes des 

biodiversitŽs gŽniques dÕenvironnements comme les ocŽans, les sols ou les intestins sans 

culture ou isolement prŽalable des organismes prŽsents. 

 Les domaines d'application de la gŽnomique sont vastes mais sans chercher 

lÕexhaustivitŽ, des retombŽes en santŽ humaine, animale et vŽgŽtale peuvent •tre citŽes, avec 

la comprŽhension des maladies dÕorigine gŽnŽtique, lÕŽtude des interactions entre g•nes et 

environnement, les constructions et le transfert de g•nes (thŽrapie gŽnique), la production de 

molŽcules pharmaceutiques. La gŽnomique constitue ainsi un p™le d'innovation important en 

biotechnologie, en agroalimentaire, en agronomie et en sciences environnementales. 

 



! !



 

 10 

1.4. SŽquen•age de gŽnomes 

 La base de toutes les branches de la gŽnomique est le gŽnome, il est donc nŽcessaire 

de conna”tre la sŽquence des nuclŽotides du gŽnome pour pouvoir lÕŽtudier. La dŽtermination 

de lÕordre des nuclŽotides dans un gŽnome se fait par un processus dit de sŽquen•age (Figure 

12). 

 

1.4.1. Les origines du sŽquen•age 

Le principal frein ˆ lÕŽtude de lÕADN a ŽtŽ la difficultŽ technique ˆ le sŽquencer, 

contrairement au sŽquen•age de protŽines. Ce dernier dŽbuta d•s 1951-1955 avec la sŽrie de 

publications visant ˆ dŽterminer de la sŽquence de lÕinsuline par F. Sanger (Sanger and Tuppy 

1951b, 1951a; Sanger and Thompson 1953b, 1953a; Sanger et al. 1955). Avec la publication 

dÕune mŽthode de sŽquen•age protŽique par P. Edman et G. Begg (Edman and Begg 1967) et 

la commercialisation quasi simultanŽe par la sociŽtŽ Beckmann dÕun appareil automatique, le 

sŽquen•age des protŽines sÕest rapidement dŽmocratisŽ. 

 Le premier probl•me de lÕŽpoque Žtait le manque de disponibilitŽ dÕADN sous forme 

molŽculaire, les seules macromolŽcules de petite taille disponibles Žtant les virus. En se 

basant sur la mŽthode de dŽpurination acide dŽcrite par Chargaff en 1952, V. Ling obtient en 

1972 les premi•res sŽquences dÕoligonuclŽotides ˆ partir de phages Fd, F1 et PhiX (Ling 

1972a, 1972b). En 1973, lÕutilisation in vitro de syst•mes enzymatiques puis du mŽcanisme 

de rŽplication permit la dŽtermination de sŽquences de fragments des phages PhiX 174 

(Galibert et al. 1974; Ziff et al. 1973) et f1 (Sanger et al. 1973).  

 Toujours sur le principe de la rŽplication, F. Sanger utilisa les propriŽtŽs de synth•se et 

d'hydrolyse du fragment de Klenow issu de lÕhydrolyse de lÕADN polymŽrase I dÕEscherichia 

coli. SÕil manque un dŽsoxyribonucleotide tri-phosphate (dNTP) dans le milieu, l'enzyme de 

Klenow hydrolyse l'ADN en cours de synth•se et ce, jusquÕˆ la position du prochain dNTP 

disponible. Sur ce principe, F. Sanger dŽveloppa lÕapproche connue sous le nom de mŽthode 

Plus-Moins (Plus-Minus method) (Sanger and Coulson 1975) o• apr•s une courte synth•se en 

prŽsence des quatre dNTP dont un marquŽ au 32P, deux polymŽrisations supplŽmentaires sont 

effectuŽes : une dite plus o•, dans quatre tubes, un seul dNTP est ajoutŽ (provoquant lÕarr•t de 

toutes les extensions ˆ cette base) et une rŽaction dite moins o• trois dNTPs sont utilisŽs 

(provoquant lÕarr•t des sŽquences avant le nuclŽotide manquant). Les huit rŽactions sont 
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dŽnaturŽes, sŽparŽes en gel de polyacrylamide et les rŽsultats lus sur autoradiographies. C'est 

avec cette mŽthode que la sŽquence compl•te du phage Phi X174 (5 375 nt) a ŽtŽ dŽterminŽe 

(Sanger et al. 1977b), faisant de ce virus, le premier gŽnome ADN compl•tement dŽterminŽ. 

 

1.4.2. SŽquen•age de premi•re gŽnŽration 

F. Sanger amŽliora la technique Plus-Moins en rempla•ant les dNTPs et lÕactivitŽ 

exonuclŽase de la Klenow par des didŽsoxynuclŽotides (ddNTP), nuclŽotides identiques aux 

dŽrivŽs naturels ribonuclŽotides ou dŽsoxyribonuclŽotides mais dŽpourvus de lÕhydroxyle en 

position 3' (en plus du 2Õ des dNTPs). Ce groupement en 3Õ est requis pour la liaison 

phosphodiester qui relie les sucres et les phosphates du squelette de lÕADN, et donc 

lÕincorporation dÕun ddNTP dans une cha”ne naissante dÕADN entra”ne une terminaison 

prŽmaturŽe de la synth•se. Les amorces utilisŽes pour la synth•se d'ADN sont marquŽes 

radioactivement pour rendre les fragments d'ADN polymŽrisŽs dŽtectables lors de 

l'Žlectrophor•se. L'utilisation d'un ddNTP ˆ la fois, gŽn•re des cha”nes de longueur variable 

par incorporation au hasard du ddNTP et permet de reconstituer une sŽquence d'environ 250 

nt. Cette nouvelle mŽthode dites de terminaison de cha”ne (Sanger et al. 1977a) et connue 

sous le nom de sŽquen•age Sanger. 

 Quelques mois avant la publication de cette mŽthode, une Žquipe amŽricaine publiait 

une mŽthode alternative o• les synth•ses enzymatiques Žtaient remplacŽes par des 

dŽgradations partielles d'un fragment d'ADN (marquŽ in vitro en position 5' par du 32P) par 

des rŽactifs chimiques endommageant l'ADN prŽfŽrentiellement sur les bases A, G, C ou T. 

La mŽthode utilise le dimŽthyl-sulfate qui coupe les purines (A/G), prŽfŽrentiellement les A 

en condition acide, et l'hydrazine et la pipŽridine qui rompent les pyrimidines (C/T), la 

coupure des T Žtant inhibŽe par l'addition de NaCl. Secondairement, les liaisons phosphate-

sucre adjacentes sont cassŽes, libŽrant les ADN, tous marquŽs au 32P en 5Õ et se terminant sur 

la base qui prŽc•de celle endommagŽe, identifiŽe selon le rŽactif chimique utilisŽ. Les 

positions des bases peuvent •tre lues sur gel de polyacrylamide (Maxam and Gilbert 1977). 

Cette mŽthode dite de Maxam et Gilbert a ŽtŽ pendant plusieurs annŽes la mŽthode de 

rŽfŽrence. Elle s'appliquait particuli•rement bien ˆ l'ADN double brin alors que celle de 

Sanger nŽcessitait un ADN monobrin sur lequel sÕhybridait une amorce. Or ˆ lÕexception de 

quelques phages, la tr•s grande majoritŽ des gŽnomes sont double brin. 



! !

Figure 13. StratŽgies de sŽquen•age : ordonnŽ et shotgun. Ë gauche, le sŽquen•age dit ordonnŽ avec une premi•re fragmentation et 

ordonnancement des fragments. Ces grands fragments (ca 200 kb) sont ˆ nouveau fragmentŽs puis sŽquencŽs. Apr•s assemblage, les contigs 

peuvent •tre ordonnŽs par leur origine pour reconstruire le gŽnome. Ë droite, le sŽquen•age dit "Whole-genome shotgun", les gŽnomes sont 

fragmentŽs puis sŽquencŽs et assemblŽs en contigs. Les chevauchements entre contigs sont utilisŽs pour reconstruire le gŽnome. 

AdaptŽ de https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Whole_genome_shotgun_sequencing_versus_Hierarchical_shotgun_sequencing.png 
TŽlŽchargŽes le 23 octobre 2017
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 Cependant, dÕimportantes innovations techniques ont finalement donnŽ lÕavantage ˆ la 

mŽthode de Sanger. La premi•re provient des travaux de J. Messing ˆ la fin des annŽes 1970, 

qui dŽveloppa le clonage ˆ partir du phage M13 (Messing et al. 1977), permettant de cloner 

n'importe quel fragment d'ADN double brin et de le rŽcupŽrer sous forme monobrin. Le 

second grand changement fut le marquage radioactif des ddNTP (et non plus des amorces) 

puis l'utilisation de fluorochromes en remplacement de la radioactivitŽ (Prober et al. 1987). 

Ces fluorochromes peuvent •tre excitŽs par un laser et le signal peut •tre lu par un appareil 

optique ce qui permet de passer d'une lecture manuelle sur gel d'Žlectrophor•se au traitement 

automatique des rŽsultats. Ainsi, en 1986, le premier protocole de sŽquen•age d'ADN 

partiellement automatisŽ est Žtabli (L. M. Smith et al. 1986). La commercialisation du premier 

sŽquenceur automatique, l'ABI 370A d'Applied Biosystems, suit en 1987. Un autre progr•s 

apparu en 1990 correspond ˆ l'introduction de l'Žlectrophor•se capillaire pour sŽparer les 

ADN polymŽrisŽs lors des rŽactions de sŽquen•age ce qui permet dÕaugmenter le dŽbit 

(Luckey et al. 1990). Toutefois, en dŽpit de ces innovations, la vitesse de sŽquen•age de 

lÕADN reste encore modeste et les tailles des sŽquences lues limitŽes (500-1000 nt). Afin de 

pouvoir sŽquencer des gŽnomes complets de plusieurs millions de bases, il est nŽcessaire de 

coupler le sŽquen•age ˆ des Žtapes de biologie molŽculaire, qui permettent une fragmentation 

prŽalable de l'ADN puis son clonage afin de gŽnŽrer une banque gŽnomique. 

 Une des premi•res stratŽgies pour sŽquencer un gŽnome de taille importante fut 

l'utilisation d'un sŽquen•age dit ordonnŽ, par ordonnancement hiŽrarchique ou clone-par-

clone (Figure 13), consistant ˆ crŽer des cartographies physiques des gŽnomes (Kohara et al. 

1987; H. O. Smith and Birnstiel 1976) permettant de classer des fragments gŽnomiques clonŽs 

avant de les sŽquencer. La fragmentation peut •tre rŽalisŽ soit par des enzymes de restriction 

(digestion) soit par des ultrasons (sonication). Les grands fragments obtenus (ca 200 kb) sont 

insŽrŽs dans des vecteurs rŽplicatifs de type chromosomes bactŽriens artificiels (BAC). Une 

fois lÕordonnancement et le chevauchement de ces BAC rŽalisŽs, une banque dite minimale, 

assurant une couverture de 5 ˆ 10 fois la longueur totale du gŽnome ŽtudiŽ, est sŽlectionnŽe. 

Les fragments dÕADN de chacun des BAC retenus sont extraits puis fragmentŽs ˆ leur tour 

(ca 5Kb) avant clonage dans des plasmides puis sŽquen•age (Meyers et al. 2004). Cette 

approche prŽsente lÕavantage de faciliter lÕassemblage post-sŽquen•age gr‰ce aux 

chevauchements des BAC et offre la possibilitŽ de diviser le travail de sŽquen•age 

chromosome par chromosome, entre plusieurs laboratoires. Toutefois, lÕinconvŽnient majeur 



! !

Figure 14. Pages de couverture des publications du gŽnome humain. Ë gauche, la premi•re publication par le consortitum public dans 

Nature le 15 fŽvrier 2001 et ˆ droite, la publication du consortium privŽ du 16 fŽvrier 2001 dans Science. 

Extraits de http://www.nature.com/nature/journal/v409/n6822/index.html et http://science.sciencemag.org/content/291/5507/1304 
TŽlŽchargŽes le 23 octobre 2017
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reste le clonage de certaines sŽquences notamment celle contenant des faibles complexitŽs ou 

des rŽpŽtitions. 

 La seconde procŽdure, connue sous le nom de whole-genome shotgun (WGS), nŽglige 

la phase prŽalable dÕordonnancement et ne nŽcessite pas de cartes physiques (Figure 13). De 

nombreux fragments dÕADN, de tailles diffŽrentes sont gŽnŽrŽs au hasard, souvent de mani•re 

mŽcanique (par shearing) puis clonŽs et sŽquencŽs et le gŽnome est reconstruit par un 

traitement bioinformatique post-sŽquen•age dÕassemblage. Cette mŽthode a ŽtŽ employŽe en 

1995 pour sŽquencer le premier gŽnome procaryote, celui d'une souche de laboratoire de 

Haemophilus influenzae (Fleischmann et al. 1995). Puis celui de la bactŽrie avec un des plus 

petits gŽnomes connus, Mycoplasma genitalium, cette m•me annŽe (Fraser et al. 1995). Cette 

mŽthode est plus rapide et moins cožteuse en temps et en argent que la prŽcŽdente mais elle 

prŽsente les m•mes limites puisque les sŽquences rŽpŽtŽes de grande taille, frŽquentes dans 

les gŽnomes des mammif•res et de plantes, ne peuvent •tre correctement assemblŽs. 

 Les objectifs de gain de temps et de rŽduction du cožt, toujours plus ambitieux, ont ŽtŽ 

la force motrice du dŽveloppement des techniques de sŽquen•age d'ADN. Le projet phare 

Žtant le sŽquen•age du gŽnome humain car le volume dÕADN ˆ sŽquencer (ca 3!109) Žtait un 

vrai dŽfi, nŽcessitant des amŽliorations expŽrimentales et bioinformatiques. Deux groupes 

concurrents ont relevŽ ce dŽfi : le consortium international de sŽquen•age du gŽnome humain 

(International Human Genome Sequencing Consortium ou IHGSC), un groupement de 

laboratoires publiques coordonnŽ ˆ travers le monde, qui a utilisŽ lÕapproche ordonnŽe et 

Craig Venter qui a dirigŽ un groupe privŽ dont la stratŽgie a ŽtŽ le sŽquen•age WGS et un 

protocole s'appuyant sur un puissant logiciel d'assemblage des sŽquences. 

 Le projet public, plus lent, a publiŽ plusieurs versions prŽliminaires de haute qualitŽ de 

parties du gŽnome humain. La course se termina par une nŽgociation afin de publier les 

rŽsultats des gŽnomes drafts simultanŽment m•me si l'Žquipe de C. Venter avait un net 

avantage. Le projet public publia dans Nature le 15 fŽvrier 2001 (Lander et al. 2001; 

McPherson et al. 2001) et le projet privŽ dans Science le 16 fŽvrier 2001 (Venter et al. 2001) 

(Figure 14). Cependant, la sŽquence compl•te, de haute qualitŽ ne fut dŽlivrŽe qu'en octobre 

2004 (International Human Genome Sequencing Consortium 2004). 

 La vitesse et le cožt infŽrieur de la stratŽgie de shotgun, m•me pour un gŽnome de 

grande taille et de grande complexitŽ, ont conduit ˆ l'adoption de cette mŽthodologie pour la 



 

 14 

plupart des projets de sŽquen•age ultŽrieurs, ce qui marqua le dŽbut de la fin des 30 ans 

d'hŽgŽmonie de la mŽthode Sanger. 

 

1.4.3. SŽquen•age de deuxi•me gŽnŽration 

A partir de 2005, des amŽliorations technologiques ouvrent lÕ•re du sŽquen•age haut 

dŽbit (high-throughput sequencing ou HTS) plus couramment appelŽ NGS pour next-

generation sequencing ou actuellement SGS pour second-generation sequencing. Plusieurs 

mŽthodes SGS ont ŽtŽ dŽveloppŽes en m•me temps, par des sociŽtŽs privŽes concurrentes, ˆ 

partir de chimies diffŽrentes. Toutefois, elles prŽsentent en commun l'utilisation de la rŽaction 

en cha”ne par polymŽrase (PCR) pour amplifier l'ADN avant son sŽquen•age, Žliminant 

lÕŽtape de clonage, et le haut taux de parallŽlisation ˆ l'origine de leur haut dŽbit. Ce 

rendement permet de rŽduire considŽrablement le cožt de sŽquen•age au dŽtriment de la taille 

des sŽquences lues, les reads (Dark 2013; Mardis 2008; Myllykangas et al. 2012). 

 Introduite en 2005, la premi•re de ces mŽthodes est le pyrosŽquen•age dit 454 de 

Roche (Margulies et al. 2005) qui adapte les travaux de P. Nyren (Nyren 1987) et de M. 

Ronaghi et collaborateurs (Ronaghi et al. 1996) sur lÕutilisation des enzymes ATP-sulfurylase 

et lucifŽrase pour sŽquencer lÕADN. Cette biochimie appelŽe pyrosŽquen•age est la base du 

sŽquen•age 454. Dans cette technique, lÕADN gŽnomique est fragmentŽ mŽcaniquement par 

nŽbulisation, dŽnaturŽ (monocatŽnaire) et deux adaptateurs diffŽrents sont liŽs ˆ chaque 

extrŽmitŽ. L'un de ces adaptateurs est ensuite liŽ ˆ une bille et la sŽquence est amplifiŽe par un 

processus appelŽ PCR en Žmulsion (emPCR), dans un mŽlange d'eau et dÕhuile permettant 

dÕindividualiser chaque bille comme autant de micro-rŽacteurs o• plusieurs copies de l'ADN 

fixŽ sont produites. Les billes sont ensuite sŽparŽes sur une plaque composŽe de 100 000 puits 

de diam•tre 30 µm ne pouvant accueillir quÕune bille chacun. CÕest au sein de chacun de ces 

puits que va se rŽaliser la rŽaction de pyrosŽquen•age, avec une amorce complŽmentaire au 

second adaptateur. Contrairement au sŽquen•age Sanger, les nuclŽotides sont ajoutŽs de 

mani•re sŽquentielle (l'un apr•s lÕautre) et cyclique. Si le nuclŽotide ajoutŽ correspond ˆ celui 

attendu, il sÕincorpore en libŽrant un pyrophosphate, transformŽ par lÕATP-sulfurylase en 

ATP et utilisŽ ensuite par la lucifŽrase pour Žmettre un signal lumineux. Un traitement par une 

apyrase permet dÕŽliminer le surplus, puis le nuclŽotide suivant est incorporŽ et ainsi de suite. 

Le signal est enregistrŽ par une camŽra gŽnŽrant un pic dont la hauteur est fonction de 

l'intensitŽ du signal lumineux, elle-m•me proportionnelle au nombre de nuclŽotides 
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incorporŽs en m•me temps. La sŽquence peut alors •tre dŽduite de la taille des pics obtenus. 

Avec cette technologie, le dŽbit est considŽrable avec une capacitŽ de presque 1 Gb soit 1 000 

fois plus quÕen sŽquen•age Sanger. Cependant, le taux dÕerreur reste ŽlevŽ notamment au 

niveau des homopolym•res (rŽpŽtitions d'un nuclŽotide), car l'intensitŽ du signal n'est linŽaire 

que pour huit nuclŽotides consŽcutifs (Margulies et al. 2005). Ainsi, en 2013, Roche annonce 

sa dŽcision d'arr•ter compl•tement le dŽveloppement et le support des instruments utilisant 

cette technologie. 

 La deuxi•me mŽthode commercialisŽe est celle de Solexa, qui a changŽ ensuite son 

nom en Illumina. Dans cette mŽthodologie, une banque dÕADN double brin est gŽnŽrŽ par 

fractionnement alŽatoire dÕenviron 200 pb puis des adaptateurs spŽcifiques sont ajoutŽs aux 

extrŽmitŽs. Les fragments sont dŽnaturŽs et les ADN monocatŽnaires immobilisŽs ˆ des 

endroits spŽcifiques de la cellule gr‰ce ˆ un des deux adaptateurs. Une PCR en pont (bridge 

amplification) est utilisŽe pour gŽnŽrer des groupes (clusters) de molŽcules identiques 

monocatŽnaires aux endroits spŽcifiques de la cellule. Le sŽquen•age est dit sequencing-by-

synthesis puisquÕil est fait au m•me temps que l'ADN polymŽrase incorpore des dNTP 

modifiŽs sur leur groupement hydroxyle en 3Õ et couplŽs chimiquement ˆ un fluorophore 

diffŽrent pour chaque base. Une fois qu'un nuclŽotide est intŽgrŽ, son hydroxyle modifiŽ 

bloque lÕajout dÕun autre nuclŽotide. Ensuite le milieu rŽactionnel est nettoyŽ pour supprimer 

les nuclŽotides non-incorporŽs et les fluorochromes des derniers nuclŽotides intŽgrŽs sont 

excitŽs par un laser. Les Žmissions lumineuses rŽsultantes sont dŽtectŽes puis traduites en 

sŽquences. Ë la fin de chacun des cycles, une fois la mesure optique effectuŽe, le 

fluorochrome est clivŽ et un hydroxyle normal est restaurŽ en 3Õ, permettant ˆ l'ADN 

polymŽrase d'intŽgrer le nuclŽotide suivant (Ju et al. 2006). Avec cette technologie, Illumina 

peut produire jusquÕˆ 600 Gb en 10 jours, soit un dŽbit 50X supŽrieur au 454 de Roche, lui 

permettant  de devenir le leader du marchŽ (Heather and Chain 2016; van Dijk et al. 2014). 

 La troisi•me mŽthode a ŽtŽ le Sequencing of Oligonucleotids by Ligation and 

Detection (SOLiD) d'Applied Biosystems. La technologie repose sur une emPCR sur billes 

puis un sŽquen•age, non pas par synth•se ou polymŽrisation comme prŽcŽdemment, mais par 

ligation dÕune sonde (un octam•re) marquŽe par un fluorophore en 5' dÕune amorce de 

sŽquen•age universelle. Cette sonde est con•ue pour s'hybrider spŽcifiquement ˆ l'ADN sur 

ses deux premi•res positions et de mani•re non-spŽcifique pour le reste. Une fois hybridŽe 

dans la position correcte, elle est liŽe ˆ l'amorce complŽmentaire ˆ l'adaptateur. Une fois la 

dŽtection optique effectuŽe, les trois derniers nuclŽotides de la sonde sont clivŽs avec le 
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fluorophore, en laissant une extrŽmitŽ 5' disponible pour la ligature de la sonde suivante. Le 

sŽquen•age se dŽroule en sondant deux bases et en sautant trois jusqu'ˆ la fin du fragment. Le 

cycle est rŽinitialisŽ cinq fois en utilisant des amorces de tailles diffŽrentes de telle sorte quÕˆ 

la fin, chaque base a ŽtŽ interrogŽe deux fois (Valouev et al. 2008). Le rendement de cette 

technologie est de 3 Gb par run, mais le traitement informatique notamment le syst•me de 

codage couleur rend lÕanalyse relativement complexe. 

 Finalement, la technologie IonTorrent de ThermoFisher utilise Žgalement lÕemPCR 

pour gŽnŽrer les banques dÕADN matrice et les dNTP sont Žgalement incorporŽs de mani•re 

sŽquentielle. Cependant la mŽthode de dŽtection diff•re : lorsqu'un dNTP est incorporŽ, 

l'ADN polymŽrase lib•re un proton (ion H+) provoquant un changement de pH qui est dŽtectŽ 

par une puce semi-conductrice (Rothberg et al. 2011). Ce fut la premi•re technique qui 

n'utilisa plus l'optique pour lire la sŽquence dÕADN. Avec ce syst•me, le dŽbit est de jusquÕˆ 1 

Gb en moins de 2 heures. 

 Une des amŽliorations de ces SGS est le sŽquen•age appelŽ paired-end qui consiste ˆ 

sŽquencer les deux extrŽmitŽs d'un m•me fragment d'ADN matrice. Les deux reads sont 

indŽpendants, mais ils proviennent de la m•me molŽcule (ils sont appariŽs) et la taille du 

fragment qui les sŽpare, l'insert, peut •tre estimŽe (Risca and Greenleaf 2015). 

 Comme indiquŽ antŽrieurement, une des caractŽristiques majeure de toutes ces 

technologies est l'amplification par PCR de l'ADN matrice prŽalable au sŽquen•age. 

Cependant, des biais ou des erreurs peuvent •tre introduits lors de cette amplification (Kircher 

and Kelso 2010). DÕo• une troisi•me gŽnŽration des techniques de sŽquen•age qui tentera de 

remŽdier ˆ ce probl•me. 

 

1.4.4. SŽquen•age de troisi•me gŽnŽration 

La grande rŽvolution des mŽthodes de troisi•me gŽnŽration de sŽquen•age (TGS) est 

la fin de l'utilisation de la PCR pour amplifier l'ADN matrice (techniques appelŽes single-

molecule) et le sŽquen•age de fragments de grande longueur (long-read). 

 La premi•re mŽthode est l'HeliScope de Helicos. L'ADN est fragmentŽ (100 ˆ 200 nt) 

et un adaptateur poly-A marquŽ avec un fluorochrome est liŽ ˆ la matrice monocatŽnaire. Les 

fragments sont immobilisŽs par un oligom•re de poly-T sur un support solide. Un laser excite 
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les fragments et une camŽra dŽtecte leur position. L'ajout sŽquentiel des dNTP marquŽs est 

dŽtectŽ par la camŽra, puis le fluorochome est clivŽ et le processus peut itŽrer jusqu'ˆ la fin du 

fragment (Harris et al. 2008). Cet appareil nÕest plus disponible ˆ la vente et Helicos sÕest 

converti en sociŽtŽ de service de sŽquen•age. 

 La technologie Single-Molecule Real-Time (SMRT) de Pacific Biosciences ou PacBio 

est le premier appareil capable de sŽquencer une molŽcule unique en temps rŽel. Il utilise une 

structure  composŽ de cellules SMRT possŽdant chacune 75 000 nanostructures appelŽs Zero-

Mode Waveguide (ZMW) et possŽdant chacune une ADN polymŽrase immobilisŽe au fond 

qui incorpore des dNTP couplŽs ˆ un fluorophore et dont l'excitation laser entra”ne son 

clivage, permettant un dŽtection en permanence, en temps rŽel (Eid et al. 2009). Cette 

technologie permet d'obtenir des reads appelŽs long-reads de 5 ˆ 20 Kb, ce qui est un progr•s 

considŽrable par rapport aux techniques prŽcŽdemment citŽes. Toutefois, un des probl•mes 

majeurs de cette technologie est lÕŽnorme taux d'erreur qui est proche des 15%, erreurs 

alŽatoires qui peuvent •tre corrigŽes ensuite algorithmiquement (Rhoads and Au 2015). 

 La derni•re technologie en date est celle d'Oxford Nanopore. La rŽvolution de cette 

technologie est qu'elle n'utilise pas d'ADN polymŽrase et ne synthŽtise pas de brin 

complŽmentaire. La technique repose sur des pores protŽiques (les nanopores) insŽrŽs dans 

une bicouche lipidique qui autorise le passage unidirectionnel d'un ADN simple brin. Ce 

passage produit un changement de courant Žlectrique ou un potentiel qui diff•re si le nanopore 

est obstruŽ par un A, un T, un G ou un C (Haque et al. 2013). ComparŽe aux techniques 

enzymatiques prŽcŽdentes (polymŽrisation, ligation), le sŽquen•age par nanopore nŽcessite 

moins de manipulations et un volume d'Žchantillon tr•s faible. La technique est donc peu 

cožteuse mais a encore un fort taux dÕimprŽcision. CÕest toutefois une technologie en rapide 

Žvolution avec des amŽliorations constantes. 

 D'autres mŽthodologies comme la lecture directe des bases azotŽes par microscopie 

Žlectronique (Bell et al. 2012) ont ŽtŽ proposŽes. Ces mŽthodes directes pour le sŽquen•age 

sont parfois appelŽes de quatri•me gŽnŽration (Feng et al. 2015). Cependant l'introduction de 

nouvelles mŽthodes comme le single-cell sequencing (Gawad et al. 2016) qui pour le moment 

continue ˆ dŽpendre d'une amplification (Whole-Genome Amplification ou WGA) et, surtout, 

le in situ sequencing (Nawy 2014) sont en train de changer, encore une fois, le paysage du 

sŽquen•age. M•me si pour le moment, ces mŽthodologies sont encore en dŽveloppement et 

que quelque temps sera nŽcessaire pour leur mise en place et utilisation courante, les 



! !

Figure 15. Format FastQ. DŽbut d'un fichier au format fastq. L'information de chaque read est codŽe en quatre lignes, la premi•re est un 

identifiant, la deuxi•me est la sŽquence des bases, la troisi•me commence toujours par un "+" et peut rŽpŽter ou non l'identifiant et la 

derni•re ligne correspond aux qualitŽs liŽes ˆ chaque base, codŽes en Phred-33.

@m160720 
CTTGGACATTGCGGAAGCAG 
+ 
$$+*-,%/-&-.,,'#,.//

Ent•te ou identifiant

SŽquence

QualitŽs associŽes

Base T avec un score de qualitŽ codŽ par un "+" (caract•re n¼43 de l'ASCII) donc correspond ˆ 
une qualitŽ de 10, c'est-ˆ-dire une possibilitŽ de 1/10 d'•tre incorrect.
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bŽnŽfices pourraient •tre importants pour mieux dŽcrire la diversitŽ gŽnomique dans une 

population de cellules (Gawad et al. 2016) et m•me le coupler ˆ leur localisation spatiale dans 

un tissu ou biofilm (Ke et al. 2016; Nawy 2014). 

 

1.5. Assemblage des reads de sŽquen•age 

 L'assemblage est le processus de reconstruction du gŽnome qui a ŽtŽ fragmentŽ pour 

•tre sŽquencŽ et qui doit •tre reconstituŽ pour permettre lÕŽtude de sa structure et de son 

contenu. Pour bien comprendre cette Žtape, il faut connaitre les caractŽristiques des reads et le 

concept dÕalignement de sŽquences biologiques. 

 

1.5.1. Reads de sŽquen•age 

Quelle que soit la technologie de sŽquen•age utilisŽe, le signal dŽtectŽ doit •tre 

interprŽtŽ et converti en une des quatre bases des nuclŽotides de l'ADN. Ce procŽdŽ de 

conversion est appelŽ base-calling (Ewing et al. 1998). Ces donnŽes sont stockŽes dans un 

fichier de texte et ˆ chaque base est associŽe une qualitŽ, c'est-ˆ-dire un nombre qui quantifie 

la confiance de l'exactitude du base-calling. Un base-calling ayant une probabilitŽ d'•tre 

incorrect de 1/100 obtient par exemple une qualitŽ de 20, notŽ Q20 (1/1000 une qualitŽ de 30 

notŽ Q30, etc) (Ewing and Green 1998). Pour simplifier lÕassociation entre chaque base et sa 

qualitŽ, cette derni•re est encodŽe en un seul caract•re. GŽnŽralement, le base-calling est 

rŽalisŽ par le sŽquenceur lui-m•me et produit des fichiers de sortie au format FastQ (Figure 

15) combinant sŽquence et score (Cock et al. 2010). Le premier programme utilisant ce 

syst•me dÕassignation de scores ˆ chaque base fut le programme Phred (Ewing et al. 1998; 

Ewing and Green 1998) et lÕencodage de qualitŽ le plus utilisŽ actuellement est le Phred-33 

qui assigne ˆ chaque valeur numŽrique un caract•re ASCII commen•ant par le 33 (qui 

correspond au symbole !). 

 Avant de procŽder ˆ l'assemblage, la qualitŽ des reads est ŽvaluŽe afin d'Žliminer ou de 

corriger les erreurs. La distribution des scores de qualitŽ le long du read, sa taille et sa 

frŽquence en oligonuclŽotides (k-mer) sont souvent utilisŽes ainsi que le taux de couverture, 

cÕest ˆ dire le nombre moyen de fois quÕun base a ŽtŽ lue (Yang et al. 2013). Par exemple, 

pour les SGS, notamment la technologie Illumina, la qualitŽ des reads dŽcro”t aux extrŽmitŽs 
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et les corrections vont donc essentiellement concerner une stratŽgie dite de trimming qui 

consiste ˆ amputer ces extrŽmitŽs afin dÕamŽliorer la qualitŽ des sŽquences (Del Fabbro et al. 

2013). La deuxi•me stratŽgie consiste ˆ corriger les erreurs des reads. Pour des reads dits 

courts (short-reads, <1 kb), deux stratŽgies sont utilisŽes : la mŽthode des k-mers et 

l'alignement multiple. Dans la premi•re approche, les reads sont subdivisŽs en k-mers (sous-

sŽquence ou substring de taille k) chevauchants et la distribution des k-mers est visualisŽe. 

Les k-mers rares sont identifiŽs et corrigŽs en faisant le plus petit nombre d'Žditions 

(changement de bases) afin qu'il devienne un k-mer frŽquent (Yang et al. 2013). La seconde 

approche de correction de short-reads correspond ˆ l'utilisation d'alignements multiples des 

reads, qui sont alors corrigŽs (avec le plus petit nombre dÕŽditions) afin de se conformer au 

consensus de l'alignement. 

 Pour les reads dits longs (long-reads, >1 kb), il existe Žgalement deux stratŽgies : la 

correction dite hybride par des short-reads et l'auto-correction par alignement multiple. Le 

taux d'erreur des short-reads produit par les SGS Žtant largement moindre ˆ celui des long-

reads, ils peuvent servir pour corriger les long-reads. La correction consiste ˆ aligner short-

reads sur long reads, les mapper. Cet alignement (mapping) permet de corriger les mismatch 

(substitutions) et les indels (insertions et/ou dŽlŽtions) (Au et al. 2012). La deuxi•me mŽthode 

n'utilise pas de rŽfŽrences externes mais corrige les long-reads entre-eux par alignement 

multiple et production de consensus (Salmela et al. 2017). 

 

1.5.2. Alignement de sŽquences 

LÕalignement de sŽquences est capital dans lÕassemblage des gŽnomes, que ce soit 

pour corriger les reads ou pour reconstruite le gŽnome complet. Encore une fois, il existe 

plusieurs approches dÕalignement, portŽs par diffŽrents algorithmes et programmes. 

 L'alignement de deux sŽquences (pairwise alignment) est un processus consistant ˆ 

ajuster les bases (ou les acides aminŽs) de deux sŽquences biologiques afin d'atteindre le 

maximum d'identitŽ entre elles. Cet ajustement int•gre des bases identiques, des bases 

diffŽrentes appelŽs mismatch et des trous ou gaps correspondant soit ˆ une insertion dans une 

des deux sŽquences, soit ˆ une dŽlŽtion dans lÕautre (indel). LÕalignement est exprimŽ en 

distance, qui peut •tre calculŽ ˆ lÕaide de deux mŽtriques. Pour des sŽquences de m•me 

longueur, la distance de Hamming, qui correspond au nombre de substitutions minimum 



! !

ATATAATTCATAC 
|| || |   |||  
ATCTATTCAGTAC

Figure 16. Comparaison des distances de Hamming et de Levenshtein. Le m•me exemple est utilisŽ dans les deux cas, les traits joignent 

des lettres identiques. Ë gauche avec la distance de Hamming, qui ne permet que des substitutions, nous observons 5 substitutions. Ë droite,  

avec la distance de Levenshtein qui permet des indels, nous observons 1 substitution, 1 dŽlŽtion et 1 insertion. 

AdaptŽ de http://genoweb.univ-rennes1.fr/Serveur-GPO/outils/tutoriel/algo_distance.php

Figure 17. Comparaison entre un alignement global et un local. Les deux m•mes sŽquences sont alignŽes dans les deux cas, les traits 

joignent des lettres identiques. En haut, un alignement global "force" un alignement complet sur toute la sŽquence. En bas, un aligment local 

permet d'aligner uniquement des sous-parties de la sŽquence tr•s similaires. 

AdaptŽ de http://rosalind.info/glossary/local-alignment/

--T--CC-C-AGT--TATGT-CAGGGGACACG--A-GCATGCAGA-GAC 
  |  || |  ||  | | | |||    || |  | |  | ||||   | 
AATTGCCGCC-GTCGT-T-TTCAG----CA-GTTATG--T-CAGAT--C

ATATAATTCATAC 
|| ||     |||  
ATCTATTCAGTAC

G

                  TCC CAGTTATGTCAGGGGACACGAGCATGCAGAGAC 
                     |||||||||||| 
AATTGCCGCCGTCGTTTTCAGCAGTTATGTCAGATC
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nŽcessaire pour transformer une sŽquence en lÕautre, est utilisŽe (Ristov 2016). Toutefois, 

comme il est assez rare que deux sŽquences biologiques soient de m•me longueur, une 

seconde mŽtrique nommŽe distance de Levenshtein est utilisŽe (Yujian and Bo 2007). Cette 

derni•re mŽtrique permet Žgalement de calculer le nombre minimum d'opŽrations nŽcessaires 

pour transformer une cha”ne de caract•res en une autre, les opŽrations autorisŽes Žtant 

l'insertion, la suppression, la substitution d'un simple caract•re ou la transposition de deux 

caract•res adjacents (Figure 16). Ë chacune de ces opŽrations unitaires est associŽ un cožt 

prŽdŽfini dans une matrice (pour les substitutions) ou par lÕalgorithme (pŽnalitŽs dÕouverture 

de gap, de fermeture de gap, dÕinsertionÉ). LÕensemble est sommŽ et donne le score final de 

lÕalignement. 

 Trois types d'alignement sont possibles : global, local et un type intermŽdiaire semi-

global ou glocal (global-local). L'alignement global est adaptŽ pour aligner deux sŽquences de 

taille similaire alors que lÕapproche locale permet dÕidentifier des similitudes rŽgionales, 

courtes et Žventuellement sŽparŽes de gaps (Figure 17). Ces deux techniques ont leur 

algorithme optimal respectif : Needleman et Wunsch pour l'alignement global (Needleman 

and Wunsch 1970) et Smith et Waterman pour l'alignement local (T. F. Smith and Waterman 

1981). Ces algorithmes sont tr•s performants, mais lents ; leur vitesse Žtant inversement 

proportionnelle ˆ la longueur des sŽquences. Afin de pouvoir aligner des sŽquences longues et 

de les comparer aux sŽquences prŽsentes dans les bases de donnŽes biologiques, des 

approches heuristiques ont ŽtŽ adoptŽes pour l'alignement local : FASTP pour l'alignement de 

protŽines (Lipman and Pearson 1985), FASTA pour l'alignement d'acides nuclŽiques (Pearson 

and Lipman 1988) et le tr•s cŽl•bre BLAST (Altschul et al. 1990). Ces algorithmes peuvent 

•tre considŽrŽs comme les premiers outils de mapping, les premiers mappeurs (Trapnell and 

Salzberg 2009). L'alignement hybride semi-global, qui ne pŽnalise pas les gaps au dŽbut et/ou 

la fin d'une ou des deux sŽquences est particuli•rement adaptŽ pour dŽtecter les 

chevauchements et donc privilŽgiŽ pour l'assemblage des reads de sŽquen•age (Daily 2016). 

 

1.5.3. Types et algorithmes dÕassemblage de reads 

L'hypoth•se faite par tous les assembleurs est que deux sŽquences tr•s similaires 

proviennent de la m•me position sur le gŽnome (Nagarajan and Pop 2013). Deux stratŽgies 

d'assemblage existent pour reconstruire un gŽnome : l'assemblage guidŽ par rŽfŽrence et 

l'assemblage de novo. 



! !
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 La premi•re stratŽgie consiste ˆ utiliser un gŽnome de rŽfŽrence, prioritairement de la 

m•me esp•ce ou tr•s proche du gŽnome que l'on veut assembler. Ce type d'assemblage est 

simple et consiste ˆ mapper les reads sur la rŽfŽrence puis ˆ calculer une sŽquence consensus 

entre les reads mappŽs (Schneeberger et al. 2011). Cette stratŽgie n'est pas applicable que si 

un gŽnome de rŽfŽrence existe et surtout si ces gŽnomes proches sont faiblement rŽarrangŽs, 

connaissance indisponible a priori. Un autre probl•me est que certains gŽnomes contiennent 

des erreurs dÕassemblage et que leur utilisation comme rŽfŽrence entra”ne fatalement leur 

propagation ˆ dÕautres gŽnomes (Salzberg and Yorke 2005). 

 La seconde stratŽgie d'assemblage de novo nÕutilise pas, comme son nom lÕindique, de 

connaissances a priori (et notamment pas de gŽnomes de rŽfŽrence), mais exploite la 

similitude entre reads pour trouver des chevauchements (overlaps) et les joindre, formant des 

sŽquences contigu‘s ou contigs. Plus un chevauchement est long, plus la confiance de 

l'association est importante. Pour augmenter la possibilitŽ d'avoir des overlaps, la redondance 

de la lecture du gŽnome, exprimŽ en taux de couverture, est utilisŽe. Trois types d'algorithmes 

sont utilisŽes pour joindre les reads : Greedy, Overlap-Layout-Consensus (OLC) et graphes de 

de Bruijn (Miller et al. 2010) (Figure 18). 

 LÕapproche Greedy correspond ˆ la mŽthode intuitive des premiers assembleurs 

dŽveloppŽs et adopte une procŽdure itŽrative dÕunion de reads. Plus un chevauchement est 

long, plus la confiance de lÕassociation des reads est forte, donc les reads avec le 

chevauchement le plus long sont associŽs. Puis itŽrativement des choix successifs pour 

identifier le read qui Žtend le mieux le contig rŽsultant de lÕŽtape prŽcŽdente est associŽ, et 

ceci jusqu'ˆ ce qu'il soit impossible d'associer plus de reads (Pop and Salzberg 2008). Parmi 

les assembleurs utilisant cette mŽthode, SSAKE (Warren et al. 2007), PE-Assembler 

(Ariyaratne and Sung 2011) ou encore GAPFiller (Nadalin et al. 2012), peuvent •tre citŽs 

comme exemples. Si la dŽmarche Greedy est simple et permet dÕobtenir rapidement des 

rŽsultats satisfaisants, son efficacitŽ nŽcessite une couverture ŽlevŽe, rarement atteinte, ce qui 

conduit ˆ la production de plus dÕerreurs dÕassemblage que celles observŽes avec les 

approches OLC ou de Bruijn (W. Zhang et al. 2011). 

LÕapproche lÕOLC comprend trois Žtapes, la premi•re est lÕOverlap qui aligne deux ˆ 

deux tous les reads, un graphe de chevauchements est obtenu ˆ la fin de cette Žtape. La 

seconde Žtape nommŽ Layout (schŽma) analyse et simplifie ce graphe pour trouver le chemin 

qui parcourt chaque read une seule fois. Ce chemin est nommŽ circuit Hamiltonien, ou 
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Hamiltonian path. La derni•re Žtape de Consensus fusionne les reads alignŽs en utilisant la 

profondeur du sŽquen•age pour corriger les erreurs. Parmi les algorithmes dÕassemblage 

utilisant la mŽthode OLC, Minimus (Sommer et al. 2007), Edena (Hernandez et al. 2008) ou 

encore SGA (Simpson and Durbin 2012) peuvent •tre citŽs. Les assembleurs OLC rŽalisent 

des assemblages de tr•s bonne qualitŽ mais nŽcessitent des reads assez longs (Pop 2009) ou 

une grande profondeur de couverture (Salzberg et al. 2012). M•me si une variante appelŽe 

String graph plus performante et plus rapide (Myers 2005) a ŽtŽ dŽveloppŽe, l'approche OLC 

a ŽtŽ progressivement abandonnŽe en raison de son incompatibilitŽ avec les longueurs plut™t 

courtes des reads SGS. Toutefois, avec le dŽveloppement des TGS, cette stratŽgie revient sur 

le devant de la sc•ne. 

 Le troisi•me type d'algorithme utilise le principe des graphes de de Bruijn. Cette 

technique est la plus utilisŽe pour assembler des reads SGS. La premi•re Žtape consiste ˆ 

diviser les reads en k-mers chevauchants puis ˆ construire un graphe de k-mers uniques et 

finalement dÕutiliser le chemin de ce graphe pour extraire l'assemblage. L'avantage de cette 

approche, outre quÕelle correspond bien ˆ des reads courts, est quÕaucun alignement deux ˆ 

deux nÕest nŽcessaire ce qui augmente la rapiditŽ de rŽsolution (Z. Li et al. 2012). 

LÕinconvŽnient majeur est quÕen prŽsence de rŽpŽtitions et dÕerreurs dans les donnŽes, 

lÕapproche est peu efficace. Une amŽlioration de la mŽthode a ŽtŽ proposŽ en 2001 (Pevzner 

et al. 2001) notamment en corrigeant les reads avant de construire le graphe mais ne rŽsout 

pas le probl•me des rŽpŽtitions. Un nombre important dÕassembleurs sont basŽs sur cette 

mŽthode comme Velvet (Zerbino and Birney 2008), ALLPATHS (Butler et al. 2008) et 

SOAPdenovo (R. Li et al. 2010). Certains int•grent un traitement parallŽlisŽ pour accro”tre 

leur performance comme ABySS (Jackman et al. 2017) ou diffŽrentes valeurs de k comme 

IDBA (Peng et al. 2010). 

 

1.5.4. QualitŽ de lÕassemblage 

Puisque diffŽrentes mŽthodes existent pour reconstruire in silico un gŽnome 

fragmentŽ, il est important de pouvoir les comparer en Žvaluant la qualitŽ de diffŽrents 

assemblages proposŽes. Le produit de lÕassemblage est, en gŽnŽral, plusieurs sŽquences 

contigu‘s appelŽes contigs et lÕŽvaluation des assembleurs consiste gŽnŽralement ˆ comparer 

ces contigs (Magoc et al. 2013; Salzberg et al. 2012). Les stratŽgies dÕŽvaluations sont 

diffŽrentes selon quÕil existe ou non un gŽnome de rŽfŽrence pour lÕesp•ce sŽquencŽe. Sans 



! !

Figure 19. DŽfinition et visualisation de la mesure "N50". Le N50 correspond ˆ la taille du plus petit contig au dessus duquel 50% du 

gŽnome est reprŽsentŽ. 

AdaptŽ de http://nekrut.github.io/BMMB554/post/topic13/ 
VisitŽ le 23 octobre 2017

1000

300 100 45 45 30 20 15 15

300 + 100 + 45 + 45 + 30 = 520 kb ; donc le N50 est 30 kb.
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connaissance a priori (sans rŽfŽrence), lÕassemblage sera ŽvaluŽe sur un nombre minimum de 

contigs, de prŽfŽrence de grande taille et comportant un minimum dÕincertitude. En prŽsence 

dÕun gŽnome de rŽfŽrence fiable, on Žvaluera plut™t le taux de couverture des contigs et leur 

agencement (scaffolding) (S. Bao et al. 2011). 

 Une mŽthode frŽquemment ŽvoquŽe dans les Žtudes pour Žvaluer la qualitŽ des 

assemblages de novo est le N50. Cette mesure est dŽfinie comme la taille pour laquelle la 

longueur combinŽe de tous les contigs plus grands que cette valeur reprŽsente au moins 50 % 

de la somme des tailles de tous les contigs (Narzisi and Mishra 2011). Ainsi, 50 % de 

l'assemblage est composŽ de contigs d'une longueur "  N50 (Figure 19). Plus un N50 est 

grand, meilleur serait lÕassemblage. Cependant, cette mŽtrique est imparfaite car elle dŽpend 

uniquement de la taille des contigs sans Žvaluer leur exactitude. Ainsi, un contig long mais 

erronŽ provoquera une inflation du N50. 

Certains groupes ont essayŽ d'introduire la notion de NG50 qui permet de confronter 

diffŽrents assemblages du m•me gŽnome en ayant recours ˆ une taille attendue du gŽnome au 

lieu de la taille totale de lÕassemblage (Earl et al. 2011). Toutefois, comme le N50, cette 

mŽtrique nÕŽvalue pas les erreurs dÕassemblage (misassembly). DÕautres mŽthodes proposent 

de favoriser les assemblages avec le moins de contigs ou ceux avec la meilleure couverture 

mais finalement, aucune de ces approches nÕest satisfaisante. En pratique, la qualitŽ et la 

difficultŽ dÕassemblage dÕun gŽnome dŽpendent moins de la stratŽgie employŽe que de ses 

caractŽristiques intrins•ques, notamment le nombre de sŽquences rŽpŽtŽes quÕil renferme, 

leurs tailles, leurs organisations et leurs localisations. Dans tous les cas de figure, la qualitŽ 

d'un assemblage dŽpendra toujours directement de la qualitŽ et de la longueur des reads et il 

sera extr•mement difficile voire impossible d'obtenir un assemblage de qualitŽ si le 

sŽquen•age contient un taux d'erreurs ŽlevŽ ou trop de reads de petites tailles. 

 

1.5.5. Niveau de finition ou complŽtude des gŽnomes 

Pour presque tous les projets de sŽquen•age de type SGS (mais Žgalement TGS), la 

sortie des assembleurs est une liste de contigs qui constitue un assemblage partiel appelŽ draft 

(brouillon), gŽnŽralement produit en quelques heures. Du fait de la fragmentation alŽatoire du 

gŽnome sŽquencŽ, l'ordre et l'orientation des contigs ne sont pas connus a priori. Ces 

assemblages draft sont de qualitŽ inconnue et peuvent contenir des erreurs d'assemblage, des 
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sŽquences contaminantes comme des adaptateurs de sŽquen•age et des sŽquences d'ADN 

d'autres organismes (L. Mallet et al. 2017; Mavromatis et al. 2012; Utturkar et al. 2017). 

 L'incapacitŽ quasiment systŽmatique dÕobtenir un ensemble contigu unique 

reconstruisant le gŽnome complet dÕorigine peut avoir plusieurs explications comme une 

couverture incompl•te ou inŽgale de certaines rŽgions du gŽnome comme les rŽpŽtitions, les 

homopolym•res ou certaines zones riches en GC qui produisent des probl•mes combinatoires 

(M. Kamada et al. 2014; Treangen and Salzberg 2011; Williams et al. 2013). Ë ceci sÕajoutent 

diffŽrentes erreurs possiblement introduites lors de la prŽparation des librairies par PCR 

(Kircher and Kelso 2010) et des erreurs de base-calling, principalement ˆ la fin des reads 

pouvant produire des chemins sans issue dans les graphes de de Bruijn (des tips).  

 Pour complŽter lÕassemblage draft, une Žtape dite de finition (finishing) est nŽcessaire 

et consiste ˆ (essayer de) ordonner les contigs et ˆ combler les trous (gaps) qui les sŽparent. 

Cette Žtape longue et cožteuse nŽcessite souvent des connaissances a priori (Nagarajan et al. 

2010). Souvent nŽgligŽe, cette Žtape est cruciale pour obtenir un gŽnome complet et de bonne 

qualitŽ. Trois stratŽgies de finishing peuvent •tre suivies en utilisant un ou des gŽnome(s) de 

rŽfŽrence(s) (E. Bao et al. 2014; Kolmogorov et al. 2014), des cartes gŽnomiques (Madoui et 

al. 2016; Mariano et al. 2016) ou des long-reads (English et al. 2012; Madoui et al. 2015). 

 La premi•re stratŽgie est tr•s similaire ˆ l'assemblage guidŽ par rŽfŽrence mais ce sont 

les contigs qui sont mappŽs pour •tre ordonnŽs et orientŽs. Le rŽsultat est un scaffold 

(Žchafaudage) des contigs avec souvent des assembly gaps reprŽsentŽs par des sŽquences de 

N (E. Bao et al. 2014). Encore une fois, le probl•me se pose quand aucun gŽnome de 

rŽfŽrence nÕest disponible ou en prŽsence de gŽnomes fortement mosa•ques car dans ce cas,  

soit le scaffolding ne sera pas possible, soit il pourrait •tre faux (Kolmogorov et al. 2014). De 

plus, m•me si le scaffolding est possible, il est prŽfŽrable de le vŽrifier par des expŽriences 

complŽmentaires de fermeture des gaps (gap closing) qui utilisent soit le primer-walking (D. 

C. Richter et al. 2007), soit l'information des reads paired-end ou mate-pair (Dayarian et al. 

2010). Le primer-walking consiste ˆ concevoir des amorces aux extrŽmitŽs des contigs et ˆ 

amplifier puis sŽquencer les gaps itŽrativement jusquÕˆ leur fermeture (Sverdlov and Azhikina 

2005). La deuxi•me stratŽgie correspond aux cartes physiques. LorsquÕelles sont assez 

prŽcises, elles peuvent permettre de dŽtecter les Žventuels erreurs d'assemblage (Mariano et al. 

2016). Finalement, la derni•re stratŽgie, les long-reads ou l'information de reads appariŽs avec 



! !

Figure 20. Statistiques des gŽnomes draft et complets de Genomes OnLine Database (GOLD). Histogramme du nombre de gŽnomes en 

permanent draft et complets par an. de 1998 ˆ 2016. 

AdaptŽ de https://gold.jgi.doe.gov/statistics 
TŽlŽchargŽ le 23 octobre 2017
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de longueurs d'inserts suffisantes peuvent •tre utilisŽs pour orienter et ordonner les contigs et 

fermer les gaps (Dayarian et al. 2010; English et al. 2012; Madoui et al. 2015). 

Toutes ces Žtapes de finition impliquent un investissement Žconomique 

supplŽmentaire, cožteux en temps et en ressources humaines. Certains auteurs estiment le 

cožt du finishing ˆ pr•s de 95% du cožt total du projet de sŽquen•age et Žmettent lÕhypoth•se 

que de plus en plus de chercheurs consid•rent que cette Žtape n'est pas rentable et prŽf•rent 

arr•ter leurs efforts au stade de draft (Land et al. 2015) (Figure 20). 

 

1.6. Annotation du gŽnome 

L'annotation d'un gŽnome correspond ˆ l'identification des rŽgions fonctionnelles 

biologiquement : les sŽquences codant des protŽines (Coding DNA Sequence ou CDS) et les 

sŽquences transcrites mais non traduites comme les ARN ribosomiques (ARNr) qui 

constituent les ribosomes (avec des protŽines ribosomiques), les ARN de tranfert (ARNt) qui 

sont des intermŽdiaires de la traduction qui permettent la lecture du code gŽnŽtique et les 

petits ARN non-codants rŽgulateurs (ARNnc, les riboswitch, etc). Afin de comprendre 

l'annotation d'un gŽnome bactŽrien, quelques notions de l'organisation des g•nes procaryotes 

sont nŽcessaires. 

 

1.6.1. G•nes procaryotes 

La transmission de l'information gŽnŽtique se fait par l'intermŽdiaire de lÕADN dont le 

brin matrice sert de mod•le pour crŽer soit un ARN directement fonctionnel (ARNr, ARNt et 

ARNnc), soit un ARN dit messager (ARNm). Cet ARNm permettra la synth•se protŽique lors 

du mŽcanisme dit de traduction par les ribosomes, o• chaque triplet de nuclŽotides (appelŽ 

codon), sera traduit en acide aminŽ. La protŽine ou la cha”ne polypeptidique sera synthŽtisŽe 

jusqu'au signal de terminaison de traduction. 

 Les g•nes codant des protŽines (ou g•nes codants) poss•dent des rŽgions promotrices 

situŽes avant le codon d'initiation (start codon), gŽnŽralement AUG (codant une mŽthionine) 

mais des start alternatifs existent, e.g. GUG (valine) et UUG (leucine). Les promoteurs sont 

responsables de l'initiation et de la rŽgulation de la transcription de ces g•nes qui se termine 



! !

Figure 21. Structure des g•nes codants des protŽines chez les bactŽries. Sur l'ADN, le rectangle mauve correspond aux rŽgions 

rŽgulatrices en amont du g•ne. Le g•ne est composŽ du bleu clair (le 5'UTR), le bleu (lORF ou CDS) et du rose (3'UTR). En gŽnŽral, 

l'annotation des g•nes codants se limite ˆ dŽfinir les CDS. 

Extrait de http://sam.bioinfo.free.fr/animations_science/sejourdecouverte/tp/web.html 
TŽlŽchargŽ le 23 octobre 2017
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sur un codon de terminaison (stop codon : UAA, UAG et UGA). Entre deux codons stop, un 

cadre ouvert de lecture (Open Reading Frame ou ORF) est dŽfini. Le segment compris entre 

un codon start et un codon stop est appelŽ CDS et son identification est la dŽtection de g•nes, 

Žgalement dite gene calling ou gene finding (Shmatkov et al. 1999) (Figure 21). 

 La dŽtection de g•nes chez les procaryotes est relativement plus simple que chez les 

eucaryotes. Les gŽnomes procaryotes sont plus denses (ca 85% de la sŽquence est codante) et 

la structure des g•nes est plus simple puisque ils ne poss•dent pas dÕintrons et ne proc•dent 

pas ˆ lÕŽpissage (Touchon and Rocha 2016). Certains g•nes procaryotes, codŽs en opŽrons, 

peuvent •tre exprimŽs sous forme polycistronique, chacun avec ses codons start et stop, 

permettant leur traduction individuelle. En gŽnŽral, chaque opŽron est prŽcŽdŽ d'un opŽrateur 

composŽe d'un promoteur et d'un site de fixation du ribosome (Ribosome Binding Site ou 

RBS) Žgalement appelŽe sŽquence de Shine-Dalgarno (Shine and Dalgarno 1974). 

 Une fois les rŽgions codantes positionnŽes (annotation syntaxique), le sens leur est 

donnŽ en assignant des r™les biologiques (annotation fonctionnelle). Dans les faits, ces 

processus sont souvent simultanŽs. Une troisi•me Žtape d'annotation relationnelle peut ensuite 

venir complŽter le tableau. Les dŽfinitions, caractŽristiques et les stratŽgies de ces types 

d'annotation sont dŽtaillŽes ci-apr•s. 

 

1.6.2. Annotation syntaxique ou structurale 

L'objectif de l'annotation syntaxique est de dŽfinir les bornes des g•nes (CDS et 

diffŽrents ARN), mais Žgalement des pseudog•nes (g•nes inactifs ou non-fonctionnels du 

gŽnome) et sŽquences rŽpŽtŽes et rŽgulatrices (Tripp et al. 2015). Afin d'identifier ces rŽgions 

d'intŽr•t, deux mŽthodes sont employŽes : les prŽdictions ab initio Žgalement appelŽes de 

novo (ou intrins•ques) et les mŽthodes par comparaison de sŽquences ou de motifs appelŽes 

extrins•ques. Ces mŽthodes sont complŽmentaires et souvent utilisŽes conjointement 

(Besemer and Borodovsky 2005). Dans les deux cas, les prŽdictions se font dans les six 

cadres de lecture de l'ADN (reading frames) qui correspondent ˆ la division des sŽquences de 

nuclŽotides par triplets (consŽcutifs et non-chevauchants, sur les deux brins).  

 Les prŽdictions ab initio sÕappliquent essentiellement aux CDS qui poss•dent des 

caractŽristiques prŽcises : un codon start au dŽbut et un codon stop ˆ la fin. La premi•re Žtape 

consiste ˆ dŽtecter des ORF dans les six cadres de lecture. Puis les ORF de petite taille, 
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gŽnŽralement de moins de 250 bp, et considŽrŽs comme des faux positifs sont ŽliminŽs (Hyatt 

et al. 2010). Pour les bactŽries, la taille moyenne des protŽines est d'environ 300 acides 

aminŽs (Brocchieri and Karlin 2005) ce qui correspond globalement ˆ des CDS de ca 1 kb. 

Les prŽdictions peuvent ensuite •tre affinŽes en considŽrant le biais d'usage des codons propre 

ˆ chaque esp•ce (Grantham et al. 1980). Un m•me acide aminŽ peut •tre codŽ par plusieurs 

codons synonymes (le code gŽnŽtique est dŽgŽnŽrŽ), cependant, statistiquement, les 

frŽquences d'usage des codons synonymes au sein d'une esp•ce ne sont pas homog•nes. Ces 

prŽfŽrences de certains codons par rapport aux autres introduit un biais qui peut •tre corrŽlŽ ˆ 

l'abondance relative des ARNt (Bulmer 1987). Des mod•les mathŽmatiques peuvent •tre crŽes 

pour distinguer, gr‰ce ˆ ce biais d'usage des codons, les rŽgions codantes des non-codantes 

(Besemer and Borodovsky 2005) et, encore une fois, Žliminer des faux positifs. 

 Concernant les ARN directement fonctionnels sans traduction, leur structure n'est pas 

dŽfinie aussi bien que pour les CDS et donc les mŽthodes d'identification reposent sur 

l'identification de motifs conservŽs (une sŽquence de nuclŽotides prŽsente dans plusieurs 

ARN de diffŽrentes esp•ces) et de prŽdiction de leur structure secondaire (le repliement de la 

cha”ne monocatŽnaire d'ARN qui la stabilise et lui permet sa fonction). Deux mod•les 

mathŽmatiques sont utilisŽs pour identifier ses molŽcules : les mod•les de Markov cachŽs 

(Hidden Markov Models ou HMM) pour les motifs conservŽs et le mod•le de covariance qui 

prend en compte les contraintes de structure secondaire pour identifier ces ARN. 

 Comme dŽjˆ dŽcrit, la distribution des nuclŽotides le long du gŽnome et des g•nes 

n'est pas alŽatoire. Par exemple, lÕalignement de diffŽrents g•nes codant lÕARNr 16S permet 

d'identifier des rŽgions tr•s similaires et des rŽgions beaucoup plus variables. Gr‰ce aux 

observations faites sur des alignements multiples, le patron (pattern) des rŽgions constantes 

peut •tre dŽcrit avec une matrice de probabilitŽ dite matrice de position pondŽrŽe (matrice de 

score-position, positional weight matrix ou PWM). Ë chaque position dans la sŽquence 

conservŽe, la base observŽe est associŽe ˆ sa frŽquence. Par exemple, le premier nuclŽotide de 

la rŽgion conservŽe est 7% des fois A, 10% C, 7% G et 76% T. Ainsi, toutes les positions du 

motif conservŽ sont dŽcrites. Pour dŽcrire le motif et l'encha”nement des nuclŽotides, la 

sŽquence peut •tre modŽlisŽe comme une cha”ne de Markov, cÕest ˆ dire une suite d'Žtats o• 

l'Žtat prŽsent ne dŽpend que de l'Žtat prŽcŽdent. Elle est dite cachŽe parce que seul le rŽsultat 

(ici le nuclŽotide) est observŽ, les mutations sous-jacentes (substitution, indel) pour arriver ˆ 

cet Žtat sont cachŽes. Ce mod•le est donc un HMM. Pour dŽcrire ces mod•les statistiques, 

quatre informations sont nŽcessaires : i. l'alphabet (pour les acides nuclŽiques c'est les quatre 
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bases ; pour les protŽines, les 20 acides aminŽs), ii. le nombre d'Žtats du mod•le (la taille du 

motif dans l'exemple citŽ), iii. les probabilitŽs d'Žmission (la frŽquence de chaque lettre de 

l'alphabet dans chaque Žtat ; pour chaque position, la somme Žtant Žgale ˆ un ou 100%) et iv. 

la probabilitŽ de transition pour passer d'un Žtat ˆ un autre (ou de rester dans le m•me Žtat) 

(Eddy 2004; J. Wu and Xie 2010). 

Les HMM ne sont pas des bons mod•les pour dŽcrire la structure secondaire des ARN 

car ils ne peuvent pas prendre en compte les contraintes d'appariement des nuclŽotides ˆ 

distance (Eddy 2004). Pour remŽdier ˆ cela, un autre mod•le dit de covariance (Covariance 

Model ou CM) a ŽtŽ dŽveloppŽ et consiste ˆ une gŽnŽralisation des HMM qui est capable de 

prendre en compte la covariance due ˆ l'appariement ˆ distance des bases pour crŽer un 

repliement de l'ARN et sa structure secondaire. Ils permettent d'identifier les diffŽrentes 

combinaisons de conservation de la sŽquence primaire et de les corrŽler avec les autres 

rŽgions conservŽes ˆ d'autres positions dans la sŽquence (Eddy and Durbin 1994; Yao et al. 

2006). Ces deux mod•les sont utilisŽs pour dŽtecter les ARN dans le gŽnome bactŽrien (Kolbe 

and Eddy 2011; Lagesen et al. 2007; Laslett and Canback 2004), mais peuvent Žgalement •tre 

utiles pour l'annotation de CDS (Borodovsky et al. 1995). 

 Une fois les rŽgions d'intŽr•t dŽfinies, les fonctions de chacun de ces g•nes doit •tre 

assignŽe. Afin de comprendre les stratŽgies utilisŽes pour cela, certains concepts seront 

dŽfinis ˆ continuation. 

 

1.6.3. Homologie de sŽquences et annotation fonctionnelle 

L'objectif de l'annotation fonctionnelle est de prŽdire les fonctions des produits des 

g•nes identifiŽs lors de l'annotation syntaxique. De mani•re gŽnŽrale, l'annotation 

fonctionnelle peut avoir au moins deux sources d'information : la validation expŽrimentale et 

le transfert par homologie de sŽquence. 

 La validation expŽrimentale nŽcessite, comme son nom l'indique, des expŽriences 

menŽes in vitro ou in vivo permettant de dŽcouvrir biologiquement la fonction du g•ne. Ces 

travaux sollicitent plusieurs protocoles de biologie molŽculaire comme des expŽriences de 

mutations par interruption de g•nes (par des transposons, et bien d'autres techniques) et/ou de 

complŽmentation. Ces rŽsultats d'Žtudes gŽnŽtiques, font souvent l'objet de publications 

scientifiques qui peuvent servir de rŽfŽrence lors de lÕannotation par des biocurateurs. 



! !

Figure 22. Homologie, Orthologie, Paralogie et XŽnologie. Tous les g•nes des esp•ces A, B et C sont homologues puisqu'ils 

proviennent tous d'un anc•tre commun. L'acquisition du g•ne AB1 est faite par transfert horizontal (HGT), ce g•ne est donc 

xŽnologue des autres. Les ŽvŽnements de spŽciation sont ˆ l'origine de g•nes orthologues, ainsi B1 est orthologue de C1. Enfin, les 

phŽnom•nes de duplication sont ˆ l'origine de g•nes paralogues, ainsi C2 et C3 sont paralogues entre eux. 

AdaptŽ de Fitch 2000. 
TŽlŽchargŽe le 23 octobre 2017

Figure 23. Best Bidirectional Hits (BBH) ou Reciprocal Best Hit. Deux situations sont dŽcrites dans le schŽma. Les g•nes en vert, 

o• le meilleur rŽsultat du g•ne vert foncŽ sur le gŽnome 1 correspond au g•ne vert du gŽnome 2. Cependant, le meilleur alignement du 

g•ne vert du gŽnome 2 est le g•ne vert clair du g•nome 1. Ces g•nes ne sont donc pas des BBH. Dans le cas des g•nes en bleu, il 

s'agit bien de BBH. 

AdaptŽ de https://www.slideshare.net/melvinzhang/ortholog-assignment 
VisitŽ le 23 octobre 2017
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 L'autre stratŽgie, qui est de loin la plus utilisŽe pour assigner une fonction ˆ un g•ne, 

est le transfert de fonction in silico par homologie de sŽquence. Le terme d'homologie a ŽtŽ 

utilisŽ, en anatomie, pour dŽcrire un m•me organe ayant, chez des esp•ces diffŽrentes 

d'animaux, la m•me fonction. Ë cette dŽfinition s'ajoutera un crit•re d'Žvolution pour 

introduire dans la dŽfinition d'homologie l'origine ancestrale commune (Stormo 2009). Au 

concept dÕhomologie, sÕoppose celui dÕanalogie, qui dŽcrit des organes avec des fonctions 

similaires mais qui ne sont pas de relation Žvolutive. LÕexemple typique Žtant les ailes 

dÕinsectes et celles de mammif•res qui sont analogues, tandis que les ailes de mammif•res 

sont homologues des pattes dÕautres mammif•res. 

 Cette relation d'homologie est prŽcisŽe au niveau gŽnŽtique par W. Fitch en utilisant 

les termes d'Žvolution divergente ˆ partir d'un anc•tre commun pour caractŽriser des g•nes 

homologues et d'Žvolution convergente ˆ partir de g•nes non apparentŽs pour des g•nes 

analogues (Fitch 1970). L'homologie peut •tre divisŽe en trois types : l'orthologie qui 

correspond ˆ des g•nes divergents ˆ la suite dÕun ŽvŽnement de spŽciation; la paralogie o• les 

g•nes divergent suite ˆ un ŽvŽnement de duplication au sein de la m•me esp•ce et finalement, 

la xŽnologie o• l'histoire Žvolutive du g•ne implique un transfert inter-esp•ce (transfert 

horizontal,  horizontal gene transfer ou HGT) (Figure 22). Il est recommandŽ d'utiliser ces 

dŽfinitions prŽcises chaque fois que le type de relation est connu ou supposŽ, et de rŽserver le 

terme d'homologie quand la distinction nÕest pas possible (Fitch 2000; Koonin 2005). La 

conjecture de l'orthologie (ortholog conjecture) Žtablit que les g•nes orthologues ont la m•me 

fonction, ou plut™t des fonctions Žquivalentes, dans les diffŽrents organismes. Cette hypoth•se 

est centrale pour l'annotation fonctionnelle des gŽnomes (Wolf and Koonin 2012). 

 Pour dŽterminer la relation d'orthologie entre deux sŽquences, une des premi•res 

mŽthodes utilisŽe est de rŽaliser des alignements de sŽquences dits rŽciproques.  Cette 

technique, des meilleurs alignements rŽciproques (Best Bidirectional Hits ou BBH) est basŽe 

sur l'hypoth•se que les sŽquences de g•nes orthologues (et celles des protŽines qu'ils codent) 

ont un pourcentage de similaritŽ plus important entre elles qu'avec toute autre sŽquence de 

leur propre gŽnome et toute autre sŽquence de l'autre gŽnome (Wolf and Koonin 2012) 

(Figure 23). 

 La grande quantitŽ de gŽnomes sŽquencŽs et leur mise ˆ disposition dans des bases de 

donnŽes internationales, permettent de comparer les sŽquences ˆ annoter avec un ensemble de 

sŽquences portant des informations fonctionnelles. Les bases de donnŽes peuvent •tre 
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gŽnŽralistes comme GenBank, UniProtKB (C. H. Wu et al. 2006), Pfam (Finn et al. 2016; 

Sonnhammer et al. 1997) ou Rfam (Griffiths-Jones et al. 2003), certaines Žtant biocurŽes 

comme le sous-ensemble Swiss-Prot qui fait partie de UniProtKB (Boutet et al. 2016). D'autre 

part, les bases de donnŽes peuvent •tre dŽdiŽes : i) ˆ une esp•ce particuli•re comme EcoCyc 

pour Escherichia coli K-12 (Keseler et al. 2017) ou SubtiWiki pour Bacillus subtilis (Michna 

et al. 2016) ; ii) ˆ des groupes d'organismes proches comme CyanoBase pour les 

cyanobactŽries ou RhizoBase pour les rhizobactŽries (Fujisawa et al. 2014) ; iii) ˆ des groupes 

de protŽines comme The Histone Database pour les histones (Marino-Ramirez et al. 2011) ; 

ou iv) ˆ des voies mŽtaboliques particuli•res comme REPAIRtoire pour la rŽparation de 

l'ADN (Milanowska et al. 2011) ou plus gŽnŽrales comme MetaCyc pour les enzymes du 

mŽtabolisme des petites molŽcules (Caspi et al. 2014) ou lÕensemble des voies mŽtaboliques 

comme KEGG (Kanehisa et al. 2017). 

 La stratŽgie gŽnŽrale pour utiliser ces bases de donnŽes est l'utilisation d'algorithmes 

d'alignement local, principalement BLAST (Pearson 2013) et ses adaptations pour des 

sŽquences moins conservŽes comme PSI-BLAST (Altschul et al. 1997). La base de donnŽes 

est interrogŽe pour trouver les sŽquences donnant les meilleurs scores (pour chaque sŽquence 

requ•te ou query) et l'annotation de la sŽquence la plus proche sera transfŽrŽe (Koestler et al. 

2010; Sasson et al. 2006). Cette mŽthodologie est toutefois source d'erreur comme par 

exemple des transferts de fonction alors que seulement une partie de la sŽquence est conservŽ 

(Sasson et al. 2006), des erreurs d'annotation dans la base de donnŽes non biocurŽes qui seront 

alors propagŽes impunŽment (Jones et al. 2007; Schnoes et al. 2009), des seuils de 

pourcentage de similitude pour transfŽrer des fonctions diffŽrentes selon le groupe de 

protŽines (e.g. des protŽines tr•s conservŽes comme les ADN polymŽrases vs des protŽines 

plus variantes comme les rŽcepteurs de surface des bactŽries pathog•nes), la faible 

spŽcificitŽ/sensibilitŽ de la mŽthode d'alignement local par rapport ˆ des alignements dits 

supervisŽs (qui utilisent des mod•les spŽcifiques aux groupes de protŽines, e.g. HMM ou CV 

pour des domaines fonctionnels) (Borodovsky et al. 1995) et le probl•me de dŽtecter des vrais 

orthologues et non des paralogues avec des fonctions qui peuvent •tre assez divergentes 

(Kuzniar et al. 2008; Sasson et al. 2006). 

 Une autre mŽthodologie, dite de regroupement (clustering) tente d'identifier de 

mani•re gŽnŽrale des groupes de g•nes orthologues entre plusieurs gŽnomes. La mŽthode des 

COGs (Cluster of Orthologous Groups of proteins) et sa base de donnŽes, refl•tent la 

possibilitŽ des relations d'orthologie un ˆ un, un ˆ plusieurs et plusieurs ˆ plusieurs (Tatusov 
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et al. 2000). Plusieurs mŽthodes utilisent cette notion de groupes de g•nes orthologues qui 

permet d'Žtendre la rŽciprocitŽ ˆ l'ensemble des relations d'homologie, en utilisant les arbres 

phylogŽnŽtiques pour vŽrifier la concordance avec les arbres d'esp•ces et supprimer des 

paralogues dans les groupes en divisant les groupements (Altenhoff et al. 2016). La base de 

donnŽes eggNOG (evolutionary genealogy of genes : Non-supervised Orthologous Groups) 

peut •tre citŽe comme un exemple rŽcent (Huerta-Cepas et al. 2017). 

 Une aide ˆ l'identification des relations d'orthologie est l'identification de la syntŽnie. 

L'introduction du terme de syntŽnie est attribuŽ au gŽnŽticien britannique J. Renwick qui 

dŽfinit le terme comme la prŽsence de deux loci sur le m•me chromosome (Renwick 1971). 

Cette dŽfinition est utile seulement pour des organismes avec plusieurs chromosomes, mais 

pas pour la vaste majoritŽ des bactŽries. Le sens premier du terme est Žlargi, pour dŽsigner des 

loci dÕorganismes diffŽrents mais localisŽs dans une rŽgion chromosomique homologue 

(McCouch 2001; Passarge et al. 1999). L'ordre des g•nes dans les gŽnomes procaryotes n'est 

pas conservŽ ˆ grande Žchelle (Mushegian and Koonin 1996) et le maintien de l'ordre de 

certains des g•nes serait le rŽsultat de sŽlection par Žpistasie (interaction des produits 

gŽniques) (Nei 2003) mais Žgalement par co-expression et co-rŽgulation (Lemoine et al. 

2007). L'ordre des g•nes dans ces rŽgions homologues, un cas particulier de syntŽnie, o• les 

orientations, proximitŽ et position sont conservŽes est appelŽ colinŽaritŽ (H. Tang et al. 2008). 

Cette conservation de la syntŽnie sert ˆ vŽrifier les annotations existantes et les prŽdictions de 

fonction (Sridhar and Rafi 2007). 

 

1.6.4. Annoter sans attribuer de fonction 

Le haut dŽbit de sŽquen•age et les cožts plus faibles des projets de gŽnomique 

s'accompagnent d'une croissance exponentielle des bases de donnŽes. Cependant, la quantitŽ 

de donnŽes ne signifie pas nŽcessairement une connaissance plus approfondie des capacitŽs de 

codage des gŽnomes. Plus dÕun tiers des CDS prŽdites sont annotŽes comme protŽines 

hypothŽtiques ce qui veut dire que la communautŽ scientifique nÕa pas dÕautre information sur 

ces protŽines que leur conservation de sŽquences. Ces protŽines hypothŽtiques ne sont pas des 

artefacts et peuvent •tre prŽsentes chez plusieurs organismes. Certaines ont ŽtŽ validŽes par 

des expŽriences de transcriptomique, protŽomique ou lors d'Žtudes d'essentialitŽ des g•nes 

(Jaroszewski et al. 2009). La principale raison du manque de connaissance de ces CDS 



! !

Figure 24. Exemple de recherche de domaines protŽiques. En haut, utilisant l'outil du NCBI Conserved Domain Search sur une 

protŽine de 1734 acides aminŽs, cette sŽquence poss•de trois domaines : Peptidase_C25_N_gingipain, DUF2436 et Cleaved_Adh. Le 

premier correspond au domaine N-terminal des gingipa•nes (un sous-groupe de la famille des peptidases C25), le deuxi•me comme 

son nom l'indique est un domaine de fonction inconnue et le troisi•me est un domaine rŽpŽtŽ en tandem de rŽgions d'hŽmagglutinine/

adhesine. En bas, utilisant l'outil SOSUI signal, une prŽdiction de signal peptide est faite. Ainsi, avec ces deux outils, nous pouvons 

savoir qu'il s'agit d'une peptidase qui nÕest probablement pas cytoplasmique. 

Sites utilisŽs : https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi et http://harrier.nagahama-i-bio.ac.jp/sosui/sosuisignal/
sosuisignal_submit.html 
VisitŽs le 23 octobre 2017
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hypothŽtiques est qu'elles n'ont pas fait l'objet d'Žtudes traditionnelles de biochimie et biologie 

molŽculaire (Roberts 2004). 

 Les protŽines ont des domaines, qui correspondent ˆ des unitŽs Žvolutives, et qui 

peuvent •tre dupliquŽs et/ou recombinŽs. Les protŽines de petite taille ont gŽnŽralement un 

seul domaine et celles de taille plus importante peuvent avoir plusieurs domaines diffŽrents 

(Chothia et al. 2003). Ces domaines sont Žgalement des unitŽs avec une structure et 

constituent les sous-unitŽs fonctionnelles des protŽines (C. Vogel et al. 2005) (Figure 24). 

 Malheureusement, pr•s d'un quart de tous les domaines protŽiques dŽcrits actuellement 

sont annotŽs comme des domaines de fonction inconnue (Domains of Unknown Functions ou 

DUF) (Bateman et al. 2010; Mudgal et al. 2015). Selon la base de donnŽes utilisŽe, des 

Žquivalents existent o• la famille de domaines/protŽines n'est pas caractŽrisŽe et poss•de 

uniquement un numŽro, par exemple des Fellowship for Interpretation of Genomes (FIG) 

pour les FIGfams (Meyer et al. 2009) ou de COG (Galperin et al. 2015). Pour ces domaines 

DUFs, les biocurateurs sont incapables de leur associer toute information fonctionnelle en 

raison dÕun manque dans la littŽrature scientifique du moment (Bateman et al. 2010). Ainsi, 

lors du processus dÕannotation fonctionnelle, certaines CDS peuvent recevoir des annotations 

de protŽines avec des domaines conservŽs de fonction inconnue. Cependant, la conservation 

Žvolutive et les expŽriences de mutation caractŽrisant les g•nes essentiels dÕun organisme 

sugg•rent des r™les importants de certaines de ces CDS (Goodacre et al. 2013). 

 En plus de ces domaines DUFs, certains domaines portent des annotations 

fonctionnelles peu descriptives du processus biologique auquel participe la protŽine et ne 

dŽcrivent que des propriŽtŽs structurales ou de capacitŽ de liaison ˆ d'autres molŽcules 

(Bateman et al. 2010). Des domaines de type nucleotide-binding P-loop motif, RNA-binding 

domain ou Helix-turn-Helix motif peuvent •tre citŽs en exemple. Si seulement les DUFs et 

autres Žquivalents sont considŽrŽs comme non caractŽrisŽs, la sous-estimation des familles de 

domaines/protŽines dans les bases de donnŽes peut •tre importante (Bateman et al. 2010). Ces 

annotations sont transfŽrŽs par le biocurateur, mais restent peu informatives.  

 Pour les CDS recrutant des domaines de type DUF ou ne recrutant aucun domaine 

(orphelines), une dŽsanonymation partielle est Žgalement possible en prŽdisant leurs 

localisations cellulaires. En effet, certains signaux de localisation, sont aisŽment identifiables 

dans les sŽquences dÕacides aminŽs et peuvent •tre tr•s utiles pour orienter lÕannotation de 

sŽquences. La prŽdiction des domaines transmembranaires (hŽlices alpha), des signaux de 



! !

Figure 25. Exemples d'annotations relationnelles du KEGG. Toutes les voies mŽtaboliques de Porphyromonas gingivalis sont 

schŽmatisŽes, mises en Žvidence en rose foncŽ, les voies mŽtaboliques des purines et pyrimidines. En bas, schŽma gŽnŽrique de la 

biosynth•se des ribonuclŽotides d'adŽnine (ATP et ADP). 

Site utilisŽ : http://www.genome.jp/kegg/pathway.html 
VisitŽ le 23 octobre 2017
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sŽcrŽtion (signaux dÕadressage N-terminaux de type signal peptide) ou encore des 

caractŽristiques de protŽines de la membrane externe (tonneaux b•ta) peuvent •tre citŽs ˆ titre 

d'exemple. Ces prŽdictions nÕindiquent pas vraiment des fonctions, mais dŽcrivent le lieu de 

leurs actions. Par exemple, les protŽines membranaires, qui reprŽsentent pr•s de 25% des 

g•nes codants se retrouvent impliquŽes dans des processus comme le transport de molŽcules 

ou la signalisation entre cellules (Cuthbertson et al. 2005; Tusnady et al. 2005). 

 

1.6.5. Annotation relationnelle 

Ce dernier type d'annotation a pour but de donner une vision intŽgrŽe des relations 

entre les produits des g•nes. Elle Žtablit les voies mŽtaboliques avec les enzymes et autres 

protŽines qui interviennent et les rŽseaux de rŽgulation. Une intŽgration de rŽsultats 

expŽrimentaux, des descriptions mathŽmatiques des processus biochimiques et la simulation 

de ceux-ci par ordinateur sont nŽcessaires. Le rŽsultat est une modŽlisation des voies 

mŽtaboliques qui est capable de dŽcrire le processus (Endler et al. 2009). Un des premiers 

efforts de construction des rŽseaux de g•nes cohŽrents capable de signaler des inconsistances 

dans l'annotation fonctionnelle afin de la complŽter, sont les bases de donnŽes de la Kyoto 

Encyclopedia of Genes and Genommes ou KEGG (Ogata et al. 1999) (Figure 25). 

 

1.6.6. Annotation automatique et biocuration 

Les premiers gŽnomes sŽquencŽs ont dž •tre annotŽs manuellement, tant pour 

l'annotation syntaxique que pour lÕannotation fonctionnelle. Avec lÕaccumulation des 

gŽnomes sŽquencŽs, une grande quantitŽ d'outils ont ŽtŽ dŽveloppŽs. Pour l'annotation 

syntaxique des CDS, des outils comme GeneMark (Borodovsky and McIninch 1993) ou 

Glimmer (Salzberg et al. 1998) ont ŽtŽ crŽŽs tandis que des outils spŽcifiques ont Žgalement 

ŽtŽ dŽveloppŽs pour les ARNr comme RNAmmer (Lagesen et al. 2007) ou les ARNt comme 

tRNAscan-SE (Lowe and Eddy 1997). Puis, des logiciels automatiques pour l'annotation 

fonctionnelle ont vu le jour comme par exemple GeneQuiz (Andrade et al. 1999). L'Žtape 

suivante consiste ˆ unifier les deux types d'annotation dans une seule suite de logiciels 

d'annotation automatique qu'on nomme pipeline. Outre la facilitŽ d'annoter avec une seule 

plateforme, la difficultŽ d'installer et de mettre ˆ jour les logiciels individuels et les bases de 

donnŽes et de choisir les param•tres des logiciels sont les raisons du choix, surtout par de non 



! !

Figure 26. Exemples de pipelines d'annotation automatique en ligne. Du haut vers le bas : la pipeline RAST, la pipeline PGAAP 

et la plateforme MicoScope. Chaque site web a des procŽdures diffŽrentes pour annoter les gŽnomes et nŽcessitent de niveaux 

d'expertise diffŽrents pour les utiliser. 

Sites utilisŽs : http://www.nmpdr.org/FIG/wiki/view.cgi/FIG/RapidAnnotationServer ; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/
annotation_prok/ et http://www.genoscope.cns.fr/agc/microscope/home/index.php 
VisitŽs le 23 octobre 2017
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spŽcialistes, des pipelines d'annotation (Andrade et al. 1999). L'Žvolution de la 

bioinformatique au sein des structures de sŽquen•age a fait que plusieurs plateformes 

d'annotation sont proposŽes actuellement. Ces pipelines peuvent •tre locales (installŽes sur 

l'ordinateur de l'utilisateur) mais la tendance est ˆ un usage dŽlocalisŽ, ˆ travers un formulaire 

internet, permettant dÕaugmenter la force de calcul avec des clusters ˆ distance. 

 Parmi les pipelines locales dŽdiŽs aux gŽnomes bactŽriens, il est possible de citer 

Prokka (Seemann 2014). Ces plateformes permettent ˆ l'utilisateur de conna”tre les logiciels 

utilisŽs pour chaque Žtape de l'annotation et de les paramŽtrer individuellement. Pour les 

pipelines via le web, deux tendances co-existent. Certains comme RAST (Rapid Annotation of 

microbial genomes using Subsystems Technology) (Aziz et al. 2008) qui permettent un 

paramŽtrage minimum et d'autres comme PGAAP (Prokaryotic Genome Automatic 

Annotation Pipeline) proposŽe par le NCBI qui sont compl•tement automatiques, sans aucune 

intervention du chercheur qui soumet sa sŽquence (Tatusova et al. 2016). De plus en plus de 

scientifiques utilisent ce type d'annotateurs automatiques qui sont, la plupart du temps, des 

bo”tes noires (Papanicolaou 2016). Deux autres exemples remarquables de ce type de pipeline 

sont les plateformes du DoE (Department of Energy des ƒtats-Unis) appelŽe Integrated 

Microbial Genomes - Expert Review (IMG ER) (Markowitz et al. 2009) et la plateforme 

MicroScope du GŽnoscope (Vallenet et al. 2009) (Figure 26). Des logiciels avec toujours 

plus de fonctionnalitŽs sont dŽveloppŽs au point de proposer assemblage et annotation en 

m•me temps (Liao et al. 2015). 

 Cette multitude de choix, nŽcessitant des niveaux tr•s diffŽrents d'expertise et 

d'Žquipement de calcul local, peuvent faciliter amplement l'annotation, mais peuvent 

Žgalement poser des probl•mes lors du choix et la comparaison des mŽthodes. Sur une m•me 

sŽquence gŽnomique, deux plateformes d'annotation peuvent donner des rŽsultats diffŽrents 

voire divergents (Stothard and Wishart 2006). Le but de la biocuration manuelle est de 

concilier ces annotations automatiques et de dŽtecter, puis de corriger ou dÕŽliminer les 

annotations peu informatives, trop Žvasives ou totalement erronŽes (Richardson and Watson 

2013). Ces erreurs peuvent •tre multiples et inclure des mauvais choix dans les codons 

d'initiation et/ou de terminaison, des inconsistances dans les fonctions attribuŽes ˆ diffŽrentes 

CDS, par exemple dans deux souches annotŽes par des annotateurs distincts ou encore des 

g•nes orthologues portant des noms ou des descriptions diffŽrentes de deux souches 

apparentŽes (Richardson and Watson 2013). 
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 Ë ceci sÕajoutent au moins deux probl•mes, la sur-annotation des annotateurs 

automatiques qui conduit ˆ la production de faux-positifs appelŽes Evil-Little Fellows ou 

ELFs (Ochman 2002) et la production de faux nŽgatifs correspondant aux g•nes non annotŽs 

automatiquement, pour plusieurs raisons (H. X. Zhang et al. 2014). De plus, la qualitŽ et la 

complŽtude de l'assemblage du gŽnome compliquent lÕannotation. En effet, les annotateurs 

automatiques ont des difficultŽs avec des assemblages fragmentŽs (draft) : des paralogues 

diffŽrents mais avec un pourcentage important de similitude peuvent •tre fusionnŽs en un seul 

g•ne (Indrischek et al. 2016), les g•nes avec des domaines rŽpŽtŽs peuvent •tre divisŽs en 

deux loci et des g•nes peuvent tout simplement •tre absents de l'assemblage et se retrouver 

dans un gap (Denton et al. 2014).Tous ces possibles biais doivent •tre pris en compte pour 

l'Žtape suivante, la comparaison des gŽnomes suivant la mŽthodologie dite de gŽnomique 

comparative. 

 

 

2. GŽnomique bactŽrienne 

2.1. Taxonomie bactŽrienne : esp•ces et souches 

La taxonomie est la science de la classification, identification et nomenclature des 

organismes dÕapr•s des crit•res dŽfinis. La systŽmatique correspond ˆ la taxonomie quand les 

crit•res utilisŽs sont les liens Žvolutifs entre les organismes. Dans les deux cas, trois termes 

sont ˆ dŽfinir : i) la classification est la formation de groupes de bactŽries en esp•ces, genres, 

familles, ordres, classes et phyla ; ii) lÕidentification est lÕutilisation de la classification pour 

distinguer entre les organismes et assigner un isolat comme appartenant ˆ une bactŽrie ; et iii) 

la nomenclature consiste ˆ donner un nom ˆ une esp•ce pour la dŽfinir et communiquer entre 

scientifiques (Baron 1996). 

La notion dÕesp•ce est dŽfinie comme un ensemble d'organismes partageant une m•me 

niche Žcologique, des caract•res morphologiques comparables voire identiques et surtout une 

capacitŽ ˆ se reproduire avec une progŽniture fertile (J. Mallet 1995). Chez les procaryotes, 

qui ne poss•dent pas de reproduction sexuŽe, cette notion est difficile ˆ dŽfinir. Chez ces 

organismes, la reproduction par fission binaire est dominante mais des esp•ces assez 

ŽloignŽes peuvent Žchanger du matŽriel gŽnŽtique. La notion de souche correspond aux 
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descendants dÕun seul isolement en culture pure, gŽnŽralement dÕune seule colonie. Ceci fait 

dÕune souche un groupement de clones. En microbiologie, la souche est souvent l'unitŽ de 

travail et la description de lÕesp•ce comprend souvent une souche dite type (ou une rŽfŽrence) 

qui dŽfinit lÕesp•ce. L'ensemble des souches considŽrŽes comme suffisamment proches de la 

souche type seront incluses dans cette esp•ce (Lapage et al. 1992). 

 Entre 1872-1875, le biologiste allemand F. Cohn fut un des premiers ˆ proposer une 

classification des bactŽries qui reposait sur des crit•res morphologiques auxquels sÕajoutent 

peu ˆ peu des crit•res physiologiques (Fox and Stackebrandt 1988). Jusqu'au dŽbut des annŽes 

1960, la dŽfinition d'une esp•ce reposait sur une classification phŽnŽtique, utilisant un grand 

nombre de caractŽristiques phŽnotypiques comme des caract•res morphologiques, 

biochimiques ou environnementaux. 

En 1957, P. Sneath sÕinspirant des travaux de M. Adanson (1763) propose une 

taxonomie numŽrique qui code de mani•re binaire (1 pour prŽsence, 0 pour lÕabsence) une 

centaine de caract•res morphologiques, biochimiques et culturaux (Sneath 1957b, 1957a). 

Avec le dŽveloppement des Žtudes gŽnŽtiques puis gŽnomiques, la place de lÕŽvolution 

toujours plus importante dans la volontŽ de classer les organismes, des comitŽs ad hoc ont ŽtŽ 

organisŽs pour dŽfinir les esp•ces bactŽriennes et dŽcider sur les caract•res ˆ utiliser pour la 

taxonomie et la systŽmatique. En 1987 et en 2002, les comitŽs Wayne (International 

Committee on Systematic Bacteriology) rŽuni ˆ lÕInstitut Pasteur ˆ Paris (Wayne et al. 1987) 

et Stackebrandt (International Commettee on Systematic of Procaryotes) rŽuni ˆ Gent en 

Belgique (Stackebrandt et al. 2002), ont dŽfini des crit•res dŽcrivant lÕesp•ce bactŽrienne. 

Wayne et collaborateurs dŽfinissent phylogŽnŽtiquement les esp•ces comme lÕensemble des 

souches dont les ADN sont identiques ˆ 70% ou plus, mesurŽ par des expŽriences de 

rŽassociation dÕADN (dÕhybridation dÕun hŽtŽroduplex) avec une diffŽrence de tempŽrature 

de fusion (melting temperature ou Tm) infŽrieure ou Žgale ˆ 5¼C par rapport ˆ la Tm de la 

molŽcule naturelle (Wayne et al. 1987). Une mesure plus facile ˆ utiliser est le sŽquen•age en 

entier du g•ne codant lÕARNr 16S. Sur les pr•s de 1 500 nt du g•ne, une identitŽ de 97% et 

plus peut se substituer ˆ celle de 70% sur le gŽnome complet (Stackebrandt and Goebel 1994). 

Toutefois, ces comitŽs ont encouragŽ le dŽveloppement de mŽthodes molŽculaires 

permettant une meilleure dŽfinition des esp•ces bactŽriennes. Ainsi, diffŽrents protocoles 

dÕŽtude du polymorphisme nuclŽotidique des esp•ces/souches ont ŽtŽ rŽalisŽs ˆ partir des 

profils de longueur de fragments de restriction (Restriction Fragment Length Polymorphism 
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Figure 27. Exemples de techniques de typage. Ë gauche, le Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) de lÕADN gŽnomique dÕune 

bactŽrie digŽrŽ avec une enzyme de restriction. Ë droite, un schŽma dÕun Multilocus SŽquence Typing (MLST) dÕune bactŽrie, 

plusieurs g•nes sont utilisŽs. Dans le premier cas, le pattern de bandes est comparŽ contre une base de donnŽes pour dŽterminer le 

type de la bactŽrie. Dans le deuxi•me cas, la combinaison des all•les dŽtectŽs est utilisŽe pour dŽterminer le type.  

Site utilisŽ : http://www.applied-maths.com/applications/pulsed-field-gel-electrophoresis-pfge-typing 
VisitŽ le 23 octobre 2017
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ou RFLP) couplŽe ˆ la Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) (Gicquel 1993; Klaassen et 

al. 2002; Muller et al. 1999), de sŽquen•age multilocus (Multilocus Sequence Typing ou 

MLST) (Maiden 2006; Urwin and Maiden 2003), dÕhybridations sur des puces ˆ ADN 

gŽnomique (Schena et al. 1998) ou dÕŽtudes de polymorphisme de longueur de fragments de 

restriction (Amplified Fragment Length Polymorphism ou AFLP) (P. Vos et al. 1995) (Figure 

27). Cependant, l'av•nement des mŽthodes de sŽquen•age a permis d'ouvrir de nouvelles 

perspectives dÕŽtudes phylogŽnomiques permettant dÕaugmenter considŽrablement la 

rŽsolution de la classification bactŽrienne. 

 La notion dÕesp•ce bactŽrienne fait encore dŽbat et est parfois remplacŽe par celle de 

clusters bactŽriens plut™t que d'esp•ce (L. Tang and Liu 2012). M•me dans cette vision de 

clusters, l'importance des transferts horizontaux est un obstacle qui a conduit ˆ proposer une 

visualisation de l'Žvolution des bactŽries sous la forme de rŽseaux de g•nes transfŽrŽs plut™t 

que d'arbres (Dagan 2011; Kunin et al. 2005). Ces deux visions des esp•ces bactŽriennes 

comme des clusters et/ou des rŽseaux de g•nes dŽpendent en fait du groupe bactŽrien ŽtudiŽ. 

Pour les populations clonales, tr•s homog•nes, le regroupement en clusters est aisŽ et 

correspond ˆ la dŽfinition canonique de lÕesp•ce (Segerman 2012). Pour les populations 

panmictiques, une grande partie des transferts de g•nes ont lieu entre bactŽries partageant le 

m•me habitat (Popa et al. 2011), les clusters regroupent plut™t des organismes habitat-

spŽcifique avec certains organismes centraux (Kunin et al. 2005). 

 

2.2. Dynamique des gŽnomes bactŽriens 

LÕŽchange de matŽriel gŽnŽtique, vu comme un Žchange sexuel, entre les bactŽries est 

assez permissif. En effet, les populations bactŽriennes ne sont pas homog•nes et peuvent ne 

pas •tre strictement clonales, mais panmictiques ou avoir des caractŽristiques des deux types, 

en fonction du taux des transferts horizontaux et de leur Žcosyst•me (Falush et al. 2003; J. M. 

Smith et al. 1993). LÕasexualitŽ apparente des bactŽries a conduit ˆ surestimer l'importance de 

la clonalitŽ bactŽrienne. Il existe des populations bactŽriennes clonales o• tous les individus 

dŽrivent dÕun gŽnotype fondateur par accumulation de mutations (Spratt and Maiden 1999). 

Dans ce cas, comme les transferts horizontaux sont quasi inexistants, les hypoth•ses 

phylogŽnŽtiques infŽrŽes ˆ partir de certains g•nes de mŽnage peu mutables sont congruentes. 

Pour certaines bactŽries, lÕŽvolution est au contraire fa•onnŽe par transfert horizontal et la 



! !

Figure 28. Quelques types de mŽcanismes de diversitŽ dans une population bactŽrienne. Des mŽcanismes intra-chromosomiques 

produisent un gain (par duplication), une perte (par dŽlation) ou un dŽplacement (par translocation ou inversion). Un mŽcanisme de 

gain inter-chromosomique est lÕacquisition de g•nes par Horizontal Gene Transfer (HGT). Finalement, la pseudogŽnisation peut •tre 

lente par accumulation de mutations, ou plus rapide par une translocation intra-chromosomique ou inter-chromosomique. 

AdaptŽ de : Abby & Daubin 2007. 
VisitŽ le 23 octobre 2017
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recombinaison. Ces populations, dites panmictiques, peuvent survenir avec une frŽquence de 

200 ˆ 300 fois supŽrieure aux mutations ponctuelles (Ashton and Caugant 2001; Takuno et al. 

2012; M. Vos and Didelot 2009) ˆ tel point quÕau final, chaque isolat reprŽsente un gŽnotype 

unique et que lÕhistoire Žvolutive de ces populations est pratiquement impossible ˆ 

reconstruire. En rŽalitŽ, la majoritŽ des esp•ces bactŽriennes ne suivent pas cette dichotomie 

clonale/panmictique mais ont une population clonale o• des Žv•nements de recombinaison 

permettent lÕadaptation ˆ des conditions environnementales. Ceci crŽe souvent des Žcotypes 

qui sont souvent des pathog•nes et dont lÕŽtude gŽnomique peut •tre complexe. La dynamique 

des gŽnomes bactŽriens est donc marquŽ par des rŽarrangements gŽnomiques qui peuvent •tre 

intra- ou inter-chromosomiques (Figure 28). 

 Les rŽarrangements intra-chromosomiques conduisant ˆ un dŽplacement, une 

inversion, un gain ou une perte de certaines rŽgions dÕun gŽnome par recombinaison interne 

entre sŽquences dÕADN rŽpŽtŽes, notamment les opŽrons ribosomiques rrn (Helm et al. 

2003). Les gŽnomes peuvent Žgalement abriter de nombreux intŽgrons (Escudero et al. 2015), 

et dÕautres ŽlŽments capables de se dŽplacer de fa•on autonome comme les transposons ou les 

sŽquences dÕinsertion (Siguier et al. 2015) ou non comme les MITEs (Delihas 2008). Par des 

syst•mes de copier-coller ou de couper-coller, ces ŽlŽments sont des sources importantes de 

rŽarrangements intra-chromosomiques, de pseudogŽnisation et dÕinstabilitŽs gŽnomiques 

(Bennett 2004; Darmon and Leach 2014).  

 Les rŽarrangements inter-chromosomiques correspondent ˆ des transferts horizontaux 

et ˆ lÕintŽgration dÕADN Žtranger dans les gŽnomes selon diffŽrents mŽcanismes :  

 - La transformation est la capture et lÕinternalisation dÕADN exog•ne dans des 

bactŽries dites compŽtentes. Cette compŽtence peut •tre acquise par des modifications 

nutritionnelles ou physiologiques (Claverys and Martin 2003; Johnston et al. 2014a). Dans les 

communautŽs microbiennes organisŽes en biofilm, la matrice externe contient de lÕADN 

extracellulaire (eDNA), majoritairement du ˆ la lyse cellulaire intra- et inter- populations 

bactŽriennes (Allesen-Holm et al. 2006; Liu and Burne 2011) et disponible pour la 

transformation. LÕADN Žtranger peut Žgalement •tre transmis par des vŽsicules de membrane 

externe (Renelli et al. 2004). Ë cela sÕajoute la compŽtence naturelle de certaines bactŽries, 

notamment des pathog•nes de la sph•re orale comme Streptococcus pneumoniae (Johnston et 

al. 2014b), Neisseria meningitidis (Hovland et al. 2017) et Porphyromonas gingivalis (Tribble 

et al. 2012). 



! !

Figure 29. MŽcanismes classiques de transfert horizontal de g•nes chez les bactŽries. La transformation est lÕacquisition dÕADN 

exog•ne dans le milieu par la bactŽrie. La transduction est lÕinjection de lÕADN dÕun bactŽriophage dans sa cellule h™te et la 

conjugaison est lÕŽchange de matŽriel gŽnŽtique (e.g. un plasmide) entre deux cellules (une donneuse et une receveuse) ˆ lÕaide dÕun 

pilus. 

Formes tŽlŽchargŽes de : http://www.somersault1824.com/science-illustrations/
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 - La conjugaison est la transmission dÕADN dÕune cellule donneuse ˆ une cellule 

receveuse (Arutyunov and Frost 2013). Ce transfert se fait par une structure spŽciale appelŽe 

pilus et le processus est sÕapparente le plus ˆ un rŽel Žchange sexuel, car les pili  mettent en 

contact direct les deux cellules. Les ADN ŽchangŽs peuvent •tre dÕorigine plasmidique ou 

correspondre ˆ des ŽlŽments intŽgrŽs dans le chromosome et transfŽrables, comme les 

transposons conjugatifs (Salyers et al. 1995), Žgalement appelŽs ŽlŽments conjugatifs et 

intŽgratifs (Integrative and Conjugative Elements ou ICE) (C. M. Johnson and Grossman 

2015). 

 - La transduction est lÕŽchange dÕADN entre deux cellules par lÕintermŽdiaire dÕun 

virus (bactŽriophage ou phage). Les phages dits tempŽrŽs sÕint•grent au chromosome de leur 

h™te Žtablissant la lysogŽnie ou cycle lysogŽnique. Selon les conditions environnementales, le 

phage peut devenir virulent et entrer dans un cycle lytique. En encapsulant son gŽnome, le 

phage peut transfŽrer dÕautres segments dÕADN de la cellule donneuse ˆ la prochaine cellule 

infectŽe qui dŽvient la cellule receveuse. Ce mŽcanisme peut-•tre gŽnŽralisŽ ou spŽcialisŽe 

selon la nature du phage et son rang dÕh™te (Brussow et al. 2004; Canchaya et al. 2003) 

(Figure 29). 

 

2.3. La gŽnomique comparative 

La gŽnomique comparative en bactŽriologie permet dÕassocier gŽnotype et phŽnotype, 

de rŽpondre ˆ des questions dÕŽvolution, de physiologie et de pathogŽnicitŽ (Prentice 2004). 

Cependant, dans de nombreux cas, les rŽsultats de ces Žtudes restent descriptifs, certaines 

modifications gŽnomiques nÕont pas nŽcessairement de consŽquences visibles ou faciles ˆ 

Žvaluer phŽnotypiquement. Ë lÕinverse, des diffŽrences phŽnotypiques peuvent ne pas •tre 

facilement reliŽes ˆ des modifications gŽnomiques. La gŽnomique comparative peut faire 

intervenir de 2 ˆ n gŽnomes. Les comparaisons de gŽnomes peuvent •tre faites ˆ diffŽrents 

niveaux, chaque niveau donnant acc•s ˆ des types diffŽrents d'information. 

 La partie du gŽnome contrainte par lÕŽvolution est surtout composŽe de g•nes codants 

et les comparaisons gŽnomiques sont souvent des approches g•ne-centrŽes (Koonin and 

Galperin 1997). Le sŽquen•age et la comparaison de plusieurs gŽnomes au sein dÕune esp•ce 

(ou dÕun genre bactŽrien) permet de dŽfinir le gŽnome total ou pangŽnome (pan, tout en grec) 

(Tettelin et al. 2005; Tetz 2005). Le pangŽnome est composŽ du core gŽnome contenant les 
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g•nes prŽsents chez tous les organismes comparŽs, du gŽnome accessoire contenant les g•nes 

prŽsents au moins deux des souches ou esp•ces ŽtudiŽs et du gŽnome unique qui est 

spŽcifique dÕune seule souche ou esp•ce (Medini et al. 2005; Tettelin et al. 2008). Le 

pangŽnome ouvert est celui o• lÕajout dÕun nouveau gŽnome ajoute de nouveaux g•nes, ˆ  

lÕopposŽ dÕun pangŽnome fermŽ o• sa taille nÕaugmente que tr•s peu avec l'ajout de nouveaux 

gŽnomes, par exemple pour des bactŽries ˆ expansion clonale (Rouli et al. 2015). 

 Le core gŽnome inclut lÕensemble des g•nes conservŽs qui codent les fonctions 

physiologiques fondamentales et les caract•res phŽnotypiques caractŽristiques dÕune esp•ce. 

Certains de ces g•nes sont jugŽs essentiels car leur dŽlŽtion est lŽtale dans les conditions 

expŽrimentales testŽes. LÕessentialitŽ dÕun g•ne est nŽanmoins sujette ˆ caution puisque 

certains g•nes peuvent •tre individuellement essentiels, mais leur perte pourrait •tre 

compensŽe ou tolŽrŽe par dÕautres mutations (Hutcherson et al. 2016; Smalley et al. 2003; 

Yang et al. 2016). 

Les gŽnomes accessoires et uniques sont ceux qui gouvernent la diversitŽ observŽe des 

souches ou des esp•ces et sont gŽnŽralement retrouvŽs dans les ”lots gŽnomiques. Ils codent, ˆ 

de rares exceptions pr•s, des fonctions supplŽmentaires confŽrant un avantage adaptatif. Chez 

les bactŽries pathog•nes, ces g•nes peuvent •tre des dŽterminants de pathogŽnicitŽ (toxines, 

protŽines dÕexport ou de sŽcrŽtion) et dÕinteraction avec lÕh™te (molŽcules dÕadhŽsion, 

protŽines de surfaceÉ) (Jackson et al. 2011). 

 En plus des analyses comparatives g•ne-centrŽes, les gŽnomes peuvent •tre comparŽs 

selon une approche structure-centrŽe. Ë lÕexception de quelques esp•ces bactŽriennes qui 

poss•dent des chromosomes linŽaires, comme Agrobacterium tumefaciens (Wood et al. 

2001), Borrelia burgdorferi (Fraser et al. 1997), ou Streptomyces coelicolor (Bentley et al. 

2002) ; la grande majoritŽ des chromosomes bactŽriens sont circulaires et l'organisation des 

g•nes le long de ce cercle est faite de fa•on ˆ maximiser lÕefficacitŽ de la rŽplication du 

chromosome et de lÕexpression des g•nes. 

 En 1963, le biochimiste britannique J. Cairns dŽmontre la rŽplication bidirectionnelle 

du chromosome circulaire bactŽrien avec des fourches de rŽplication (replication fork) (Cairns 

1963; Griffiths et al. 2000). Deux fourches de rŽplication se forment, la rŽplication commence 

ˆ lÕorigine de rŽplication du chromosome (oriC) et se termine au terminus ou site ter, et 

progressent dans des directions opposŽes, avec synth•se continue dÕun brin prŽcoce ou 

leading strand ̂ rŽplication directe, et discontinue dÕun brin retardŽ ou lagging strand. Ce 
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oriC

ter

Ç Leading strand ÈÇ Lagging strand È
Brin PrŽcoceBrin Tardif

Figure 30. Structure du chromosome circulaire des bactŽries. La forme de rŽplication implique la synth•se directe du brin prŽcoce 

et discontinue du brin tardif. La rŽplication commence ˆ lÕoriC et se termine au ter. Ë lÕintŽrieur du schŽma est reprŽsentŽ le biais de 

CG le long du chromosome avec des valeurs positives pour le brin prŽcoce riche en G et nŽgatives pour le brin tardif. Les g•nes 

fortement exprimŽs seront prŽfŽrentiellement pr•s de lÕoriC et les g•nes essentiels seront prŽfŽrentiellement sur le brin prŽcoce. 

AdaptŽ de : Abby & Daubin 2007, Rocha 2008 et Rocha & Danchin 2003.
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mŽcanisme de rŽplication influence fortement la rŽpartition des g•nes sur le chromosome 

(Rocha 2008). La frŽquence des mutations diff•re selon les brins, entra”nant des biais (skews) 

de composition remarquables entre les deux brins, notamment dans la distribution de G et de 

C (Kowalczuk et al. 2001; Lobry and Louarn 2003) (Figure 30). 

Chez certaines bactŽries ˆ croissance rapide, les g•nes impliquŽs dans la croissance 

bactŽrienne sont proches dÕoriC alors que ceux impliquŽs dans lÕadaptation sont en revanche 

situŽs autour du site ter (Couturier and Rocha 2006), les g•nes essentiels se trouvent 

prŽfŽrentiellement sur le brin prŽcoce o• ADN et ARN polymŽrase progressent dans le m•me 

sens, Žvitant la collision frontale des deux enzymes et lÕinterruption prŽmaturŽ de la 

transcription. Ë lÕinverse, si un g•ne essentiel se trouve sur le brin tardif, la frŽquente 

interruption de sa transcription entra”nerait sa contre-sŽlection (Rocha and Danchin 2003). 

Pour cette raison, lÕŽvolution des bactŽries se produirait de prŽfŽrence selon un gradient de 

plasticitŽ gŽnomique, centrŽe autour de certaines rŽgions plus proches du ter que de lÕoriC. La 

comparaison des structures de gŽnomes bactŽriens proches permet dÕidentifier ces rŽgions de 

plasticitŽ gŽnomique, dŽfinies comme des loci o• la syntŽnie est rompue et/ou des rŽgions 

absentes/prŽsentes, en raison de phŽnom•ne de rŽarrangements intra- ou inter-

chromosomiques dŽcrit prŽcŽdemment (Abby and Daubin 2007; Daubin and Perriere 2003; 

Suyama and Bork 2001). 

En raison de ces rŽarrangements, les gŽnomes sont des entitŽs mosa•ques constituŽs de 

segments conservŽs, de rŽgions plus ou moins partagŽes avec dÕautres et de zones uniques,  

Žventuellement rŽorganisŽes dÕun gŽnome ˆ lÕautre. Afin de pouvoir comparer ˆ la fois la 

structure, lÕorganisation et le contenu gŽnique de plusieurs gŽnomes dÕintŽr•t, la mŽthode la 

plus souvent utilisŽe, surtout en premi•re instance, est lÕalignement. Aligner de 2 ˆ n 

sŽquences gŽnomiques est une t‰che plus difficile que l'alignement de sŽquences gŽniques 

courtes. Les algorithmes citŽs prŽcŽdemment ne sont pas optimisŽs pour cette t‰che, le temps 

de calcul Žtant trop long et la mŽmoire de l'ordinateur requise excessive (Delcher et al. 1999). 

Pour  les alignements gŽnomiques, qui sollicitent donc des mŽthodes globales, deux 

stratŽgies existent. L'alignement itŽratif de paires de gŽnomes (iterative pairwise alignment) 

o• des alignements locaux de plusieurs sous-parties gŽnomiques sont fusionnŽes de fa•on 

itŽrative et la recherche de points dÕancrage (anchor-based multiple alignment), 

particuli•rement efficace pour ce type de sŽquences longues (Hohl et al. 2002). 



! !

Figure 31. Alignement de gŽnomes. L'alignement de gŽnomes peut •tre fait par paires ou •tre multiple. En haut, des reprŽsentations 

de type dot plot (faites avec le logiciel MUMmer) de deux gŽnomes colinŽaires (1 et 2), et de deux gŽnomes o• l'un prŽsente une 

inversion centrale par rapport ˆ l'autre (en bleu, gŽnomes 1 et 3). Pour ces deux gŽnomes, une autre reprŽsentation (faite avec Artemis-

ACT) est proposŽe en bas, l'inversion centrale peut Žgalement •tre observŽe. 

En bas, alignement multiple de trois gŽnomes (A, B et C), une grande quantitŽ de rŽarrangements peuvent •tre observŽs (alignement 

fait avec progressiveMAUVE). 

Figure d'Artemis-ACT adaptŽe de : https://fr.slideshare.net/leightonp/comparative-genomics-and-visualisation-part-1  
TŽlŽchargŽe le 24 octobre 2017
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 Un des premiers algorithmes utilisant lÕancrage est l'outil MUMmer, initialement 

con•u pour aligner rapidement une paire de gŽnomes (entiers ou incomplets). Dans ce type 

dÕalignements, la premi•re Žtape consiste ˆ dŽcomposer les gŽnomes ˆ aligner, ˆ lÕaide dÕun 

arbre des suffixes, pour trouver des Maximal Unique Matchs (MUM). Les MUMs 

correspondent ˆ des sous-sŽquences uniques (non rŽpŽtŽes sur les gŽnomes) communes (sans 

mismatch) aux n gŽnomes ŽtudiŽs et maximales (ne pouvant pas •tre Žtendues). Les MUMs 

sont ensuite replacŽs sur chaque gŽnome et servent dÕancrage pour comparer les gaps qui 

correspondent aux SNP, indels et rŽgions polymorphes ou rŽpŽtŽes (Delcher et al. 1999). La 

visualisation des rŽsultats est proposŽe sous forme de dot plot (graphique de points) 

reprŽsentant en diagonale directe les sŽquences identiques et en diagonale inverse, les rŽgions 

d'inversion (Gilbert 1990). Cette approche a ŽtŽ reprise dans lÕoutil Multiple Genome Aligner 

(MGA), en Žtendant le concept de MUM pour en dŽfinir des maximal multiple exact matches 

(multiMEMs), qui peuvent •tre uniques ou non (Hohl et al. 2002). MUMmer et MGA sont 

tr•s utiles et rapides pour aligner des gŽnomes proches, mais ne sont pas adaptŽs pour 

d'aligner des gŽnomes ŽloignŽs et mosa•ques. Le logiciel Mauve et son amŽlioration 

progressiveMauve (A. C. Darling et al. 2004; A. E. Darling et al. 2010) dŽtectent et alignent 

des rŽgions localement colinŽaires (Locally Collinear Blocks ou LCB) en ancrant des multi-

MUMs qui peuvent nÕ•tre commun quÕˆ un sous-ensemble des gŽnomes comparŽs (A. E. 

Darling et al. 2010) (Figure 31). DÕautres outils destinŽs ˆ lÕalignement de gŽnomes complets 

existent mais, en gŽnomique microbienne, les trois prŽcŽdemment citŽs sont les plus 

frŽquemment utilisŽs. Les autres outils qui peuvent •tre citŽs sont Mugsy (Angiuoli and 

Salzberg 2011), GR-Aligner (Chu et al. 2009), GAME (Choi et al. 2005) ou encore LAGAN 

et Multi-LAGAN (Brudno et al. 2003). 

 En plus de ces alignements globaux de gŽnomes permettant de comparer l'organisation 

des gŽnomes entiers, diffŽrentes autres mŽthodes de comparaison ciblŽe existent.  Certaines 

mŽthodes se concentrent sur les rŽgions codantes. Ainsi, certains outils analysent les 

pangŽnomes et crŽent des clusters de g•nes orthologues, visualisŽs gŽnŽralement par des 

diagrammes de Venn montrant les proportions relatives de gŽnomes core, accessoire et 

uniques. Certains outils comme GenoSets (Cain et al. 2012), VennPainter (Lin et al. 2016), 

BioVenn (Hulsen et al. 2008) ou VennDiagram (Chen and Boutros 2011) peuvent •tre citŽs. 

DÕautres approches sont utilisŽes pour comparer lÕorganisation des g•nes, cÕest ˆ dire leur 

syntŽnie comme SyntenyTracker (Donthu et al. 2009) ; alors que certains logiciels permettent 

lÕŽvaluation des liens Žvolutifs entre diffŽrents isolats, comme par exemple le calcul des ANI 
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(average nucleotide identity) (M. Richter and Rossello-Mora 2009) et autres comme le GGD 

(Genome-to-Genome Distance) (Meier-Kolthoff et al. 2014), les pourcentages et biais en k-

mer ou en GC ou encore lÕidentification dÕ”lots gŽnomiques ou de hot spots de recombinaison. 

La liste dÕoutils et dÕapproches permettant de comparer des gŽnomes est longue, chacun 

permettant dÕobtenir des informations qui aident ˆ la comprŽhension des gŽnomes. 

 

 

3. Bacteroidetes et Porphyromonas 

3.1. Phylum Bacteroidetes 

3.1.1. Classification et caractŽristiques gŽnŽrales 

 D•s le milieu des annŽes 1980 et jusqu'au milieu des annŽes 1990, les travaux du 

groupe de C. R. Woese ont ŽtŽ les premiers ˆ mettre en Žvidence les liens phylogŽnŽtiques 

entre les bactŽries anaŽrobies du groupe des Bacteroides et les bactŽries aŽrobies des groupes 

des Flavobacteria et Cytophaga (Paster et al. 1985; Woese 1987). Ce groupe de bactŽries ˆ 

coloration Gram-nŽgative (didermes) non sporulantes est hŽtŽrog•ne phŽnotypiquement mais 

phylogŽnŽtiquement cohŽrent. Il est alors classŽ au rang de phylum et appelŽ Cytophaga-

Flavobacter-Bacteroides ou CFB (Gherna and Woese 1992; C. J. Smith et al. 2006). En 2010, 

avec la publication de la deuxi•me Ždition du Bergey's Manual of Systematic Bacteriology, ce 

phylum a ŽtŽ renommŽ Bacteroidetes (Krieg et al. 2010). En 2015, une nouvelle proposition 

pour inclure le rang "phylum" dans le code international de nomenclature des procaryotes 

propose de changer ˆ nouveau son nom en Bacteroidaeota (Oren et al. 2015). Ces propositions 

n'ont pas encore ŽtŽ adoptŽes par la communautŽ scientifique, et donc le terme Bacteroidetes 

reste employŽ. 

 Bien que ce groupe soit phŽnotypiquement hŽtŽrog•ne, certaines caractŽristiques 

distinctives du phylum sont remarquables, par exemple, concernant le mŽcanisme de la 

transcription des g•nes. Ainsi, la sŽquence protŽique de la sous-unitŽ B de l'ADN gyrase 

contient une insertion de 4 acides aminŽs, unique au phylum (Gupta 2004; Gupta and 

Lorenzini 2007). Les membres de ce groupe ont Žgalement un facteur d'initiation de la 

transcription (facteur sigma de l'ARN polymŽrase) unique ˆ ce phylum, capable de transcrire 

exclusivement des g•nes de Bacteroidetes et non d'autres bactŽries (Vingadassalom et al. 
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Figure 32. Phylum Bacteroidetes. D'apr•s le Bergey's Manual of Systematic Bacteriology (2•me Ždition), le phylum Bacteroidetes se 

divise en quatre classes avec deux groupes Incertae sedis. 

Extrait de : Kieg et al. 2010
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2005). Le troisi•me ŽlŽment commun est la faible proportion de g•nes prŽcŽdŽs de sŽquences 

de Shine-Dalgarno (Accetto and Avgustin 2011), la vaste majoritŽ des transcrits de ces 

bactŽries seraient sans sŽquence leader (sans 5Õ UTR) et capables de se lier directement au 

ribosome complet ou la traduction serait mŽdiŽe par la protŽine ribosomique S1 (Nakagawa et 

al. 2017). Une autre caractŽristique mŽtabolique exclusive de ce phylum est le syst•me de 

glycosylation des protŽines, qui sÕeffectue par une liaison O-mannose avec une rhamnose 

branchŽe (Coyne et al. 2013). Finalement, les bactŽries du phylum Bacteroidetes poss•dent un 

syst•me de sŽcrŽtion unique dit de type IX (T9SS ou syst•me de sŽcrŽtion Por) qui permet le 

relargage de protŽines du pŽriplasme vers l'extŽrieur (McBride and Zhu 2013). Les g•nes du 

T9SS sont Žgalement nŽcessaires pour la mobilitŽ de certaines esp•ces de Bacteroidetes par 

un mouvement dit glissant ou gliding mobility (Lasica et al. 2017). 

Au sein des Bacteroidetes, on distingue au moins cinq sous-groupes, dŽcrits d•s les 

annŽes 1990 : les cytophaga, les flavobacter, les bacteroides, les sphingobacter et les 

saprospira (Gherna and Woese 1992). MalgrŽ ces observations, le phylum Bacteroidetes est 

divisŽ en quatre classes dans le Bergey's Manual : Bacteroidia, Flavobacteriia, 

Sphingobacteriia et Cytophagia auxquels s'ajoutent deux groupes qui n'ont pas pu •tre classŽs 

(Incertae sedis) (Krieg et al. 2010) (Figure 32). Deux Žquipes de recherche ont aidŽ ˆ clarifier 

la sous-division des Bacteroidetes. Dans un premier temps, Mu–oz et al. sŽparent un sous-

groupe des Sphingobacteria qu'ils nomment Chitinophagia (Mu–oz et al. 2016), puis Hanke et 

al. sŽparent un second sous-goupe de cette derni•re classe et donnent aux Saprospira le rang 

de classe (Hahnke et al. 2016). Ainsi, actuellement, ce phylum contient six classes : 

Bacteroidia, Flavobacteriia, Cytophagia, Sphingobacteria, Chitinophagia et Saprospiria ; les 

deux groupes Incertae sedis sont classŽs chacun dans un phylum ˆ part (Hahnke et al. 2016). 

Une particularitŽ des classes des Bacteroidetes est que chacune ne contient qu'un seul ordre et 

cette division nÕest donc pas informative (Hahnke et al. 2016). 

 

3.1.2. ƒcologie 

 Une des autres caractŽristiques importantes des Bacteroidetes est leur distribution dans 

des Žcosyst•mes variŽs. Ainsi, en plus de leur classification phylogŽnŽtique, leurs niches 

Žcologiques les sŽparent en groupes environnementaux ou associŽs au tube oro-

gastrointestinal d'animaux. Les Bacteroidetes environnementaux correspondent 

principalement aux classes Flavobacteriia, Cytophagia et Sphyngobacteriia. Ces bactŽries ont 
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Human Microbiome Project

Figure 33. Sites anatomiques ŽtudiŽs lors du Human Microbiome Project. Ce premier grand projet visant ˆ rŽpertorier les sites 

colonisŽs par les bactŽries les a divisŽ en cinq types : peau, gastrointestinal, urogŽnital, nasal et oral. Seulement des personnes saines 

ont ŽtŽ recrutŽes pour cette Žtude. Des mesures de diversitŽ pour chaque site et entre les diffŽrents sites des personnes ont ŽtŽ fournies. 

AdaptŽ de : https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Anotomical_Position_Sketch.png ; http://outspokenarts.org/mouth-open-
huge307x379/  ; https://www.123rf.com et https://www.shutterstock.com 
TŽlŽchargŽes le 24 octobre 2017
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ŽtŽ isolŽes du sol, de compost, de plantes en dŽcomposition, d'eau douce et d'Žchantillons 

d'eau de mer (Thomas et al. 2011). Il est estimŽ que les Bacteroidetes correspondent au 

troisi•me phylum en abondance dans les milieux marins (Fernandez-Gomez et al. 2013). Les 

Cytophagia sont des bactŽries mobiles, retrouvŽes dans des habitats riches en mati•re 

organique comme le sol, les plantes en dŽcomposition et les excrŽments dÕherbivores mais 

aussi le sŽdiment des rivi•res, les lacs ou les estuaires (Reichenbach 2006). Les 

Sphingobacteriia ont ŽtŽ isolŽs d'habitats aqueux (eau douce et marine) vierges ou hautement 

contaminŽs par des pesticides, des hydrocarbures, etc (Balkwill et al. 2006). Finalement, les 

Flavobacteriia est le groupe le plus nombreux des Bacteroidetes en terme d'esp•ces. Leur 

gamme d'habitat est ample et comprend les sols, les environnements aqueux, certains aliments 

et produits laitiers, les animaux, les amibes et les plantes. Certains genres de cette classe sont 

spŽcifiques de certains Žcosyst•mes. Par exemple, les esp•ces du genre Flavobacterium sont 

associŽes principalement aux poissons et les milieux aqueux alors que les Riemerella sont 

associŽes aux oiseaux et les Capnocytophaga aux cavitŽs buccales des mammif•res, 

notamment humaines et canines (Bernardet and Nakagawa 2006). 

 Concernant les Bacteroidetes associŽes au tube oro-gastrointestinal des animaux, ce 

sont principalement des bactŽries de la classe Bacteroidia. Les Bacteroidetes correspondent ˆ 

pr•s de la moitiŽ des bactŽries dŽtectŽes dans le colon (E. L. Johnson et al. 2017) et sont 

Žgalement prŽsents dans la cavitŽ orale, la gorge, l'Ïsophage et m•me l'estomac. De plus, ils 

ne sont pas restreints ˆ l'humain mais colonisent Žgalement d'autres mammif•res comme la 

souris, le chien, le porc et les ruminants. La relation avec l'h™te est mutualiste puisqu'elle 

bŽnŽficie aux deux partenaires : les sources de nutriments pour les bactŽries sont importantes 

et l'h™te bŽnŽficie de la dŽgradation des polysaccharides complexes qui peuvent reprŽsenter 

une source additionnelle d'Žnergie de pr•s du 10% journalier (Thomas et al. 2011). 

 

3.1.3. Microbiotes et genres dÕimportance en santŽ humaine 

 Le microbiote des animaux comprend des procaryotes (bactŽries et archŽes) et des 

eucaryotes (champignons et protozoires). La grande majoritŽ correspond ˆ des bactŽries (E. L. 

Johnson et al. 2017). Le Human Microbiome Project (HMP) a rŽpertoriŽ les sites colonisŽs 

par les bactŽries et les a classŽs en cinq aires : peau, nasal, oral, urogenital et gastrointestinal 

(Figure 33). Les microbiotes avec la plus grande alpha diversitŽ d'esp•ces, mŽtrique qui 

prend en compte la richesse (le nombre d'esp•ces dans la communautŽ) et l'uniformitŽ (une 
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mesure de l'ŽquitŽ des abondances des esp•ces), sont ceux de la bouche et des f•ces (Human 

Microbiome Project Consortium 2012; Morgan et al. 2013). Cependant leur beta-diversitŽ (la 

diversitŽ entre les communautŽs du m•me site) est jugŽe faible (Human Microbiome Project 

Consortium 2012). 

 Le tube oro-gastrointestinal est dominŽ, au niveau du colon, par deux phyla, les 

Firmicutes et les Bacteroidetes (ca. 90%) et le genre le plus abondant est Bacteroides (Bull 

and Plummer 2014; Heinken et al. 2013). Un dŽsŽquilibre du microbiote, appelŽ dysbiose, est 

associŽ ˆ plusieurs maladies comme le diab•te, l'asthme, les allergies, l'autisme et le cancer 

(Lloyd-Price et al. 2016). Plusieurs Žtudes se sont concentrŽes sur les changements des 

microbiotes intestinaux et l'obŽsitŽ, en observant les microbiotes des f•ces et en rŽsumant la 

richesse du microbiote ˆ un ratio Bacteroidetes/Firmicutes (Greenhill 2015; Koliada et al. 

2017; Lloyd-Price et al. 2016). De plus en plus d'auteurs estiment que parler de Bacteroidetes 

au sens large dans ces Žtudes est incorrecte et qu'il serait souhaitable de prŽciser que seule une 

cinquantaine dÕesp•ces, rŽparties en sept genres et issues de la famille Bacteroidia sont 

prŽsents dans ces Žchantillons fŽcaux. CaractŽriser, identifier et Žtudier plus prŽcisŽment ces 

esp•ces permettrait de mieux comprendre les relations de certaines dysbioses avec plusieurs 

pathologies (Hoyles and McCartney 2009; Wexler and Goodman 2017). Une description des 

microbiotes plus fine et rigoureuse est nŽcessaire pour comprendre les interactions microbe-

microbe et microbe-h™te, dans l'objectif de diagnostiquer des maladies (prŽdisposition, 

progression et/ou pronostic) et/ou de dŽterminer des interventions thŽrapeutiques (Morgan et 

al. 2013). La capacitŽ de dŽterminer la virulence de certaines bactŽries pathog•nes du 

microbiote est Žgalement prometteuse (Hugon et al. 2015). 

 L'entrŽe du tube gastrointestinal est la bouche, seule partie de corps o• des tissus durs 

(les dents) sont exposŽs ˆ l'environnement. La bouche est divisŽe en vestibule entre les 

arcades alvŽolo-dentaires (maxillaire et mandibulaire), l'intŽrieur des l•vres et des joues.  La 

cavitŽ orale est, ˆ proprement parler, ˆ l'intŽrieur des arcades et limitŽe par le palais, le 

plancher buccal sous la langue et l'isthme du gosier. Les arcades alvŽolo-dentaires sont 

rev•tues d'une muqueuse, la gencive. Les tissus de support des dents, appelŽs parodonte, sont 

l'os alvŽolaire, la gencive, le ligament alvŽolo-dentaire et le cŽment, tissu minŽralisŽ qui 

recouvre la racine des dents (Lamont et al. 2014). 

 Le microbiote oral est organisŽ en biofilm, souvent appelŽ plaque dentaire, qui adh•re 

aux surfaces de la cavitŽ buccale alors que certains formes microbiennes, dites planctoniques, 
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Figure 34. Composition du microbiote oral des diffŽrents sites d'une bouche saine. Les diffŽrents espaces de la bouche ont des 

microbiotes diffŽrents en composition au niveau du phylum bactŽrien. Cinq phyla reprŽsentent la quasi-totalitŽ des bactŽries prŽsentes 

mais leur proportion dŽpend du site anatomique analysŽ. 

AdaptŽ de : http://outspokenarts.org/mouth-open-huge307x379/ et Grice & Segre (2012) 'The Human Microbiome: Our Second 
Genome' Annu Rev Genomics Hum Genet, 13, 151-70. 
TŽlŽchargŽes le 24 octobre 2017
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sont suspendues dans la salive. Ce fluide est la source principale de nutriments et contient des 

glycoprotŽines, des peptides et des acides aminŽs. Toutes les surfaces de la bouche sont 

colonisŽes par les microbes : la muqueuse des joues et de la gencive, les deux faces de la 

langue, le palais, et la plaque dentaire s'accumule sur la gencive et lÕespace sous-gingival, 

entre les dents et l'ŽpithŽlium (Lamont et al. 2014). Plus de 500 esp•ces bactŽriennes peuvent 

•tre dŽtectŽes dans la bouche et appartiennent principalement aux phyla Bacteroidetes, 

Firmicutes, Fusobacteria, Actinobacteria, Proteobacteria et Spirochaetes (Reynolds-Campbell 

et al. 2017). 

 Le microbiote oral est acquis rapidement apr•s la naissance, la principale source est le 

microbiote oral de la m•re. Un processus de colonisation permanente est initiŽ par des 

colonisateurs primaires dont l'adhŽrence et la croissance alt•rent le micro-environnement, 

avec excrŽtion de produits mŽtaboliques qui favorisent la croissance d'autres esp•ces 

bactŽriennes. Ce processus de succession d'Žtapes de colonisation augmente la diversitŽ de la 

communautŽ et conduit ˆ la formation d'un biofilm stable et complexe. Des facteurs externes 

comme la di•te, le tabagisme, l'hygi•ne orale, les maladies systŽmiques, les changements 

hormonaux et les troubles physiques et psychiques peuvent induire des changements dans la 

composition du microbiote oral (Sampaio-Maia et al. 2016). 

 L'homŽostasie des biofilms oraux et sa relation symbiotique avec l'h™te sont 

importantes pour la santŽ orale. Leur dŽsŽquilibre est l'ŽlŽment dŽclencheur notamment de 

deux maladies buccales importantes : les caries et les maladies parodontales. Les bactŽries 

commensales du microbiote oral ont des effets bŽnŽfiques dans la physiologie, la nutrition et 

l'immunitŽ de l'h™te. Les colonisateurs permanents forment une barri•re aux microorganismes 

exog•nes qui transitent et qui pourraient •tre pathog•nes (Samaranayake and Matsubara 2017; 

Turnbaugh and Stintzi 2011). 

 Tous les sites de la bouche ont des microbiotes de compositions diffŽrentes (Takahashi 

2015) (Figure 34). Par exemple, au niveau du sillon gingivo-dentaire ou sulcus, qui 

correspond ˆ lÕespace d'union entre la marge de la gencive et la dent, un individu sain de 

maladies buccales aura un microbiote principalement composŽ de coques ˆ Gram-positif du 

genre Streptococcus. Cependant, comme ce sillon a un potentiel redox infŽrieur au reste de la 

bouche, lÕaccumulation de plaque chez un individu atteint, rŽduit encore la quantitŽ d'oxyg•ne 

disponible, favorisant l'installation de bacilles ˆ Gram-nŽgatif, principalement bactŽries 

anaŽrobies appartenant aux phyla Fusobacteria, Spirochaeta et Bacteroidetes. Dans ce dernier 
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Figure 35. Sillon gingivo-dentaire et poche parodontale. Le sillon gingivo-dentaire est le site d'union entre la gencive et la dent. 

Dans une bouche saine, il est peut profond (1-2 mm) et colonisŽ principalement par des bactŽries du genre Streptococcus. Lorsque le 

sillon s'inflamme et des bacilles ˆ Gram nŽgatif s'installent, il s'approfondit en crŽant une poche parodontale. 

AdaptŽ de : http://www.dr-philippe-bludzien-chirurgiens-dentistes.fr/parodontologie-suite.html et Costalonga & Herzberg (2014) 'The 
oral microbiome and the immunobiology of periodontal disease and caries' Immunol Lett, 162, 22-38. 
TŽlŽchargŽe le 24 octobre 2017
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phylum, les genres plus communs sont Prevotella, Tannerella et Porphyromonas. Lorsque le 

sillon s'agrandit et devient de plus en plus profond, une poche parodontale est crŽŽe 

(Sampaio-Maia et al. 2016) (Figure 35). 

 

3.2. Genre Porphyromonas, microbiotes et pathologies associŽes 

3.2.1. Classification du pouvoir pathog•ne des bactŽries 

 Les bactŽries du microbiote sont en relation de mutualisme ou de commensalisme avec 

l'h™te. Elles sont adaptŽes et participent ˆ des rŽseaux Žcologiques pour acquŽrir des 

nutriments. Ces bactŽries bŽnŽfiques sont capables d'emp•cher les bactŽries pathog•nes de 

sÕinstaller et de produire des effets nŽgatifs pour l'h™te. Les organismes commensaux peuvent 

interagir directement ou indirectement avec les pathog•nes. La compŽtition directe est faite 

soit en produisant des molŽcules qui inhibent la croissance des pathog•nes comme les 

bactŽriocines, soit par un changement de l'environnement de lÕh™te comme une baisse du pH 

ou encore la rŽtention de nutriments essentiels comme le fer ou certains acides aminŽs. Les 

bactŽries commensales peuvent Žgalement produire certains mŽtabolites spŽcifiques pouvant 

interfŽrer avec la croissance des pathog•nes ou l'action de leurs facteurs de virulence (e.g. le 

butyrate ou le fucose peuvent diminuer l'expression de facteurs de virulence de Salmonella 

enterica Enteritidis ou Typhimurium et de Escherichia coli entŽrohŽmorragique). La 

compŽtition peut Žgalement •tre indirecte puisque les bactŽries commensales du microbiote 

stimulent le syst•me immunitaire de l'h™te. Elles font partie des barri•res muqueuses en 

occupant les rŽcepteurs ŽpithŽliaux et stimulent la production de peptides antimicrobiens et 

l'immunoglobuline A par le syst•me immunitaire de lÕh™te (N. Kamada et al. 2013). 

 Les facteurs de virulence sont responsables des sympt™mes causŽs par les bactŽries 

pathog•nes. Les exemples classiques sont les toxines bactŽriennes mais le concept a ŽtŽ Žlargi 

pour englober Žgalement les facteurs responsables de l'Žvasion du syst•me immunitaire de 

l'h™te et ou du dysfonctionnement des fonctions cellulaires et des organes. Par exemple, la 

capsule bactŽrienne, les sidŽrophores, les molŽcules d'attachement et de tropisme, les enzymes 

de dŽgradation de la matrice extracellulaire et des molŽcules de dŽfense de l'h™te qui 

contribuent ˆ la propagation de la bactŽrie ou encore les syst•mes d'export et de translocation 

de protŽines effectrices qui manipulent la fonction des cellules de l'h™te sont considŽrŽs des 

facteurs de virulence (Hornef 2015). 
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 La vision des bactŽries comme symbiotes ou pathog•nes est simpliste et imprŽcise. 

Les progr•s de la mŽdecine et lÕidentification chez une partie de la population dÕun certain 

Žtat d'immunosuppression primaire ou acquise ont alertŽ sur l'existence d'un groupe de 

bactŽries qui causent des morbiditŽs et m•me la mortalitŽ chez ces individus ; ce qui nÕest pas 

le cas pour des individus sains. Ces bactŽries sont appelŽes des pathog•nes opportunistes 

(Hornef 2015). De m•me, les bactŽries symbiontes sont en constante interaction dynamique 

avec le syst•me immunitaire et les syst•mes de rŽparation et de renouvellement des 

ŽpithŽliums. Ces interactions "Žduquent" le syst•me immunitaire et le prŽparent ˆ l'interaction 

avec les pathog•nes. Les bactŽries spŽcifiques capables de dŽvelopper le syst•me immunitaire 

ou de produire une inflammation sont appelŽes pathobionts, ce qui dŽcrit leur potentiel 

ambivalent de symbiont et de pathog•ne. Ë la diffŽrence des pathog•nes opportunistes, les 

pathobionts produisent leurs effets sur l'h™te de mani•re indirecte via la stimulation du 

syst•me immunitaire. Les pathobionts sont prŽsents en absence de maladie, mais sous 

certaines conditions, ils sont capables de produire l'autoimmunitŽ et de promouvoir donc le 

dŽveloppement d'une maladie. Un cas de pathobiont citŽ dans la littŽrature est la bactŽrie 

Porphyromonas gingivalis (Hornef 2015). 

 

3.2.2. Esp•ces du genre Porphyromonas et Porphyromonas gingivalis 

 En 1921, W. Oliver et W. Wherry dŽcrivent des bactŽries anaŽrobies de la cavitŽ 

buccale qui poussent sur gŽlose au sang en formant des colonies noires et isolŽes (Oliver and 

Wherry 1921). Cette esp•ce appelŽe Bacteroides melaninogenicus comprend des souches 

asaccharolytiques regroupŽes dans la sous-esp•ce B. melaninogenicus subesp 

asaccharolyticus, reclassŽe en 1977 dans la nouvelle esp•ce Bacteroides assacharolyticus 

(Finegold and Barnes 1977). En 1980, A. Coykendall et collaborateurs dŽmontrent l'existence 

de deux sous-groupes dans Bacteroides assacharolyticus, les souches isolŽes des cavitŽs 

orales Žtant diffŽrentes de celles isolŽes d'autres sources. Ils proposent la crŽation d'une esp•ce 

ˆ part, Bacteroides gingivalis, pour regrouper les souches orales. La souche Slots 2561 est 

proposŽe comme souche type et dŽposŽe ˆ lÕAmerican Type Culture Collection comme la 

souche ATCC 33277 (Coykendall et al. 1980). En 1988, H. Shah et M. Collins Žtudient les 

caractŽristiques biochimiques tr•s ŽloignŽes de B. gingivalis par rapport ˆ l'esp•ce type du 

genre, B. fragilis, et proposent la crŽation d'un nouveau genre bactŽrien, Porphyromonas dans 

lequel ils reclassent B. gingivalis, B. asaccharolytica et B. endodontalis (Shah and Collins 



! !

Figure 36. Porphyromonas gingivalis : microscopie et colonies sur gŽlose. Ë gauche, en haut, coloration de Gram ; en bas, 

microscopie Žlectronique ˆ balayage. Ë droite, bactŽrie en culture pure sur gŽlose au sang supplŽmentŽ pour anaŽrobies ; en bas, 

agrandissement pour apprŽcier mieux les colonies. 

AdaptŽ de : https://www.researchgate.net/figure/270107715_fig1_Figure-1-The-pigmentation-of-Porphyromonas-gingivalis-colonies-
on-blood-agar 
TŽlŽchargŽe le 24 octobre 2017
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1988). Le nom du genre vient de l'adjectif grec porphyreos (pourpre) et du nom grec monas 

(unitŽ) ce qui veut donc dire cellule ˆ porphyrine, du fait que ces bactŽries accumulent de la 

protoporhyrine IX (protoh•me) ce qui donne aux colonies, sur gŽlose, leur coloration noire 

caractŽristique (Figure 36). 

 L'esp•ce type du genre est Porphyromonas asaccharolytica et, nÕincluait ˆ lÕorigine 

que deux autres esp•ces, P. gingivalis et P. endodontalis (Shah and Collins 1988). 

Actuellement, les esp•ces reconnues dans ce genre sont au nombre de 15 et correspondent ˆ : 

P. asaccharolytica (isolŽe de plusieurs infections humaines), P. bennonis (isolŽe d'infections 

humaines), P. cangingivalis (isolŽe de poches parodontales de chiens sains ou atteints de 

parodontite), P. canoris (isolŽe de poches parodontales de chiens atteints de parodontite), P. 

catoniae (isolŽe de poches parodontales d'humains sains ou atteints de parodontite), P. 

circumdentaria (isolŽe d'infections de tissus mous et de gencives de fŽlins), P. crevioricanis 

(isolŽe de poches parodontales et du fluide gingival de chiens atteints de parodontite ; 

synonyme de P. cansulci), P. endodontalis (isolŽe de plusieurs sites oraux humains), P. 

gingivalis (isolŽe de plusieurs sites oraux humains, principalement des poches parodontales), 

P. gingivicanis (isolŽe du fluide gingival de chiens ; synonyme de P. canis), P. gulae (isolŽe 

de la plaque sous-gingivale de plusieurs mammif•res, principalement canidŽs, fŽlins et 

primates), P. levii (isolŽe de plusieurs infections non orales de bovins), P. macacae (isolŽe de 

cavitŽs orales de chiens, chats et singes, pathog•nes important des infections par morsure 

d'animal ; un ancien synonyme de cette esp•ce Žtait P. salivosa), P. somerae (isolŽe de 

plusieurs infection non orales) et P. uenonis (isolŽe de plusieurs infections polymicrobiennes 

intestinales) (Krieg et al. 2010; Sakamoto and Ohkuma 2013). 

 Les conclusions qui peuvent •tre faites de cette ŽnumŽration sont :  plus de deux tiers 

des esp•ces de Porphyromonas sont orales qui sont, elles m•mes, principalement isolŽes de 

chiens comme lÕindique le nom des esp•ces (P. cangingivalis, P. canoris, P. cansulci, P. 

crevioricanis, P. gingivicanis), les autres esp•ces Žtant fŽlines (P. circumdentaria), ou isolŽes 

de diffŽrentes sources canines, fŽlines et primates (P. macacae) ou plus gŽnŽralistes mais 

dominŽes par les canidŽs (P. gulae) et finalement trois esp•ces humaines (P. catoniae, P. 

endodontalis et P. gingivalis). 

 L'esp•ce la plus ŽtudiŽe au sein de ce genre est Porphyromonas gingivalis. Il s'agit de 

la principale bactŽrie du genre liŽe aux pathologies humaines dont l'esp•ce la plus proche est 
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Porphyromonas gulae qui partage notamment certains facteurs de virulence (do Nascimento 

Silva et al. 2017; O'Flynn et al. 2015; Oishi et al. 2012). 

 

3.2.3. Maladies systŽmiques, locales et lien avec lÕoncogen•se 

 Porphyromonas gingivalis a ŽtŽ dŽcrite comme une bactŽrie importante dans plusieurs 

maladies humaines. Son habitat naturel est la bouche, principalement les sites sous-gingivaux, 

mais elle peut •tre isolŽe, moins frŽquemment certes, de la salive et des muqueuses orales. Ses 

facteurs de virulence incluent des peptidases comme les gingipa•nes, les collagenases et autres 

protŽases, la capsule, les fimbriae, les hŽmagglutinines et son lipopolysaccharide (do 

Nascimento Silva et al. 2017). 

 La principale maladie associŽe ˆ Porphyromonas gingivalis est la parodontite, une 

maladie locale au niveau de la gencive. En plus de ces manifestions locales, plusieurs Žtudes 

ŽpidŽmiologiques montrent un lien entre cette bactŽrie et plusieurs maladies systŽmiques 

comme la polyarthrite rhumato•de, des maladies cardiovasculaires, le diab•te et diffŽrents 

types de cancers orodigestifs (Atanasova and Yilmaz 2014). Tant la parodontite comme le 

diab•te sont des maladies chroniques frŽquentes. Les individus atteints de diab•te, surtout 

ceux qui ont une glycŽmie mal contr™lŽe, ont une parodontite sŽv•re et gŽnŽralisŽe. P. 

gingivalis est plus frŽquente et en quantitŽ plus importante chez les patients diabŽtiques 

comparŽ aux personnes non diabŽtiques (Aemaimanan et al. 2013). Concernant la polyarthrite 

rhumato•de, il s'agit d'une maladie inflammatoire chronique caractŽrisŽe par la prŽsence 

d'auto-anticorps anti-protŽines citrullinŽes (anticitrullinated protein antibodies ou ACPA). P. 

gingivalis poss•de une peptidyl-arginine deiminase (PAD), enzyme qui produit des peptides 

citrullinŽs in vivo. Une association existe entre la prŽsence d'anticorps anti-P. gingivalis et des 

ACPA (Hitchon et al. 2010). D'ailleurs l'ADN de la bactŽrie a ŽtŽ retrouvŽ dans les 

articulations des patients atteints de polyarthrite rhumato•de (Totaro et al. 2013). Finalement, 

une association positive entre parodontite et maladie cardiovasculaire est connue. Des Žtudes 

in vitro, avec des animaux et des observations cliniques montrent que des bactŽries 

paropathog•nes, dont P. gingivalis, influencent des mŽcanismes majeurs dits 

proatherogŽniques et peuvent donc jouer un r™le dans la pathogŽn•se de lÕathŽrosclŽrose 

(Chistiakov et al. 2016). 
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 Comme dŽjˆ dit, l'implication la plus forte de P. gingivalis dans une maladie concerne 

la parodontite. La parodontite est une maladie des tissus de soutien de la dent, le paradonte (la 

gencive, le cŽment, le ligament alvŽolo-dentaire et l'os alvŽolaire). Les maladies parodontales 

commencent par une gingivite, une inflammation localisŽe de la gencive qui est initialisŽe par 

la plaque dentaire. La parodontite chronique est le rŽsultat d'une gingivite non traitŽe et 

progresse vers la perte de la gencive, des ligaments et une destruction de l'os alvŽolaire. Ceci 

entraine l'apparition d'une poche parodontale au niveau du sillon gingivo-dentaire (ou sulcus), 

zone dÕinflammation accompagnŽe d'une dysbiose correspondant ˆ une diminution des 

bactŽries symbiotiques au profit des paropathog•nes (Kinane et al. 2017). P. gingivalis y est 

prŽsente en faible quantitŽ mais peut "orchestrer" une inflammation via l'activation du 

syst•me du complŽment de l'h™te et ses interactions avec les bactŽries du microbiote oral. 

L'infection de mod•les animaux dits gnotobiotiques ou encore libres de microorganismes 

(germ-free ou GF) avec P. gingivalis ne produit pas de parodontite, mais son inoculation dans 

les mod•les animaux libres de pathog•nes (specific-pathogen-free ou SPF) produit des 

sympt™mes typiques de cette maladie. Cela veut dire que P. gingivalis n'est pas capable ˆ elle 

seule de produire une parodontite, mais qu'elle est un des acteurs responsables de son 

apparition. De plus, son introduction dans les bouches saines, produit une augmentation de la 

charge bactŽrienne dans la gencive et change qualitativement le microbiote (Hajishengallis et 

al. 2011). Ë cause de ces caractŽristiques, P. gingivalis, bactŽrie capable d'entra”ner un 

changement du microbiote et de stabiliser ce microbiote dysbiotique associŽ ˆ une maladie, 

est nommŽe pathog•ne clŽ de vožte (keystone pathogen) (Hajishengallis et al. 2012). 

MalgrŽ l'implication de la dysbiose pour l'initiation de la parodontite, la rŽponse 

inflammatoire de l'h™te est celle qui produit les lŽsions irrŽversibles du parodonte ce qui 

entra”ne la perte des dents. Encore une fois, P. gingivalis est capable d'entretenir cette 

inflammation par plusieurs mŽcanismes d'Žvasion de la rŽponse immunitaire. Les gingipa•nes 

peuvent avoir une activitŽ de catalyseur de lÕactivation du syst•me de complŽment de lÕh™te. 

En m•me temps, la bactŽrie active les leucocytes et augmente l'inflammation, mais rŽduit leur 

capacitŽ de tuer les bactŽries. Une serine phosphatase sŽcrŽtŽe, SerB, est capable d'inhiber la 

production d'interleukine 8 (IL-8) ce qui diminue le recrutement des neutrophiles dans la 

gencive. L'Žlimination spŽcifique de P. gingivalis est capable de retourner le microbiote 

dysbiotique ˆ son Žtat antŽrieur (Hajishengallis et al. 2012). P. gingivalis est donc un 

paropathog•ne clŽ de vožte mais Žgalement un pathobiont par sa manipulation du syst•me 

immunitaire de l'h™te. 



!

Figure 37. Porphyromonas gingivalis, EMT et apparition de CSC. In vitro, une co-culture avec Porphyromonas gingivalis produit 

un changement de phŽnotype des cellules ŽpithŽliales de gencive vers un phŽnotype mŽsenchymateux avec une diminution des 

marqueurs ŽpithŽliaux et une augmentation des mŽsenchymateux caractŽristique d'une transition ŽpithŽlio-mŽsenchymateuse (EMT). 

Cette EMT conf•re des propriŽtŽs de cellules souches cancŽreuses (CSC) aux cellules exposŽes ˆ la bactŽrie, par un mŽcanisme 

encore inconnu. 

AdaptŽ de : Ha et al. 2015 et Sztukowska et al. 2016 
TŽlŽchargŽe le 24 octobre 2017
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 Une autre caractŽristique intŽressante de cette bactŽrie, et de la maladie qu'elle est 

capable de produire, est son implication de plus en plus convaincante dans l'initiation et le 

dŽveloppement du cancer. Un cancer oral nommŽ carcinome ˆ cellules squameuses gingivales 

(oral squamous cell carcinoma ou OSCC) est parmi les dix premiers cancers les plus 

communs au monde et poss•de une prŽsentation clinique similaire aux Žtats avancŽs de la 

maladie parodontale : inflammation, saignements, poches parodontales profondes, destruction 

osseuse et mobilitŽ des dents (Katz et al. 2011). Plusieurs Žtudes sur ce cancer identifient la 

prŽsence de P. gingivalis : dans des biopsies de OSCC  (Katz et al. 2011), comme stimulant in 

vitro la prolifŽration de cellules dÕOSCC (Binder Gallimidi et al. 2015), ou comme inhibant 

l'apoptose des cellules via des cascades d'activation souvent citŽes en oncog•nese 

(JAK1/STAT3 et PI3K/Akt) (Perera et al. 2016). 

 La transition ŽpithŽlio-mŽsenchimateuse (EMT) est un phŽnom•ne qui conduit une 

cellule ŽpithŽliale polarisŽe ˆ perdre ses caractŽristiques ŽpithŽliales et ˆ acquŽrir un 

phŽnotype de cellule mŽsenchymateuse. Il s'agit d'un processus normal lors du dŽveloppement 

embryonnaire et de la cicatrisation, mais qui devient pathologique lors de la fibrose et du 

cancer. Ce changement de phŽnotype est caractŽrisŽ par un remaniement du cytosquelette, 

l'augmentation des capacitŽs de migration et d'invasion, une rŽsistance ŽlevŽe ˆ l'apoptose et 

l'expression de certains marqueurs spŽcifiques. Cette reprogrammation est faite par certains 

facteurs de transcription spŽcialisŽs comme Snail, Twist et Zeb (Lamouille et al. 2014; Voon 

et al. 2013). L'inflammation chronique est un facteur prŽdisposant ˆ l'EMT et ce phŽnom•ne a 

dŽjˆ ŽtŽ dŽcrit lors de la fibrose des gencives par certaines drogues (Ha et al. 2015; Sume et 

al. 2010). L'EMT est un processus dŽsormais reconnu comme participant ˆ l'initiation et ˆ la 

progression tumorale et qui conf•re des propriŽtŽs de cellules souches cancŽreuses aux 

cellules ŽpithŽliales diffŽrenciŽes. Les cellules souches cancŽreuses (CSC) sont une sous-

population minoritaire des cellules d'une tumeur qui a conservŽ ou acquis les propriŽtŽs 

dÕauto-renouvellement et de division asymŽtrique des cellules souches (Singh 2013). 

 Au moins deux Žquipes montrent l'implication de P. gingivalis dans des processus 

d'EMT et d'apparition de CSC (Figure 37). Une Žquipe de CorŽe du Sud a ŽtŽ la premi•re ˆ 

publier que la co-culture de cellules dÕOSCC avec P. gingivalis produit une internalisation des 

bactŽries dans les cellules et induit des changements morphologiques via une EMT, 

l'acquisition de capacitŽs de migration et dÕinvasion, la rŽsistance aux agents de 

chimiothŽrapie et des propriŽtŽs de CSC (Ha et al. 2015). Une collaboration dÕŽquipes des 

ƒtats-Unis et du Royaume-Uni a confirmŽ ces rŽsultats en utilisant des kŽratinocytes 
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inmortalisŽes dŽrivŽs de l'ŽpithŽlium gingival et ont observŽ une augmentation du facteur de 

transcription ZEB1, entra”nant une EMT et des capacitŽs de migration des cellules. La 

bactŽrie est Žgalement capable dÕaugmenter lÕexpression de ZEB1 in vivo (Sztukowska et al. 

2016). 

Tous ces rŽsultats sont similaires ˆ ceux obtenus pour une autre bactŽrie, Helicobacter 

pylori et sa relation avec le cancer gastrique qui est actuellement reconnue par toute la 

communautŽ scientifique comme un acteur important de lÕoncogen•se digestive. Au cours de 

mes Žtudes de Master ˆ l'UniversitŽ de Bordeaux entre 2012-2014, j'ai participŽ ˆ la 

description de l'EMT induite par H. pylori sur des cellules ŽpithŽliales gastriques et ˆ 

l'apparition de cellules avec des propriŽtŽs de CSC (Bessede et al. 2014), et Žgalement ˆ la 

mise en Žvidence dÕun mŽcanisme molŽculaire qui conduit ˆ l'induction de la dysplasie 

gastrique in vivo et l'acquisition de propriŽtŽs de CSC in vitro (Bessede et al. 2016). Ceci 

ouvre des possibilitŽs Žnormes d'Žtudier P. gingivalis et des esp•ces tr•s proches (comme P. 

gulae) dans le contexte de carcinogŽn•se et il semble pertinent de se poser la question : est-ce 

que Porphyromonas gingivalis est l'Helicobacter pylori de la bouche ? 

 

 

Objectifs de cette th•se 

Comme toute th•se scientifique, deux types d'objectifs co-existent dans les travaux qui 

seront prŽsentŽs par la suite. 

Tout d'abord, le premier concerne mes objectifs personnels de formation. Je suis 

microbiologiste, formŽ aux analyses biomŽdicales des agents infectieux, ˆ la biochimie 

clinique, ˆ l'hŽmatologie et lÕimmuno-hŽmatologie. Au Costa Rica, mon pays natal, cet 

Žventail de connaissances sont proposŽes aux Žtudiants comme toutes les autres formations 

des sciences de la santŽ (mŽdecine, pharmacie, odontologie), dans une formation ˆ part, 

appelŽe "Microbiolog’a y Qu’mica Cl’nica". C'est ma formation initiale. J'ai dŽcidŽ de 

poursuivre mes Žtudes pour devenir chercheur en microbiologie. Apr•s un master en 

Microbiologie-Immunologie ˆ l'UniversitŽ de Bordeaux, j'ai obtenu une bourse de 

l'Universidad de Costa Rica pour me former en bioinformatique lors dÕun doctorat. Mon 

objectif principal Žtait d'acquŽrir des compŽtences en bioinformatique. Je me suis rapidement 
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aper•u que ce domaine est tr•s vaste et j'ai  choisi de concentrer mes efforts en gŽnomique et 

en biocuration. L'intŽr•t pour mon futur employeur Žtait le m•me, et je retourne dans mon 

pays avec des connaissances que je n'aurais pas pu obtenir sur place et formŽ pour pouvoir 

dŽvelopper des projets de recherche et participer ˆ la formation des nouveaux 

microbiologistes. 

D'un point de vue scientifique, les objectifs de cette th•se sont: 

¥ DŽcrire le panorama des gŽnomes bactŽriens disponibles dans les bases de donnŽes 

¥ Expliquer les raisons de l'incomplŽtude de ces gŽnomes, notamment au sein du groupe 

des Bacteroidia 

¥ Identifier les causes de la plasticitŽ gŽnomique (ou mosa•citŽ) de Porphyromonas 

gingivalis 

¥ Analyser les diffŽrences gŽnomiques qui pourraient expliquer les diffŽrences de 

virulence des souches de Porphyromonas gingivalis, notamment leurs facteurs de 

virulence 

¥ DŽcrire, pour un de ces facteurs de virulence, les fimbriae, la rŽpartition au sein du 

genre Porphyromonas et faire le lien avec la phylogŽnie du clade 

¥ DŽcrire la dysbiose liŽe ˆ la parodontite en rŽutilisant les donnŽes publiques pour 

distinguer les microbiotes des sites sains par rapport ˆ ceux de sites atteints 

¥ Reconna”tre l'importance de la biocuration et sa valeur ajoutŽe dans les travaux de 

gŽnomique 
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1. ARTICLE 1 : RŽpŽtitions gŽnomiques et erreurs dÕassemblage : 

Žtude du re-sŽquen•age en long read des souches de rŽfŽrence de 

Porphyromonas gingivalis 

 

Genomic repeats and misassembly: a case study with long-read resequencing of 

Porphyromonas gingivalis reference strains 

 

In press ˆ BMC Genomics 2018 

 

 La capacitŽ actuelle de sŽquen•age et la volontŽ de description et de comprŽhension 

des microbiotes ont permis ˆ plusieurs Žquipes ˆ travers le monde de dŽtailler les bactŽries 

associŽes aux humains. Le mot microbiote est utilisŽ m•me dans des revues de vulgarisation 

scientifique et est associŽ ˆ plusieurs Žtats de santŽ. Les rŽsultats attendus de ces Žtudes sont 

Žnormes, de la m•me mani•re que lÕŽtaient ceux des travaux sur le sŽquen•age du gŽnome 

humain. 

 Pour comprendre les fonctions associŽes ˆ certains microbiotes, il faut pouvoir 

extrapoler les potentialitŽs mŽtaboliques des organismes prŽsents et pour le faire avec 

prŽcision, il est nŽcessaire dÕidentifier le plus prŽcisŽment possible les esp•ces (voire les 

souches) prŽsentes au sein de la communautŽ ŽtudiŽe et de conna”tre leurs gŽnomes. Sans les 

sŽquences gŽnomiques, les capacitŽs de comprŽhension des interactions entre bactŽries et h™te 

sont tr•s limitŽes, incompl•tes voire incorrectes. 

 La grande majoritŽ des phyla prŽsents dans les microbiotes humains et de mammif•res 

sont les Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria et Proteobacteria. Se limitant au tube 

digestif, les Bacteroidetes et Firmicutes reprŽsentent pr•s de 90% de toutes les bactŽries 

prŽsentes. Au niveau de la bouche, la rŽpartition de phyla prŽsents est moins dŽsŽquilibrŽe 

sauf en bactŽries anaŽrobies qui sont prŽsentes principalement au niveau du sillon gingivo-

dentaire. 
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 Le premier article prŽsentŽ dans ce manuscrit concerne une Žtude gŽnomique des 

Bacteroidetes, phylum important dans les microbiotes humains, tant en nombre (pourcentage 

d'individus prŽsents) quÕen terme de capacitŽs physiologiques. Dans un premier temps, nous 

avons fait un Žtat des lieux descriptif des gŽnomes disponibles dans les bases de donnŽes pour 

ce phylum et nous les avons comparŽ aux autres phyla. Ainsi, nous avons pu noter que les 

gŽnomes des Bacteroidetes ne reprŽsentent que 2% de tous les gŽnomes de bactŽries 

disponibles, et ceci malgrŽ leur prŽpondŽrance dans les microbiotes humains et dans toutes les 

niches Žcologiques prŽsentŽes en introduction de ce document. De plus, ˆ ce manque de 

gŽnomes s'ajoute un tr•s faible niveau de complŽtude de ceux-ci, puisque de tous les gŽnomes 

disponibles, ˆ peine 15% sont des gŽnomes finis (complets), la vaste majoritŽ correspondant ˆ 

des gŽnomes "en brouillon" (drafts) composŽ dÕune collection de sŽquences contigu‘s 

(contigs), et rendant difficiles les Žtudes de gŽnomique comparative. 

 La raison de cette accumulation de gŽnomes drafts est principalement le rŽsultat dÕune 

contradiction dans la conception de nombreux projets de recherche qui, tentŽs par la facilitŽ 

de sŽquencer ˆ des prix toujours plus bas, se lance dans des sŽquen•age massif de gŽnomes 

microbiens sans expertise en gŽnomique et/ou en bioinformatique et sans investir, en temps et 

en personnel, dans les Žtapes pourtant tr•s importantes de finition et de biocuration des 

gŽnomes. Ces Žtapes sont pourtant cruciales puisqu'elles valident, orientent et associent 

correctement les contigs gŽnŽrŽs automatiquement par les logiciels dÕassemblage et 

permettent de pointer sur des expŽriences complŽmentaires ˆ rŽaliser pour valider et 

confirmer la reconstruction du gŽnome ŽtudiŽ. 

 La valeur des gŽnomes draft est insuffisante parce que la certitude associŽe ˆ leur 

assemblage est faible. De plus, leur utilitŽ en gŽnomique comparative reste rŽduite. Ils sont 

difficilement utilisables pour Žtudier l'architecture du gŽnome, les g•nes qui sont annotŽs 

peuvent lÕ•tre de fa•on incorrecte (par transfert automatique dÕannotations erronŽes) et 

lÕorfŽome proposŽ est souvent incomplet avec des g•nes sŽparŽs, mal assemblŽs ou tout 

simplement non reconstruits et donc interprŽtŽs ˆ tort comme absents du gŽnome. M•me si les 

drafts peuvent •tre utilisŽs pour analyser le transfert horizontal de g•nes, la phylogŽnomique, 

l'Žvolution de la syntŽnie du gŽnome et les analyses de pangŽnome (tous les g•nes prŽsents 

dans des souches proches et qui pourrait expliquer des diffŽrences phŽnotypiques entre elles), 

les conclusions sont moins solides quÕavec des gŽnomes complets.  
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 Un autre rŽsultat surprenant de cet article est la grande variabilitŽ du nombre de 

contigs par gŽnome draft que ce soit dans un m•me genre bactŽrien ou au sein d'une m•me 

esp•ce. Le nombre de variables qui peuvent impacter l'assemblage du gŽnome est grand et 

inclut des considŽrations de laboratoire comme l'extraction, la purification et la fragmentation 

de lÕADN, sans parler des possibles contaminations. DÕautres raisons permettant dÕexpliquer 

la variabilitŽ des ces drafts proviennent des mŽthodes de sŽquen•age, d'assemblage (logiciel 

utilisŽ, param•tres utilisŽs) et finalement du gŽnome lui m•me (pourcentage de GC, taux de 

rŽpŽtitions nuclŽiques, taux de paralogie). 

 Les mŽtadonnŽes associŽes aux projets de sŽquen•age des gŽnomes disponibles sur la 

base de donnŽes du NCBI sont incompl•tes et mal renseignŽes, les reads de ces projets sont 

tr•s rarement mis ˆ disposition. Nous nous sommes efforcŽs de faire une revue approfondie 

des mŽtadonnŽes des gŽnomes disponibles en draft, mais nous ne sommes pas en capacitŽ de 

pointer sur une raison particuli•re pour expliquer la variation des gŽnomes draft, mais nous 

pouvons Žliminer un certain nombre de possibilitŽs. Par exemple, l'analyse des souches de 

Bacteroides fragilis est assez dŽmonstrative. La grande majoritŽ des souches (99 sur 107) ont 

ŽtŽ sŽquencŽes avec une seule technologie (Illumina) et plus des deux tiers (69 sur 99) 

assemblŽs avec un seul logiciel (MaSuRCA). Pourtant, la variabilitŽ du nombre de contigs est 

Žnorme, de 31 ˆ 2566 selon les drafts. L'autre esp•ce avec un nombre suffisant de drafts pour 

•tre analysŽs est Porphyromonas gingivalis avec 17 gŽnomes sur 20 sŽquencŽs en Illumina et 

assemblŽs avec le logiciel Velvet. Comme prŽcŽdemment, la variabilitŽ est remarquable, 

allant de 22 ˆ 192 contigs par draft. Les hypoth•ses sur la technologie de sŽquen•age et le 

logiciel d'assemblage semblent donc insuffisants pour expliquer ces variabilitŽs et nous avons 

donc cherchŽ lÕimpact des caractŽristiques intrins•ques aux gŽnomes. 

 La principale raison invoquŽe dans la littŽrature pour expliquer l'incapacitŽ des 

logiciels d'assemblage ˆ gŽnŽrer des gŽnomes complets ˆ partir des reads de sŽquen•age est la 

prŽsence de sŽquences gŽnomiques rŽpŽtŽes. Ces rŽpŽtitions, quand elles sont de taille 

supŽrieure ou Žgale ˆ la taille du read, crŽent des probl•mes combinatoires qui se concluent 

gŽnŽralement par un arr•t de lÕassemblage et une interruption du contig en cours de 

reconstruction, provoquant des assemblages morcelŽs. Si ces rŽpŽtitions sont souvent 

dŽsignŽes dans la littŽrature comme responsables de la fragmentation des gŽnomes, les 

dŽmonstrations sont rares voire absentes. En effet, pour prouver cette hypoth•se, il faut 

conna”tre le nombre de rŽpŽtions du gŽnome avant de lÕavoir assemblŽ. Afin de prouver si ce 

sont bien ces rŽpŽtitions qui sont responsables, nous nous sommes intŽressŽs aux gŽnomes 
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complets de diffŽrentes souches de la m•me esp•ce. Dans un premier temps, nous avons 

dŽtectŽ le nombre de rŽpŽtitions gŽnomiques d'au moins 500 bp (avec un minimum d'identitŽ 

ˆ 95%) dans les gŽnomes complets des Bacteroidia. Nous avons Žgalement observŽ leur 

disposition dans le gŽnome et leur nombre de copies. En utilisant ces crit•res, nous avons pu 

montrer que P. gingivalis est l'esp•ce avec le plus de rŽpŽtitions, en nombre et en frŽquence et 

que ces rŽpŽtitions se distribuent de mani•re homog•ne mais alŽatoire le long des gŽnomes. 

Nous avons donc choisi de poursuivre notre Žtude en nous focalisant plus en dŽtail sur cette 

esp•ce microbienne. 

 Pour cela, nous avons utilisŽ une stratŽgie qui permet de simuler des reads de 

sŽquen•age ˆ partir de gŽnome complet, en mimant les rŽsultats obtenus lors dÕun sŽquen•age 

Illumina MiSeq de type paired-end et nous avons identifiŽ les ŽlŽments gŽnomiques contenus 

dans les interruptions dÕassemblage (gaps) en mappant les contigs gŽnŽrŽs sur les sŽquences 

compl•tes de chaque gŽnome. Les rŽsultats cette expŽrience, dŽcrit dans lÕarticle 1, montrent 

une corrŽlation linŽaire entre le nombre de contigs gŽnŽrŽs ˆ partir d'un sŽquen•age in silico et 

le nombre de rŽpŽtitions gŽnomiques. De m•me, nos rŽsultats mettent en Žvidence que la 

mesure de la qualitŽ d'un assemblage par la taille des contigs gŽnŽrŽs (N50) est une mesure 

qui peut •tre trompeuse et donc ˆ Žviter. Finalement, les gaps dans l'assemblage draft des 

reads artificiels nous a permis d'identifier, pour P. gingivalis, les sŽquences responsables des 

Žchecs des assembleurs, classŽs en SŽquences d'Insertion (IS) et Miniature Inverted-repeat 

Transposable Element (MITE), des sŽquences intergŽniques multicopies, des rŽpŽtitions dans 

les rŽgions codantes de g•nes paralogues (motifs internes rŽpŽtŽs), les opŽrons ribosomiques 

et certains ”lots gŽnomiques dupliquŽs. Les deux catŽgories les moins frŽquentes, les opŽrons 

ribosomiques et les ”lots gŽnomiques sont celles de plus grande : environ 5.5 Kb pour chacun 

des quatre opŽrons ribosomiques de P. gingivalis et jusqu'ˆ 145 Kb pour certains ”lots 

gŽnomiques comme CnTPg1.  

 Nous avons donc choisi de rŽaliser un sŽquen•age de type long-read ou de troisi•me 

gŽnŽration pour vŽrifier si cette technologie permet de rŽsoudre le probl•me de lÕassemblage 

des rŽpŽtitions. Cette expŽrience, rŽalisŽe sur les trois souches de rŽfŽrence de P. gingivalis,  

montre que m•me en sŽlectionnant des fragments de 10Kb pour sŽquencer, la taille mŽdiane 

des reads est plut™t proche de 6 Kb. Toutefois, cette taille permet de rŽduire considŽrablement 

le nombre de contigs obtenus lors de lÕassemblage. En complŽment et afin dÕobtenir des 

gŽnomes complets, nous avons ŽlaborŽ une nouvelle stratŽgie d'utilisation des reads par le 

biocurateur et permettant de limiter la validation par biologie molŽculaire aux gaps de taille 
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supŽrieure ˆ 6 Kb : les opŽrons ribosomiques pour les trois souches re-sŽquencŽes et un 

transposon conjugatif dupliquŽ pour lÕune dÕentre elles. Nous avons eu la surprise, en 

comparant les gŽnomes que nous avons re-sŽquencŽs, re-assemblŽs et vŽrifiŽs et ceux 

dÕorigine, dÕidentifier les erreurs suivantes :  

¥ Le mauvais assemblage dÕorigine pour le gŽnome de la souche TDC60 avec trois des 

quatre opŽrons ribosomiques et plusieurs protŽines avec des domaines rŽpŽtŽs mal 

combinŽs. 

¥ Une inversion centrale au niveau du gŽnome de la souche W83 et une erreur sur la 

rŽgion CRISPR qui est finalement plus longue quÕinitialement publiŽe (plus de 

spacers et de direct repeats). 

¥ La reconstruction, pour la souche ATCC 33277, de deux transposons conjugatifs 

complets et orientŽs dans la m•me direction alors que la version dÕorigine contient 

une copie incompl•te et orientŽ dans le sens contraire de la copie compl•te. 

¥ Apr•s la correction de ces erreurs dÕassemblage, nous avons Žgalement entrepris une 

annotation biocurŽe manuellement, avec plusieurs amŽliorations notamment dans la 

description des ncRNA et des CDS. Nous avons corrigŽ la sur-annotation des 

gŽnomes et avons dŽsannonymŽ de tr•s nombreux CDS initialement dŽcrits de 

fonction inconnue ou hypothŽtique en prŽdisant des domaines fonctionnels et 

modŽlisant des localisations cellulaires. Ce travail a permis de rŽduire de plus de la 

moitiŽ le pourcentage de CDS sans aucune description (de 22% initialement ˆ 9%). 

¥ L'article se termine par une analyse du pangŽnome, en comparant, non pas les 

sŽquences via des best bidirectional hits mais les annotations (notamment le nom 

des g•nes) que nous avons rendues homog•nes pour les trois souches et donc 

facilement comparables. Ce travail a permis de prouver que :  

¥ Le compartiment de g•nes uniques et accessoires est assez rŽduit. 

¥ Pr•s de 10% des g•nes sont rŽpŽtŽs en plus de deux copies dans chacune des trois 

souches. 

¥ 85% des g•nes sont dans le core gŽnome, rŽpertoire commun que nous avons proposŽ 

de diviser en un core constant (g•nes ˆ plus de 97% dÕidentitŽ nuclŽique), un core 
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variant (moins de 97% d'identitŽ nuclŽique), un core avec des pseudog•nes dans au 

moins une des trois souches et finalement un core avec un phŽnom•ne de paralogie 

dans au moins une des trois souches. Encore une fois, la partie la plus importante de 

ces 4 core-gŽnomes est le core constant qui reprŽsente 93% lÕensemble. 

 

En rŽsumŽ, lÕarticle 1 dŽmontre : 

1. les probl•mes liŽs ˆ l'accumulation de gŽnomes drafts 

2. la sur-accumulation de ces gŽnomes depuis lÕarrivŽe des NGS 

3. la corrŽlation entre le nombre de contigs gŽnŽrŽs et le nombre de rŽpŽtitions 

gŽnomiques 

4. le risque de lÕutilisation de la mŽtrique N50 

5. lÕexistence dÕerreurs dÕassemblage dans des gŽnomes de rŽfŽrence, pourtant 

circularisŽs 

6. lÕintŽr•t du sŽquen•age long-read  

7. lÕimportance de la validation par PCR des longues rŽpŽtitions 

8. le gain, en gŽnomique comparative, dÕune annotation biocurŽe et homogŽnŽisŽe 

 

 Finalement, nous montrons que la plasticitŽ gŽnomique de l'esp•ce P. gingivalis est 

plus liŽe ˆ des remaniements par recombinaison intra-gŽnomiques (mosa•citŽ) qu'ˆ des 

acquisitions de g•nes par transfert horizontaux (m•me sÕils existent). Ces rŽsultats ouvrent des 

perspectives pour nos travaux futurs, notamment sur les g•nes prŽsents dans le gŽnome core 

variable qui sont, en grande partie, impliquŽs comme des g•nes de virulence. Une premi•re 

Žtude sur les fimbriae, structures d'adhŽsion, est prŽsentŽe comme deuxi•me article de ce 

document. 
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Abstract 19 

Background: Without knowledge of their genomic sequences, it is impossible to make 20 

functional models of the bacteria that make up human and animal microbiota. Unfortunately, 21 

the vast majority of publicly available genomes are only working drafts, an incompleteness 22 

that causes numerous problems and constitutes a major obstacle to genotypic and phenotypic 23 

interpretation. In this work, we began with an example from the class Bacteroidia in the 24 
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phylum Bacteroidetes, which is preponderant among human orodigestive microbiota. We 25 

successfully identify the genetic loci responsible for assembly breaks and misassemblies and 26 

demonstrate the importance and usefulness of long-read sequencing and curated reannotation. 27 

Results: We showed that the fragmentation in Bacteroidia draft genomes assembled from 28 

massively parallel sequencing linearly correlates with genomic repeats of the same or greater 29 

size than the reads. We also demonstrated that some of these repeats, especially the long ones, 30 

correspond to misassembled loci in three reference Porphyromonas gingivalis genomes 31 

marked as circularized (thus complete or finished). We prove that even at modest coverage 32 

(30X), long-read resequencing together with PCR contiguity verification (rrn operons and an 33 

integrative and conjugative element or ICE) can be used to identify and correct the wrongly 34 

combined or assembled regions. Finally, although time-consuming and labor-intensive, 35 

consistent manual biocuration of three P. gingivalis strains allowed us to compare and correct 36 

the existing genomic annotations, resulting in a more accurate interpretation of the genomic 37 

differences among these strains. 38 

Conclusions: In this study, we demonstrate the usefulness and importance of long-read 39 

sequencing in verifying published genomes (even when complete) and generating assemblies 40 

for new bacterial strains/species with high genomic plasticity. We also show that when 41 

combined with biological validation processes and diligent biocurated annotation, this 42 

strategy helps reduce the propagation of errors in shared databases, thus limit ing false 43 

conclusions based on incomplete or misleading information. 44 

 45 
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Background 49 

Pioneer studies such as the MetaHIT consortium [1] and the Human Microbiome Project [2] 50 

have used high-throughput sequencing techniques to produce a detailed catalog of human-51 

associated bacterial taxa. The vast majority of prokaryotes identified in and on human beings 52 

belong to only four phyla: Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, and Proteobacteria [3]. 53 

To date, the best-described human microbial community is the gut microbiota [4], which is 54 

mostly (~90%) composed of members of the phyla Bacteroidetes and Firmicutes [5, 6]. 55 

Among these, the dominant classes are the strict anaerobes Bacteroidia and Clostridia, 56 

respectively [7, 8]. Although their relative proportions may vary [9, 10], Bacteroidetes make 57 

up approximately 50% of the gut microbiome [11]. 58 

 The phylum Bacteroidetes (or ÒBacteroidaeotaÓ as recently proposed [12]), is highly 59 

diverse, and its phylogenetics has been well explored [13-15]. The Bacteroidia are Gram-60 

negative chemoorganotrophic rod-shaped organisms. Either non-motile or moving by gliding, 61 

they have colonized several ecological niches, including soil, oceans, fresh water and the 62 

abovementioned gastrointestinal tract [8]. Their genomes can undergo massive 63 

reorganization, with extensive and frequent horizontal gene transfers (HGTs), and the sizes of 64 

their genomes correlate with their functional specialization [14]. The class Bacteroidia 65 

includes some commensal genera that can present as opportunistic pathogens, such as the 66 

intestinal Bacteroides and the oral Prevotella, Porphyromonas, and Tannerella [8, 14, 15]. 67 

 Approximately 10 years ago, the technological breakthrough known as next-68 

generation sequencing (NGS, now also called SGS for second-generation methods or 69 

massively parallel sequencing) exponentially lowered sequencing costs, making these 70 

techniques widely accessible [16]. In recent years, massively parallel sequencing has almost 71 

entirely been conducted using IlluminaÕs MiSeq and HiSeq platforms [17, 18]. Prior to these 72 

developments, most whole-genome sequencing (WGS) projects were conducted on organisms 73 
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that were  selected due to their relevance to medicine or biotechnology [19], resulting in a 74 

strongly biased portrait of microbial diversity [20]. Researchers such as those involved in the 75 

Genomic Encyclopedia of Bacteria and Archaea (GEBA) are currently attempting to 76 

compensate for this by sequencing at least one species from each known genus [19].  77 

 WGS generates primary information and a catalog of reference genomes. The 78 

associated biological information is typically stored in online databases and used for 79 

downstream purposes such as comparative genomics, transcriptomics, and proteomics [16, 80 

21-23]. For genome assembly using massively parallel methods, computation time and 81 

memory efficiency have led to the use of algorithms based on de Bruijn graphs [24]. In this 82 

method, a genome is constructed using graphs, but if the assembly software encounters a 83 

genomic repeat that is equal to or longer than the read length, it either continues the assembly 84 

by guessing (which can create false joins) or breaks it, leaving repeat-induced gaps [25-27]. 85 

These assembly breaks are common because genomic repeats in bacteria account for 5 to 10% 86 

of the total genome. Their frequency is variable but not adaptively neutral since repeated 87 

DNA sequences are involved in protein-DNA interactions, bacterial immunity, specialization, 88 

speciation and transcriptional regulation [28, 29]. 89 

 The expected outcome of WGS is the complete DNA sequence of a genome. An initial 90 

draft sequence is usually obtained in a matter of days and then completed through genome 91 

finishing, a cost-intensive process that may require months or even years [30]. For some 92 

bacteria, assembly finishing may be the most important step in genome sequencing, and there 93 

are at least three strategies for gap closure and assembly validation. The first of these 94 

strategies is reference-assisted gap closure, which consists of arranging contigs into a putative 95 

chromosome using information from a closely related complete genome [31, 32]. This 96 

assumes that the published reference sequences are accurate [33], biologically validated and 97 

closely phylogenetically related [34]. The second strategy involves long read (re)sequencing 98 
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using either mate-pair libraries [35] or long-read techniques such as PacBio [36] and 99 

Nanopore [37]. The third strategy is based on genome maps [38, 39]. These methodologies 100 

incur additional cost and require significant time investments. In fact, in a WGS project, 101 

assembly finishing comprises over 95% of the total cost and timeframe. Therefore, 102 

researchers often decide that finishing is not cost-effective, preferring to publish the draft 103 

genomes, which abound in the databases [40]. The accumulation of numerous draft genomes 104 

creates massive databases; unfortunately, the quality of the genomes is decreased since it is 105 

based on incomplete and/or incorrect genomic data [41, 42]. Indeed, draft genome assemblies 106 

are not sufficient for studying large-scale genome architecture [43], can result in incomplete 107 

or incorrectly annotated genes (e.g., partitioned annotation of ORFs), and may hinder 108 

evolutionary studies [44, 45] by leaving significant portions of the genome unclear or 109 

inaccurate [17]. Furthermore, some studies have demonstrated the limitations and difficulties 110 

associated with using drafts for studies involving HGT analysis, phylogenomics, the evolution 111 

of genome synteny, genome structural analysis, and pangenomic approaches [34, 42, 46, 47]. 112 

 In this study, we focused on Bacteroidetes genomes because of the importance of this 113 

phylum in microbiota communities but also because this clade contains genomes that are 114 

mostly available as drafts. We attempted to identify the reasons for this incompleteness. We 115 

first explored the number of published genomes in Bacteria and determined the percentage of 116 

genomes released as drafts. We then studied species in which at least two strains have been 117 

sequenced, since this is required for comparative analysis of their repeats. We followed this 118 

with in silico sequencing to elucidate the links between assembly and repetitions. Finally, we 119 

narrowed in on the genomic diversity of an interesting model in this clade, Porphyromonas 120 

gingivalis. Using three principal reference strains, we combined long-read resequencing and 121 

de novo assembly with manually biocurated annotations. In this way, we produced correct and 122 
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consistent genome sequences that are valuable resources for future comparative genomic 123 

studies. 124 

 125 

Methods 126 

Analysis of the NCBI genome database 127 

On 3 April 2017, we accessed all data through 2016 in the NCBI genome database 128 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/browse). For analysis purposes, we considered the 129 

"FCB Bacteroidetes/Chlorobi," "Terrabacteria Firmicutes," "Terrabacteria Actinobacteria," 130 

and "All Proteobacteria" subgroups to represent the phyla Bacteroidetes, Firmicutes, 131 

Actinobacteria, and Proteobacteria, respectively. The levels "Complete" and "Chromosome" 132 

were considered finished or complete genomes, and "Scaffolds" and "Contigs" were 133 

considered draft or incomplete genomes. Analysis was performed using R (v3.3.2) [48] and 134 

in-house parsing scripts in Python (v2.7.10). We excluded all entries marked ÒCandidatusÓ 135 

and entries that did not include full species identification specifying both the genus and the 136 

species. 137 

 138 

Analysis of Bacteroidetes genomes 139 

Bacteroidetes genomes were categorized by class and sequencing status. The sequences of all 140 

copies of genes encoding 16S rRNA were extracted from the complete genomes. Alignment 141 

was performed using the MAFFT (v7.222) plug-in [49] in Geneious (v10.2.3) [50] set to the 142 

following parameters: automatic detection for the algorithm; a scoring matrix of 200 PAM/k 143 

= 2; a gap opening penalty of 1.53; and an offset value of 0.123. A consensus sequence was 144 

then created for each species using the default Geneious settings. Finally, a phylogenetic tree 145 
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was constructed using the PhyML plug-in [51]. The tree was based on an HKY85 substitution 146 

model [52] and features 100-bootstrap branch support; optimized topology, branch lengths, 147 

rates, and nearest-neighbor interchange (NNI); and a subtree pruning and regrafting (SPR) 148 

topology search. The tree was simplified to the class level according to the NCBI taxonomy. 149 

The isolation sources of all complete genomes were identified via the NCBI BioProject and 150 

BioSample databases. The sources were classified into three categories: environmental (soil, 151 

fresh or marine water, sludge, mud, plants and algae samples), animal (insects, mollusks, fish, 152 

birds, cattle, and domestic animals), and human (isolated from various body sites of healthy 153 

or sick individuals). 154 

 155 

Complete Bacteroidia genomes and genomic repeats 156 

Genomes of species of the class Bacteroidia were classified by sequencing status ("Complete" 157 

or "Draft") and by year of publication. The number of contigs in draft genomes was analyzed 158 

by genus. We retrieved the complete genomes (those having no assembly gaps) of all species 159 

identified as having only one chromosome in the NCBI database. If plasmids existed, only the 160 

chromosome was analyzed. Species with two or more chromosomes were excluded (Table 161 

S1). For further analysis, the complete genomes of species for which genomic sequences of 162 

two or more strains were available were studied; these included the four Bacteroides species 163 

B. dorei, B. fragilis, B. ovatus, and B. thetaiotaomicron, Porphyromonas gingivalis, and 164 

Tannerella forsythia. We studied the number of contigs present in draft assemblies for those 165 

species (Table 1). The genome-based similarity measure OrthoANI was used to assess intra- 166 

and inter-species relatedness [53]. 167 

 168 

 169 

 170 
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Table 1. Information on the complete genomes used in this study 171 

Species Strain Sequencing 
Technology 

Assembler Coverage 
GenBank 
assembly 
accession 

Bacteroides dorei HS1_L_1_B_010 PacBio Celera 306 GCA_000738045 
Bacteroides dorei HS1_L_3_B_079 PacBio Celera 370 GCA_000738065 
Bacteroides dorei HS2_L_2_B_045b PacBio Celera 185 GCA_001274835 
Bacteroides dorei CL03T12C01 PacBio SMRT Analysis 193 GCA_001640865 
Bacteroides fragilis NCTC 9343 Sanger Phrap 10 GCA_000025985 
Bacteroides fragilis 638R Sanger Phrap 9 GCA_000210835 

Bacteroides fragilis BE1 
Illumina + 
Nanopore SPAdes 68 + 8 GCA_001286525 

Bacteroides fragilis BOB25 
454 + IonTorrent 
+ Sanger Newbler 29 GCA_000965785 

Bacteroides fragilis S14 Illumina CLC-GW + SPAdes 73 GCA_001682215 
Bacteroides fragilis YCH46 Sanger Pherd/Phrap 10 GCA_000009925 
Bacteroides ovatus ATCC 8483 PacBio + Illumina HGAP + Celera 350 GCA_001314995 
Bacteroides ovatus V975 454 + Sanger Newbler 23 GCA_900095495 
Bacteroides 
thetaiotaomicron 

7330 PacBio + Illumina HGAP + Celera 395 GCA_001314975 

Bacteroides 
thetaiotaomicron 

VPI-5482 Sanger Phrap 7 GCA_000011065 

Porphyromonas 
gingivalis 381 454 + Sanger Velvet + Newbler 50 GCA_001314265 

Porphyromonas 
gingivalis 

A7436 454 + Sanger Velvet + Newbler 57 GCA_001263815 

Porphyromonas 
gingivalis 

A7A1-28 454 + Sanger Velvet + Newbler 94 GCA_001444325 

Porphyromonas 
gingivalis AJW4 454 + Sanger Velvet + Newbler 60 GCA_001274615 

Porphyromonas 
gingivalis 

ATCC 33277 Sanger Pherd/Phrap 9.5 GCA_000010505 

Porphyromonas 
gingivalis 

TDC60 454 + Sanger Newble + Phrap 9 + 7 GCA_000270225 

Porphyromonas 
gingivalis W83 Sanger TIGR Assembler 8 GCA_000007585 

Tannerella 
forsythia 3313 

Sanger + 454 + 
Illumina Newbler 21 GCA_001547875 

Tannerella 
forsythia 

92A2 Sanger Celera 12 GCA_000238215 

Tannerella 
forsythia KS16 

Sanger + 454 + 
Illumina Newbler 23 GCA_001547855 

 172 

For complete genomes, we used Repeatoire to identify genomic repetitions that were 173 

at least 95% similar to each other and longer than 500 base pairs (bp) [54], visualizing them 174 

with Circos (v0.69) [55]. In each genome, the repeatÕs initial location was fixed as the starting 175 

point for all of the links to the other positions of that repeat, and we color-coded the copy 176 

numbers of each repetition. 177 

 178 

 179 
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Simulated read assembly 180 

For each genome, artificial reads were produced using ART software (v2.5.8) [56] set for 181 

paired-end reads of 250 nucleotides (nt) each, 500 nt insert size, and a coverage of 40; the 182 

built-in MiSeq simulation profile (v1) was used. For the P. gingivalis genomes, eleven de 183 

novo assemblers were tested using the default parameters: A5-miseq (v20160825) [57]; 184 

CodonCode Aligner (CCA v7.0.1); CLC Genomics Workbench (CLC-GW v8.5.1); fermi 185 

(v1.1) [58]; Geneious (v10.2.3)  [50]; Minia (v2.0.3) [59]; MIRA (v4.0.2) [60]; PERGA 186 

(v0.5.03.02) [61]; SOAPdenovo (v2.04) [62]; SPAdes (v3.10.1) [63]; and Velvet (v1.2.10) 187 

[64]. For CCA and Geneious, reads were preassembled with PEAR (v0.9.10) [65]. Where 188 

required, KmerGenie (v1.7016) was used to determine the k-mer length parameter [66]. 189 

 After the initial test step, we selected three software packages for assembly of all 24 190 

genomes. The first was A5-miseq, in which we used the default parameters. For Geneious, 191 

reads were preassembled with PEAR and then assembled using the default Medium 192 

Sensitivity/Fast setting and generating consensus with a 50% strict threshold for calling bases. 193 

Finally, SPAdes was used with the default parameters but with the ÒcarefulÓ option and k-mer 194 

lengths of 21 to 127. 195 

 For each genome and assembly tool, we rejected contigs of less than 1 Kbp because 196 

they are not informative. We assessed the assemblies with QUAST (v4.5) [67]. The fidelity of 197 

each assembly was evaluated by mapping each set of contigs to the reference genome using 198 

Geneious mapper (Medium Sensitivity/Fast option); the unmapped contigs were rejected, and 199 

QUAST was then used again. The correlation between the number of repeats (copy number > 200 

3) and each assembly was tested using the Òggplot2Ó and ÒnortestÓ packages in R. We 201 

identified the P. gingivalis reference genome segments that correspond to assembly gaps and 202 

classified these into five categories: genomic islands, rrn operons, coding sequences (CDS) 203 
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with repeated domains, intergenic sequences, and insertion sequences or miniature inverted-204 

repeat transposable elements (IS/MITE). 205 

 206 

Bacterial strain cultures and DNA extraction 207 

We purchased the ATCC 33277 and W83 (also known as BAA-308) P. gingivalis strains 208 

from the American Type Culture Collection-LGC Standards (Manassas, VA, USA) in 209 

September 2006; a low (< 20) passage number was used. P. gingivalis TDC60 (also known as 210 

JCM 19600) was purchased from the Japan Collection of Microorganisms (Riken 211 

BioResource Center, Koyadai, Japan) in November 2015, and a low (< 10) passage number 212 

was used. All strains were cultured on Columbia European Pharmacopoeia agar plates 213 

(Conda, Madrid, Spain) supplemented with 5% (v/v) defibrinated horse blood (Eurobio, 214 

Courtaboeuf, France), 5 g/L yeast extract (Conda), 25 mg/L hemin (Sigma-Aldrich, Saint-215 

Quentin Fallavier, France), and 10 mg/L menadione (Sigma-Aldrich). The cultures were 216 

incubated in an anaerobic chamber in a Whitley DG500 Workstation (Don Whitley Scientific, 217 

Shipley, UK) for 5 days at 37 ¡C in an atmosphere composed of 80% N2, 10% H2, and 10% 218 

CO2. 219 

 For DNA extraction, each strain was cultured for 48 h at 37 ¼C under the same 220 

atmospheric conditions described above. This was done in 50 mL BHI broth (BioMŽrieux, 221 

Marcy l'Etoile, France) enriched with 5 g/L yeast extract (Conda), 25 mg/L hemin (Sigma-222 

Aldrich), and 10 mg menadione (Sigma-Aldrich). After harvesting, the cells were washed 223 

twice in Dulbecco's PBS (Dominique Dutscher, Brumath, France). A QIAamp DNA Mini Kit 224 

(QIAGEN, Courtaboeuf, France) was used for cell lysis and protein denaturation. The 225 

following steps were performed using standard methods: DNA precipitation with 5 mol/L 226 

NaCl (Sigma-Aldrich) and 0.7 volumes of cold isopropanol (VWR Chemicals, Fontenay-227 
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sous-Bois, France), two washes in 70¼ ethanol (WWR), and resuspension in sterile Milli -Q 228 

ultrapure water (Merck, Darmstadt, Germany). 229 

 230 

DNA li brary preparation and PacBio SMRT sequencing 231 

Barcoded DNA library preparation and single molecule real-time (SMRT) sequencing were 232 

performed using the Genome et Transcriptome (GeT) GŽnoToul platform (Toulouse, France) 233 

according to the manufacturersÕ instructions. Quality control was performed at each step. 234 

DNA was purified using AMPure PB beads (Pacific Biosciences, Menlo Park, CA, USA), and 235 

the mass of dsDNA was verified using a Qubit fluorometer (Thermo Fisher Scientific, 236 

Villebon sur Yvette, France). The purity of the DNA was determined based on absorbance 237 

ratio using a Nanodrop spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific). Sizing measurements 238 

were performed using a Fragment Analyzer (Advanced Analytical Technologies, Evry, 239 

France). In brief, each sample was diluted to 10 ! g/mL and sheared on a Megaruptor 240 

(Diagenode, Seraing, Belgium). Using 5 ! M of various barcoded adapters, a SMRTbell 241 

Barcoded Adapter Prep Kit (Pac Bio) was used to repair and ligate 150 ng of DNA fragments. 242 

After end-repair and ligation using a SMRTbell DNA Damage Repair Kit, the samples were 243 

pooled. To remove unligated DNA fragments, the library was treated with an exonuclease 244 

cocktail consisting of 1.81 U/! L Exo III and 0.18 U/! L Exo VII (PacBio). 245 

 Library selection in the 6-50 Kbp range was performed using BluePippin 0.75% 246 

agarose cassettes (Sage Science, Beverly, MA, USA). Primers were annealed to the size-247 

selected SMRTbell with the full-length libraries. The primer-template complex was then 248 

bound to the P5 enzyme using a 10:1 ratio of polymerase:SMRTbell for 4 h at 30 ¡C. The 249 

magnetic bead loading step was conducted at 4 ¡C for 1 h. The complexes were placed into 250 

the PacBio RS II sequencer, which was configured to run continuously for 6 h at a sequencing 251 
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concentration of 80 pM. The sequencing results were validated using the NG6 integrated 252 

next-generation sequencing storage and processing environment [68]. 253 

 254 

Genome assembly and finishing strategy 255 

We mapped the contigs obtained from the in silico reads to each reference genome. We 256 

identified and retrieved the sequences not covered by the contigs, which corresponded to the 257 

assembly gaps. Because these gaps are repeated regions, we clustered the sequences at 99% 258 

nucleotide identity and generated a consensus sequence. Thus, each consensus represents one 259 

type of repeated region. We used canu (v1.3) to correct, trim, and assemble the raw reads 260 

[69]. We mapped the corrected long reads to each consensus sequence that was previously 261 

identified; for each, we selected only reads overhanging at least 500 nt at both ends. The 262 

selected reads were de novo assembled using Geneious at 100% nucleotide identity. They 263 

were then used to scaffold the contigs generated by canu and to finish the assembly and 264 

reconstruct the genome organization. 265 

 To confirm our construction, PCR was used on repeats longer than the median 266 

trimmed/corrected read length (i.e., rrn operons and CTnPg1). The primers used are listed in 267 

Table 2. For the rrn operons, 22 additional P. gingivalis strains were tested; 16 of these were 268 

isolated from Colombian patients with periodontitis (UIBO421B, UIBO465, UIBO472, 269 

UIBO537B, UIBO655H4, UIBO695H2, UIBO710B, UIBO728B, UIBO728H3, UIBO742, 270 

UIBO760B, UIBO771H2, UIBO783, UIBO801H3, UIBO1047B, and UIBO1047H [70]), 4 271 

were isolated from French patients with periodontitis (2J14, M71, MAJ and TN), and 2  272 

strains (OMZ314 and OMZ409) were provided by Prof. J. GmŸr of Zurich, Switzerland. For 273 

all PCR reactions, we used 50 ng genomic DNA, 1X Phusion GC buffer, 7% DMSO, 0.02 274 

U/! L Phusion Hot Start II High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Fisher), and 200 nM of 275 

each primer (Eurogentec, Seraing, Belgium). PCR was performed under the following 276 
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conditions: an initial denaturation step at 98 ¼C for 3 min; 30 cycles of 98 ¼C for 20 s, 63 ¼C 277 

for 30 s, and 72 ¼C for 7 min 30 s; and a final elongation step at 72 ¼C for 10 min. The 278 

CTnPg1 validation was performed under the same conditions as the rrn PCR except that no 279 

DMSO was used and the annealing temperature was 67 ¼C. 280 

 281 

Table 2. Primers used to validate the architecture of the Porphyromonas gingivalis 282 

genome 283 

Primer Name Primer sequence (5! to 3!) Tm (¼C) 
rrn1F TCCCCACCGGCAAAAACATC 68.0 
rrn1R GAGATGTCCGAAAGTCCATGTCAC 66.3 
rrn2F AGATAGCCAGTTTCGTTACGTCCG 67.3 
rrn2R TACAGCAACGGTTACTTCCGCG 68.6 
rrn3F CTATGGATATTCTGCGGTGTACGG 66.3 
rrn3R GTTGTAGGACAGCAACCTTTTGG 64.2 
rrn4F ACAAGTCAGAACATGGCCGAT 64.3 
rrn4R CAGGCACAAACCGCTTTACC 65.0 
ctnpg1_5out1 GACGGAATTTGCGTGTTGATATAGT 64.3 
ctnpg1_5out2 ATAAACGTGTGGCCGAAATAGATTC 65.3 
ctnpg1_5in CAATAGCGTTTGCATTACCTCATCT 65.3 
ctnpg1_mid ATCGGTGGAGATGTTCATACTACTG 63.9 
ctnpg1_3in GTATTTGCCCAATACTCTCTGAACG 64.9 
ctnpg1_3out1 CGACAACATCGTATTTCTCTGTCAG 64.9 
ctnpg1_3out2 CACCGAGATTCAAGGTTATGTGATG 66.9 
 284 

Genome annotation and biocuration 285 

Genomes were annotated using Prokka (v1.12-beta) [71], Genix online [72], and RASTtk 286 

(v1.3.0) [73]. The annotations for the gene starts/ends, gene names, gene product descriptions, 287 

gene status (gene, pseudogene by stop in-frame or frame-shift), EC numbers, and functional 288 

descriptions were all manually biocurated [74]. For this purpose, we performed NCBI BLAST 289 

searches [75] against non-redundant databases as well as domain searches using the 290 

Conserved Domains search tool [76]. The results were then compared to the precomputed 291 

annotations from MicroScope [77]. 292 
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 The presence of signal peptides was analyzed using the SignalP 4.1 server [78] and 293 

SOSUIsignal [79]. Protein subcellular localization predictions were made using PSORTb 294 

(v3.0) [80] and CELLO (v2.5) [81]. The outer membrane proteins predicted by these tools 295 

were then confirmed using BOMP [82], and LipoP (v1.0) [83] and DOLOP [84] were used to 296 

predict the lipoproteins. 297 

 Insertion sequence transposases were renamed as per the ISfinder [85] nomenclature. 298 

Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPRs) were identified using 299 

CRISPRfinder [86], CRISPRDetect [87], CRISPI [88] webtools and the CRT plug-in [89] 300 

with Geneious. We predicted genomic islands using IslandViewer (v4) [90], which has 301 

precomputed predictions from SIGI-HMM [91], IslandPath [92], and IslandPick [93]. Island 302 

prediction was also performed using EGID [94], which implements AlienHunter [95], SIGI-303 

HMM, IslandPath, INDeGenIUS [96], and PAI-IDA [97]. 304 

 All genomic sequences and the reads used to produce them were deposited in 305 

GenBank and in the NCBI BioProject database with links to the BioProject accession number 306 

PRJNA393092. 307 

 308 

Comparative genomics 309 

Genome-level comparisons were made with progressiveMauve [98] using the default settings. 310 

The same program was used to identify locally collinear blocks (LCBs) and single-nucleotide 311 

polymorphisms (SNPs). 312 

 For each strain, we compared the available annotation in the NCBI database to our 313 

manually biocurated annotations feature-by-feature: rRNA; tRNA; tmRNA; ncRNA; 314 

regulatory; repeat region; and coding DNA sequence (CDS). The CDS were separated into 315 

pseudogenes and ÒtrueÓ coding regions. For the latter category, the CDS/pseudogenes present 316 

in both annotation versions were termed Òcommon,Ó and those that were present only in our 317 
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new version were called Ònew.Ó We noted all instances of changes from a CDS to a 318 

pseudogene and vice versa, fusion (more than one interval becoming one interval) and 319 

separation (one interval becoming more than one interval), and changes in the coding strand. 320 

Finally, we also analyzed the changes in start/stop codons. 321 

 We concluded our study with a pangenomic analysis of the P. gingivalis strains ATCC 322 

33277, TDC60 and W83. The CDS and pseudogenes were classified into six groups: 323 

multiple-copy genes (nucleoid-associated proteins, tra genes, xer genes, and transposases in 324 

ISPg); those that appeared in only one copy in all of the strains and were highly conserved (> 325 

97% nucleotide identity); those present in only one copy in all of the strains but with sequence 326 

divergence (< 97% nucleotide identity); those present in all three strains but present in more 327 

than one copy in at least one strain and/or having pseudogenes; those present only in two 328 

strains and either copied or with pseudogenes; and those present in only one strain. 329 

 330 

Results 331 

The Bacteroidetes phylum is represented by few genomes, mostly 332 

incomplete and with variable numbers of contigs 333 

Bacterial genomes represent approximately 85% of the available genomes in the NCBI 334 

genome database. Despite the fact that Proteobacteria represents a relatively minor constituent 335 

of human microbiota, it is the most sequenced bacterial phylum, even in comparison to the 336 

two most abundant phyla, Bacteroidetes and Firmicutes (Fig. S1a). Furthermore, the 337 

accumulation of incomplete draft bacterial genomes is notable, comprising 85-95% of all 338 

entries depending on the phylum (Fig. S1b). 339 

 Within the phylum Bacteroidetes, the classes Bacteroidia and Flavobacteriia constitute 340 

90% of the listed genomes. Flavobacteriia is mostly associated with environmentally obtained 341 
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samples, particularly with aquatic species such as water and fish pathogens, and rarely (18% 342 

of complete genomes) with humans. In contrast, Bacteroidia isolation sources are human in 343 

more than 75% of cases (Fig. S2a). Although generally considered part of the normal 344 

microbiota, Bacteroidia are pathobionts that can become pathogens upon dysbiosis. Prior to 345 

the introduction of massively parallel sequencing, only four complete Bacteroidia genomes 346 

were published. Since 2007, this number has grown exponentially, mainly due to the large 347 

number of draft genomes that have accumulated to such an extent that today 10 times as many 348 

draft genomes as complete genomes are available (Fig. S2b). 349 

 In addition to the preponderance of draft genomes, the Bacteroidia draft genomes are 350 

extremely fragmented; half of them contain more than 75 contigs. The number of contigs per 351 

draft ranges widely from 2 in Prevotella oryzae DSM17970 to 4357 in Bacteroides 352 

acidifaciens 1a3B. Observing the number of contigs per draft in bacterial genera with at least 353 

five draft genomes, we noted that 50% of all entries are Bacteroides and that Bacteroides, 354 

Parabacteroides, and Prevotella all have at least one draft genome featuring more than 500 355 

contigs. Based on their interquartile ranges (IQRs), the genera with less variation were found 356 

to be Alistipes and Tannerella; coincidentally, these were the genera with the smallest number 357 

of draft genomes. At 93 contigs per draft, Bacteroides and Tannerella have the highest 358 

median number of draft genomes (Fig. S3a). Even when only species having at least two 359 

complete genomes (B. dorei, B. fragilis, B. ovatus, B. thetaiotaomicron, P. gingivalis, and T. 360 

forsythia) are considered, this variability is still quite large. B. fragilis represents almost 20% 361 

of all Bacteroidia drafts and is the most variable in terms of the number of contigs per draft. 362 

B. dorei and T. forsythia, although the species with the smallest number of drafts, are the least 363 

variable. Finally, P. gingivalis has an intermediate profile (Fig. S3b). 364 

 365 
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Draft variability cannot be explained by sequencing and assembly 366 

methods 367 

Several hypotheses could explain the observed variability in the features of the draft genomes. 368 

It could be linked to differences in the assembly strategies (algorithm types or specific 369 

assembly tools) and/or the massively parallel technologies used. To test these hypotheses, we 370 

collected all of the available information on sequencing and assembly methodology for all of 371 

the draft genomes of the six species studied here (Table S2). Of the 166 drafts, 144 were 372 

sequenced using Illumina technology, and only six assemblers were used for de novo 373 

assembly. Five assemblers used the De Bruijn graphs (Allpaths, Velvet, ABySS, CLC 374 

Genomics Workbench), covering 40% of the drafts. The final MaSuRCA assembler, which is 375 

based upon the de Bruijn and Overlap-Layout-Consensus (OLC) approaches, was used for the 376 

remaining 60% of the drafts. However, the overrepresentation of MaSuRCA is due to a single 377 

sequencing project of different strains of B. fragilis at the Institute for Genome Sciences 378 

(University of Maryland, Baltimore, MD, USA). Once again, the results (whether per 379 

assembler or per bacterial species) were very diverse. In B. fragilis projects using Illumina for 380 

which an assembler was specified (99 of 107 drafts), MaSuRCA generated 31 to 2566 contigs 381 

(n = 69), Allpaths produced 5-14 contigs (n = 10), SPAdes generated 73-343 (n = 8), ABySS 382 

produced 150-1290 (n = 6), CLC Genomics Workbench produced 5-156 (n = 5), and Velvet, 383 

which was only used once, generated 52 contigs. The 20 P. gingivalis draft genomes were 384 

sequenced using Illumina technology and then assembled 17 times with Velvet (generating 385 

22-192 contigs) and once each with SPAdes (92 contigs), Celera (104 contigs), and 386 

SOAPdenovo (117 contigs). For all other species, the number of drafts with known 387 

assemblers is too small (< 10) to draw conclusions. At this point, it therefore seems that 388 

technological differences in sequencing and assembly cannot explain the extensive 389 

differences in the number of contigs per draft.  390 
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 The hypothesis that intra-species diversity might be responsible for this variability 391 

remains to be explored. Because this hypothesis involves comparative genomics, only 392 

complete genomes could be used to explore its validity. 393 

 394 

Complete Porphyromonas gingivalis genomes are the most diverse and 395 

repeated genomes within Bacteroidia 396 

By calculating the average nucleotide identity (ANI), we separated two groups of species. The 397 

first group contained the Bacteroides genus, whereas the second group included P. gingivalis 398 

and T. forsythia (Fig. 1a). ANI values offer a robust and sensitive way to measure the 399 

evolutionary relationship of bacterial strains [99]. With the exception of the P. gingivalis 400 

group (11 of 21 pairs), the ANI values of all the species are high and uniform (Fig. 1b). These 401 

values suggest that only minor genomic differences exist within species and refute the 402 

hypothesis that global intra-species diversity could explain the variability in the number of 403 

contigs per draft genome. However, because small variations such as repeated genomic 404 

regions cannot be detected by the ANI method and since repeats have been declared to be the 405 

main cause of assembly gaps, we decided to evaluate the possible role of repeats in the 406 

fragmentation of draft genomes. 407 

 We determined the number and locations of each repeat type. Because Illumina is the 408 

industry standard and its MiSeq platform generates 2 x 250 nt paired reads, we set the low 409 

threshold to 500 bp and looked for the repeats. The histogram in Fig. S4 shows the mean 410 

number of repeats in each species (2 to 10 copies at 95% identity). Notably, although B. 411 

fragilis displays the greatest variation in number of contigs per draft, it has an intermediate 412 

number of repeats, and these have low copy numbers and occur a maximum of only six times. 413 

P. gingivalis can once again be distinguished as having the lowest total number of repeats but 414 

the highest number of copies for each repeat type, with a total of approximately 40 different 415 
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repeats copied more than 10 times (Fig. S4). 416 

 We used a Circos figure to visualize the genomic repeats with more than 3 copies in 417 

each complete genome. The plot illustrates the distribution of the repeated loci and their copy 418 

numbers in the form of a heat map, the color of which changes from blue to red as the count 419 

increases (Fig. 2). The plots show that all six available strains of B. fragilis possess few types 420 

of repeats and that repeats are not frequent. In contrast, all of the other Bacteroides species 421 

genomes (B. dorei, B. ovatus, and B. thetaiotaomicron) have more repeats that occur more 422 

often and display greater variability within the strains. Finally, we observed that the seven P. 423 

gingivalis strains had the highest genomic complexity and diversity with respect to repeat 424 

frequency. 425 

 The intra-species diversity of P. gingivalis and its large number of highly frequent 426 

repeats make this species an interesting model for analysis of the impact of genomic repeats 427 

on bacterial genome assembly, especially in Bacteroidetes. The P. gingivalis strains appear as 428 

three branches on the DNA-DNA distance tree. Two of these branches correspond to the 429 

previously mentioned closely related strains: ATCC 33277 with 381, and W83 with A7436 430 

(Fig. 3). The ATCC 33277/381 branch contains the genomes with the most repeats, with some 431 

loci repeated more than 25 times, followed by the W83/A7634 branch. The remaining branch 432 

contains TDC60, AJW4, and A7A1-28, which display the lowest numbers and frequencies of 433 

repetition. With the exception of W83 (from Bonn, Germany) and TDC60 (from Tokyo, 434 

Japan), all of the cited strains were originally isolated in the USA. Despite this common 435 

origin, there is no apparent link between isolation populations and genomic repetition 436 

frequencies. To test whether the variation in genomic repeat counts affects assembly 437 

completion and since the real sequencing reads from the initial sequencing projects were not 438 

available, we produced in silico reads based on the complete published genome of the seven 439 

P. gingivalis strains and in silico simulated paired-end reads. 440 
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 441 

Simulated sequencing reveals a correlation between contig and repeat 442 

counts 443 

To generate the artificial reads, we used ART software. This set of tools mimics the real 444 

sequencing process and permits simulation of the data that are produced by massively parallel 445 

methods; the simulated data display each technologyÕs inherent empirical errors and profile 446 

qualities. For the seven complete P. gingivalis genomes, 11 assemblers were tested. The 447 

assembler spectrum was restricted to software that can treat Illumina reads but was otherwise 448 

chosen to be as wide as possible. Three of the assemblers are part of commercial software 449 

suites (Geneious, CLC Genomics Workbench, and CodonCode Aligner); the others are freely 450 

available for academic purposes. Since de Bruijn graphs are inescapable (they are used by 451 

A5-miseq, CLC Genomics Workbench, Geneious, Minia, MIRA, SOAPdenovo2, SPAdes, 452 

and Velvet), we made an effort to also include different assembly methods, including 453 

Overlap-Layout-Consensus (CodonCode Aligner), string graph (fermi), and greedy algorithm 454 

(PERGA). 455 

 We assessed each assemblyÕs fragmentation and compared it to that of the others using 456 

QUASTÕs N50 parameter. For all P. gingivalis strains, Geneious produces the longest contigs 457 

and the fewest per assembly. SPAdes and A5miseq are just behind, with very similar 458 

performances. The other assemblers generate more fragmented assemblies, and some (Velvet 459 

and PERGA) do not even seem suitable for this bacterial group (Fig. 4a). Closer examination 460 

of the results of the three assemblers producing the highest N50 (Fig. 4b, upper panel) shows 461 

that the number of contigs obtained is below the median (90.5) of the published draft genomes 462 

assembled with real reads (Fig. S3b). 463 

 N50 can be misleading, however, because it provides no information on assembly 464 

accuracy; it can therefore give the impression that one tool is more algorithmically efficient 465 
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than another even when its results do not agree with the biological sequence. Since the 466 

simulated reads were created from the complete NCBI reference genomes, mapping the 467 

resulting contigs against the genomes should be biologically consistent. The unmapped 468 

contigs would therefore be rejected as believed to be incorrect, resulting in the graph shown in 469 

the lower panel of Fig. 4b. The plot demonstrates that despite their high N50 values, Geneious 470 

contigs, especially the longer ones, are not consistent with the real sequence. The plot line 471 

will therefore fall short of the expected genome size, resulting in drafts that are not at all 472 

complete. In contrast, A5miseq and SPAdes yield similar plots since they accurately 473 

reproduce the biological sequences, despite the fact that their resulting contigs are shorter. 474 

Evaluating assembly completeness solely based on the N50 metric is a bad idea, and it is 475 

preferable to obtain a draft genome that is correct even if it is more fragmented. 476 

Consequently, A5miseq and SPAdes produce the best results for the P. gingivalis genomes 477 

(modeled with MiSeq reads), and we confirmed this to be true for the other Bacteroidia 478 

species as well (Fig. S5a). 479 

 A direct positive linear correlation can be observed in the number of P. gingivalis 480 

genomic repeats (at least three copied loci) and the number of biologically sound contigs 481 

produced by A5miseq or SPAdes from the in silico simulated reads (Fig. 4c). This correlation 482 

is also observed for the other complete Bacteroidia genomes studied here (Fig. S5b). In the 483 

case of P. gingivalis, it is true even when all genomic repeats, including duplications, are 484 

included (Fig. S5c). 485 

 We can classify the functions of the elements that are annotated in the breaking points 486 

of the A5miseq and SPAdes P. gingivalis assemblies. These gaps coincide with the repeated 487 

regions in the genome, and two thirds of them correspond to copied insertion sequences (IS) 488 

or miniature inverted-repeat transposable elements (MITEs) with a maximum length of 1.1 489 

Kb. In order of their occurrence, the other four categories are: intergenic unannotated regions; 490 
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repeats found in coding regions (such as gingipains) that have several paralogs and internal 491 

repeated motifs; rrn ribosomal RNA operons (present in four copies in P. gingivalis); and, the 492 

least frequent, genomic islands (Fig. 4d). 493 

 This study shows that to correctly assemble a genome from Illumina MiSeq reads of a 494 

few hundred nucleotides, it is helpful and even indispensable to have at least a good estimate 495 

of the quantity and frequency of genomic repeats. This knowledge permits the calculation of 496 

contig counts with little or no misassembly expected. It could also help in the choice of the 497 

best finishing strategy for the assembly. However, as seen here, this knowledge is often 498 

impossible to obtain in advance, since even among bacterial species the strains are very 499 

diverse. 500 

 501 

Choosing Porphyromonas gingivalis strains for resequencing and 502 

reassembly 503 

Taking into account our initial results and observations, we chose to resequence three P. 504 

gingivalis strains (ATCC 33277, TDC60, and W83) using long-read technology from PacBio. 505 

We chose these strains because they are commercially available, allowing other researchers to 506 

reproduce our results, and because of their geographic diversity (they appear in North 507 

America, Europe, and Asia). Moreover, they were the first P. gingivalis strains to be 508 

sequenced and are considered reference strains. In addition, ATCC 33277 and W83 are 509 

frequently used to study mutants, in functional analysis, in adherence/invasion tests involving 510 

different types of human cells, and for other purposes. 511 

 For each strain, the mean coverage was approximately 30X (29.7 to 30.4), and the 512 

median corrected/trimmed read length obtained from canu was 6.3 Kb. The reads were 513 

assembled with canu, producing 18, 28, and 11 contigs for ATCC 33277, TDC60, and W83, 514 

respectively, and the finishing strategy described in the Methods section enabled assembly 515 
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completion. All of the resulting complete assemblies differ from the initially published 516 

sequences. To validate the results, we performed PCR to confirm the organization of the large 517 

genomic multicopy regions. These included the rrn operons (Fig. S6a) and, for ATCC 33277, 518 

the duplication of the CTnPg1 genomic island and the orientation of the two copies (Fig. S6b-519 

c). All of the RNA ribosomal operons from the ATCC 33277 and W83 strains were validated 520 

and found to correspond to the published structures. However, we corrected 3 of the 4 rrn in 521 

the TDC60 published genome, and this result confirms the observations made by Naito et al. 522 

in 2008 (see their Supplementary Fig. 3) [100]. The most surprising result was the 523 

reorganization of 2 rrn loci in W83 compared to the other two strains (Fig. S6a). To 524 

determine whether this reorganization occurs only in this strain, 22 additional strains were 525 

subjected to PCR verification; we found that it is in fact restricted to W83 (Fig. S6d). The 526 

general arrangement of rrn operons in P. gingivalis chromosomes therefore seems remarkably 527 

stable despite the varied positions of these operons relative to the origin of replication (oriC) 528 

due to the high genomic mosaicism of the species. Homologous recombination at the rrn 529 

extremities seems extremely rare and probably accidental since of approximately 30 strains 530 

only W83 is affected. 531 

 532 

Differences from published genome sequences 533 

With all three circular genomes confirmed, we proceeded to identify the ways in which these 534 

genomes differed from the previously published sequences for these strains. We used 535 

progressiveMauve, which identifies locally collinear blocks (LCBs) to compare the published 536 

genomes with our constructions. Insertions and deletions in the de novo assembly compared 537 

to the published sequence were noted (Fig. S7). The differences are reported in detail below. 538 

 In ATCC 33277, CTnPg1 is found to be completely duplicated, with both copies 539 

oriented in the same direction (Fig. S7). The other differences in this strain are three deletions 540 
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and one insertion (Fig. S8a). Since the ANI values showed a significant similarity of the 541 

ATCC 33277 and 381 strains and the 381 strain also has two complete CTnPg1 copies, we 542 

compared our ATCC 33277 genome reconstruction with the 381 genome [101]. We observed 543 

two collinear genomes with a length difference of only 1 kb and approximately 100 SNPs. 544 

The dissimilarities, which are minor, occur mainly in repeats and in the CRISPR1 region. As 545 

the complete 381 genome was assembled from 454 reads using Velvet and Newbler, there 546 

could be assembly errors. By mapping the Illumina HiSeq reads of the recent 381 sequencing 547 

[102] to our de novo ATCC 33277 construction, we positioned 99.5% of the reads without 548 

any gaps, suggesting that these American strains could be variants of the same strain. 549 

 TDC60 is the most changed, since, as discussed, 3 of the 4 rrn were incorrectly 550 

assembled during the initial construction. This means that in our new assembly, large sections 551 

of the genome are translocated (LCB2 and LCB5) and inverted (LCB3) (Fig. S7). The other 552 

differences are one insertion into a BrickBuilt 7 MITE [103] and four deletions (Fig S8b). 553 

 Finally, the new W83 strain has a central inversion (LCB2) (Fig. S7). The new 554 

sequence consists only of a 523-bp insertion, which corresponds to eight additional direct 555 

repeats and the same number of new spacers in the CRISPR2 region (Fig. S8c). The genome 556 

length differences and numbers of SNPs in the three strains are shown in detail in Fig. S7. 557 

 558 

Annotation and manual biocuration of three selected P. gingivalis 559 

strains 560 

We automatically de novo annotated the three Porphyromonas gingivalis strains using three 561 

pipelines, after which they were manually biocurated. This allowed us to standardize the 562 

structural (syntactic) annotation, which consists mostly of CDS start/stop codon positions, and 563 

the functional annotation, using a single ontology for gene names and functional descriptions. 564 

The number and nature of all 12 rRNA genes (in four operons), 53 tRNA genes, and 1 565 
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tmRNA gene are identical to those in the published genomes, although the positions of some 566 

relative to oriC vary due to the reassembly. Seven of the riboswitches (5 cobalamin and 2 567 

thiamine pyrophosphate riboswitches) were already annotated in all of the strains, and we 568 

added 1 S-adenosyl methionine (SAM)-II long-loop riboswitch per strain. It is noteworthy 569 

that all of these riboswitches were described by Hovik et al. [104]. For the small non-coding 570 

RNA (ncRNA), only rnpB (bacterial RNAse P) is present in the previous annotation. We 571 

positioned and annotated additional ncRNAs: one each ctRNA (antisense RNA), 572 

Bacteroidales-1 RNA, and bacterial signal recognition particle (SRP RNA) for each strain. 573 

We also added various group II catalytic introns: 5 in ATCC 33277; 4 in TDC60; and 3 in 574 

W83. For all riboswitches and ncRNA, the synteny is conserved. Two group II catalytic 575 

introns are present in haeR and in punA. The variation in numbers in this group is explained 576 

by the paralogy in traE (a gene containing this ncRNA is present once in W83 and twice in 577 

ATCC 33277 and TDC60) and by an additional ncRNA in the ATCC 33277 traG gene that is 578 

absent from the other two strains. 579 

 For ATCC 33277, TDC60, and W83, we added 213, 199, and 188 peptide signals and 580 

23, 19, and 21 mobile elements (genomic islands, transposons, and conjugative transposons), 581 

respectively, to the original annotations. We further completed the annotation of intergenic 582 

sequences with repeated elements: BrickBuilt/MITEs (complete or partial), dispersed 583 

genomic repeats (> 500 bp with at least 95% identity), and CRISPR regions. We did not 584 

annotate any short repeats (3 to 31 bp) or sequence-tagged sites. 585 

 Finally, the longest and probably the most important biocuration work involved the 586 

CDS and pseudogenes, which we were able to dramatically improve. To facilitate traceability 587 

in publications and databases, we kept the initial locus_tags when the DNA sequence was 588 

unchanged or very similar (only having a new start and/or stop position). When the 589 

differences were larger (e.g., changes in the coding strand, ORF fusion, or a new CDS), we 590 
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created new locus_tags marked PGN_n, PGTDC60_n, and PG_n for ATCC 33277, TDC60, 591 

and W83, respectively. In the previous versions, the pseudogenes had coding sequences and 592 

gene annotations, with pseudogene status annotated in the gene qualifier Ònote.Ó These could 593 

be classified into the categories Òframeshifted,Ó Òincomplete,Ó and Òinternal stop.Ó Following 594 

the NCBI Prokaryotic Genome Annotation guidelines 595 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/genomesubmit_annotation/), we annotated the 596 

pseudogenes with the gene feature only (no CDS) and added an asterisk to the gene name 597 

field so that pseudogenes could be easily distinguished from normal coding regions. The 598 

gene_desc qualifier field describes the function of the pseudogenized gene, and the reason for 599 

the pseudogenization (ÒfragmentÓ or ÒframeshiftÓ) is listed in the note qualifier. Where they 600 

are relevant, gene fusions and coding strand changes are also mentioned in the ÒnoteÓ field. 601 

 For the three strains, our revised annotation contains fewer CDS and pseudogenes than 602 

are found in the original annotations (Table 3). These differences are essentially due to over-603 

annotation of the original genomes and to genome-to-genome annotation propagation caused 604 

by the difficulty of distinguishing between small coding ORFs and Evil Little Fellows or 605 

ELFs [105, 106]). These are regions that can accidentally produce ORFs that are not 606 

biologically verified. To avoid erroneous elimination of real small ORFs, we identified ORFs 607 

as ELFs only if one of the following conditions applied: if the ORFs were annotated in 608 

intergenic repeats such as MITEs, which by definition do not code [107]; if the ORFs were 609 

not conserved in all 30 available P. gingivalis complete and draft genomes but the DNA 610 

sequences and synteny were conserved; and if the ORFs were small and possessed an 611 

AMIGA status that was ÒwrongÓ [108]. We systematically predicted the cellular localizations 612 

and/or the conserved functional domains of the small conserved ORFs. This sometimes 613 

enabled us to improve the annotation of the hypothetical functions of small CDS into 614 

Òlipoprotein,Ó Òinner membrane,Ó Òperiplasmic,Ó Òouter membrane,Ó or Òsecreted.Ó Finally, 615 
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the use of manual biocuration permitted us to correctly identify some coding sequences as 616 

pseudogenes and vice versa, to fuse two initial CDS/pseudogenes into one, and to divide a 617 

CDS/pseudogene to create two or more. In rare cases (n = 5), our re-annotation produced a 618 

coding strand change for the ORF involved (Table S4). 619 

 620 

Table 3. Summary of CDS and pseudogenes (in parentheses) in the original and curated 621 

annotations 622 

 Original 
annotation 

Curated 
annotation 

Common to 
both 

Curated 
start/stop 
positions 

Eliminated 
ELFs 

ATCC 33277 2051 (96) 1856 (60) 1722 (22) 155 (8) 165 (46) 
TDC60 2031 (89) 1794 (34) 1742 (13) 164 (8) 172 (64) 
W83 2027 (112) 1801 (77) 1703 (45) 163 (14) 165 (53) 
 623 

Comparison of the original annotations and our comprehensive syntactic re-624 

annotations 625 

To compare the original and curated annotations, we began by summarizing the common 626 

CDS and genes in the two versions as well as the number of curated start and stop positions 627 

and eliminated ELFs (Table 3). Additionally, for ATCC 33277, we added 55 new coding 628 

sequences; these usually corresponded to the re-establishment of a complete CTnPg1 copy or 629 

the reconstruction of complete ISPg CDS copies. For the TDC60 strain, we added 2 new 630 

pseudogenes (ISPg) and 6 new CDS (coding for 2 ISPg, an NAP, a peptidase, a rhodanase, 631 

and a PF07877 domain-containing protein). Finally, in the W83 strain, we de novo annotated 632 

6 pseudogenes (5 ISpg and a PF07877 domain-containing protein) and 12 CDS (these encode 633 

7 ISPg, 2 integrases, an NAP, a transcriptional regulator HxlR, and a virulence-related RhuM 634 

protein). 635 

 To compare the functional annotations in the two versions, we grouped the common 636 

features into five categories: nucleic acids and protein metabolism (replication, transcription, 637 
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translation, histones, proteases, etc.); metabolism and transport of ions and other 638 

macromolecules (transporters, porines, ion channels, ferritin, kinases, hydrolases, etc.);  639 

mobile elements (conjugation, competence, phages, etc.); proteins without assigned biological 640 

functions but with a predicted subcellular localization or possessing an identified functional 641 

domain (lipoproteins, inner/outer membrane, or proteins which contain GLPGLI or zinc 642 

finger domains, etc.); and proteins that are conserved in all available P. gingivalis genomes 643 

but to which we could not assign a function (DUFs, FIGs, and some COGs, all marked as 644 

hypothetical). 645 

 Our biocuration and re-annotation work on the coding sequences and pseudogenes 646 

shared by the two versions resulted mainly in the de-anonymization of hypothetical 647 

CDS/proteins of unknown function (Fig. 5). These constituted approximately 22% of the 648 

original annotation and now represent only approximately 9%. The newly described functions 649 

were placed into four other categories as follows: 6% were added to macromolecule/ion 650 

transport and metabolism, an additional 3% were placed in nucleic acids/protein metabolism, 651 

mobile elements increased by 2%, and 2% were added to the list of CDS with a predicted 652 

conserved domain and/or subcellular localization. Finally, we noted that for the new 653 

pseudogenes and coding sequences as well as all of the other changes (features, fusions, 654 

separations, etc.), the new annotations are particularly enriched in mobile elements (Table 655 

S4). 656 

 657 

Pangenome analysis 658 

All gene annotations (both true CDS and pseudogenes) from the three strains were classified 659 

into the five previously cited categories (Fig. 6). As shown in Fig. S9, with the exception of 660 

genes related to mobile elements, the absolute number of genes in each category is uniform. 661 

These transposases, integrases, phages, and conjugation genes are overrepresented in ATCC 662 
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33277, and underrepresented in TDC60. Even after manual biocuration, 16.8% of all genes 663 

remain poorly characterized; 7.7% have only subcellular localization predictions or functional 664 

domains, and 9.1% of the proteins conserved in P. gingivalis still have unknown functions. 665 

 666 

The P. gingivalis ATCC 33277, TDC60 and W83 pangenome can be divided 667 

into four categories 668 

The first class is genes that are present in at least 2 copies in all of the studied strains; these 669 

represent 10.1% of the total number of genes in ATCC 33277 and 7.5% of the total genes in 670 

the other two strains. Some, such as DNA helicase, transcriptional regulators of the helix-671 

turn-helix (HTH) 17 family, and nucleoid-associated proteins (NAP), are involved in nucleic 672 

acid metabolism. The others are associated with horizontal gene transfer and include 673 

integrases, tetracycline-resistance elements, tra genes of conjugative transposons, and 674 

transposases encoded by several types of insertion sequences (Fig. S10a). Transposases 675 

represent more than a third of the multicopy genes and are highly pseudogenized, particularly 676 

in W83 (Fig. S10b). Their distribution in the strains is variable; ISPg8 (previously known as 677 

ISPg1) occurs the most frequently, followed by IS195 (formerly ISPg3). It is notable that 678 

W83 is the only strain rich in ISPg4. In ATCC 33277, we annotated a pseudogenized ISPg5 679 

despite this geneÕs being described as absent by Califano et al. [109] (Fig. S10c). 680 

 The next category is the Òdispensable/accessory genome,Ó which consists of genes that 681 

are present in only two of the three strains (70 genes in ATCC 33277, 82 in TDC60, and 49 in 682 

W83). Genes with unknown function are more abundant, with 40% (38.6 to 44.9%) poorly 683 

characterized genes in the accessory genome vs. 17% in the core (Fig. 5). Many of these 684 

genes are in chromosomal regions that have been annotated as genomic islands. 685 

 The third gene class (Òstrain-specific or unique genesÓ) consists of genes that are 686 

present in only one of the three strains. This class includes 3.3% of the genes in ATCC 33277, 687 
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2.9% of the genes in TDC60, and 4.7% of the genes in W83. Within this class, genes related 688 

to mobile elements per se are rare (< 5%), and genes of unknown function represent 689 

approximately 45% in ATCC 33277 and approximately 35% in TDC60 and W83. The 690 

singularity of these ÒuniqueÓ genes is relative since BLAST analysis of Porphyromonas 691 

genomes yields homologs in at least one other genome. This is often the case for ATCC 692 

33277 genes in the 381 or HG66 strains and for W83 genes in the A7A1-28, A7536, and 693 

AJW4 strains. Some of the unique genes present in the three strains have hits in Tannerella 694 

forsythia genomes. Many of the unique genes are clustered in the genome. 695 

 The final gene class can be referred to as the ÒcoreÓ genome because it contains the 696 

genes that are present in all three strains. This class includes more than 80% of all genes 697 

(82.8% in ATCC 33277, 85.0% in TDC60, and 84.7% in W83) and can be further subdivided 698 

into a constant core, a variable core, a paralogy core, and a pseudogenized core (Fig. S11a). 699 

Due to paralogy, the total number of genes in the core genome varies, but it starts at 1522 700 

genes. 701 

 The first subgroup of genes in the core genome is the Òcore genome sensus strictoÓ or 702 

the Òconstant core genome,Ó which contains genes with only one ortholog in each strain and 703 

more than 97% nucleotide identity. The constant core represents the majority of the core 704 

genes (n = 1424, 93% of the core); we classified these genes into the functional categories 705 

described above (Fig. S11b). There are only four genes related to horizontal gene transfer, and 706 

all four (pir, yhaI, vrgG, and p12) correspond to phage-related proteins. Since no phage 707 

infecting P. gingivalis has been described [110], it would be interesting to study the 708 

significance of this finding. We also observed four pseudogenes that are present in the three 709 

strains: COG4335, a hypothetical protein with a conserved domain associated with DNA 710 

alkylation activity [111]; pspB, which encodes alpha-ribazole-5Õ-phosphate phosphatase, an 711 

enzyme involved in coenzyme B12 biosynthesis; pyrD, coding for dihydroorotate 712 
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dehydrogenase, which is involved in the de novo biosynthesis of pyrimidine; and finally tetR, 713 

which encodes a transcriptional regulator.  714 

 The second subgroup is the Òvariable coreÓ, consisting of genes that also only have 715 

one ortholog but display less than 97% nucleotide identity (ranging from 96.9 to 66.3%). This 716 

subgroup represents only 3% of the core or 47 variable genes (Fig. S11c). 717 

 The third subgroup is the Òcore with paralogyÓ; it contains genes with only one 718 

ortholog in a strain but with duplications in at least one of the strains. This subgroup 719 

represents only 2.5% of the core genes (n = 36). The genes in this subgroup are related to 720 

DNA transcription, modification and repair (alkD, betI, btr, and ytxK), and transport (irtA, 721 

ndvA, and ydfJ). There are also four genes of known function (ctpA protease, epsJ 722 

glycosyltranferase, era GTPase, and the rhuM virulence protein) and four hypothetical 723 

proteins (Fig. S11d). 724 

 The fourth and final subgroup is the Òcore with pseudogenizationÓ, which includes 725 

genes with only one ortholog in each strain but also at least one pseudogene in another strain. 726 

This group contains 36 genes, represents 2.5% of the core genes, and includes genes with 727 

unknown function as well as genes involved in adaptation and/or pathogenicity, for example, 728 

genes involved in transport, nucleic acid metabolism and cellular appendages (Table S5). 729 

 730 

Discussion 731 

Bacteroidetes dominate human intestinal bacterial communities [112], but these taxa are also 732 

associated with other animals and found in soil and aquatic environments. This suggests that 733 

they play an important role in biogeochemical processes [8]. In silico modeling allows us 734 

switch from describing microbial communities to actually predicting genotype-phenotype 735 

relationships and microbe-microbe and microbe-host interactions, but it requires genomic 736 
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reference sequences that are both accurate and exhaustive [113, 114]. The existing databases 737 

contain thousands of bacterial genomes, but their quality is poor since nearly 90% of all 738 

available bacterial genomes are merely drafts [40, 115]. Furthermore, the biodiversity of the 739 

databases is biased because the data were primarily obtained from pathogenic or 740 

biotechnologically/economically interesting bacteria [116-118]. As an example, 741 

Bacteroidetes, despite their abundance among human microbiota, represent a minority of the 742 

species in genome databases, with some overrepresented species such as Bacteroides fragilis. 743 

Moreover, even when a reference genome is available for a bacterial species, this is not 744 

sufficient to permit evaluation of the true biological diversity of its strains [119]. Of even 745 

more concern, the number of drafts is actually underestimated since some genomes marked 746 

ÒcompleteÓ or ÒfinishedÓ are fragmented and have not been fully annotated. For example, we 747 

observed (Table S1) that two of nine Porphyromonas gingivalis genomes described as 748 

complete were artificially circularized: HG66 [120] has an assembly gap of unknown length 749 

(represented by 100 N), and JCVI SC001 [121] contains 282 assembly gaps, abnormalities 750 

also noticed by Chen et al. [122]. 751 

 Draft genomes are made up of a set of contigs of varying size and unknown order, 752 

orientation, and quality. They may contain sequencing and assembly errors as well as absent, 753 

fragmented, and/or frameshifted genes and other artifacts [44, 117, 123, 124], and these 754 

irregularities can also occur in closed genomes, as demonstrated by this study. Worse, without 755 

a complete genome it is difficult to identify possible contaminant sequences; in some draft 756 

genomes, even human genome sequences can be observed [125-127]. Nevertheless, most 757 

current sequencing project teams settle for drafts, limit ing our knowledge of the genomic 758 

structural organizations crucial for understanding bacterial evolution and adaptability [128]. 759 

Comparative genomics of two incomplete genomes can yield a description of most of the 760 

protein-coding genes, but only complete genomic information will allow us to explore the 761 
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frequency and localization of repeated sequences, paralogy, synteny, and genomic 762 

rearrangements. Incomplete data also hamper the interpretation of ecological models and 763 

evolutionary reconstructions [116, 129]. 764 

 Draft quality assessment is difficult, especially in the absence of a reference genome 765 

[130]. It is usually evaluated using the N50 parameter [117, 131], with a higher value 766 

indicating better quality [132]. However, our study shows that N50 is inadequate for judging 767 

an assemblyÕs biological value because it favors long contigs even when they are 768 

misassembled. Dozens of assembly software packages exist, and comparative studies have 769 

shown that their effectiveness depends on factors such as genome size, coverage, sequencing 770 

technology, and the presence of atypical DNA (transposons, plasmids, and phages) [124, 133-771 

136]. Our analysis shows that this biological variability also influences assembly. 772 

 Using an in silico sequencing strategy to evaluate de novo assemblies obtained using 773 

different software packages, we compared the number of genomic repetitions (rrn operons, 774 

insertion sequences, adhesins, proteases, etc.) and the number of obtained contigs. Despite the 775 

fact that repetitions are often cited as being responsible for assembly breaks [102, 123, 137, 776 

138], as far as we know our study is the first to demonstrate a strong correlation between the 777 

number of repeats and the number of contigs. These repeats ÒbreakÓ the assembly and are 778 

quite often present as individual contigs or at the ends of contigs in draft genomes. However, 779 

repeated elements are important for genome plasticity (rearrangements, duplications, 780 

inversions), and even considering that their genome coverage is estimated at 6.9% for 781 

prokaryotes [139], their apparent percentages vary widely even within the same species (4.8 782 

to 6.7% for P. gingivalis, 1.5 to 2.4% for B. fragilis), and they are impossible to evaluate ab 783 

initio. Genomic repeats are frequently transposases in insertion sequences [140, 141], and 784 

they represent two-thirds of the breakpoints in P. gingivalis assemblies. Sequencing 785 
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technologies that generate reads shorter than the repeat length are not suitable for resolving 786 

these assembly problems [123, 142, 143]. 787 

 All of the molecular studies of the P. gingivalis genome published in the last 10 years 788 

have shown that the genomes of P. gingivalis strains are highly variable [144-148]. Our 789 

average nucleotide identity (ANI) calculations show, however, that as described by other 790 

authors [144, 149], P. gingivalis is a single species with a genomic heterogeneity indicating a 791 

non-clonal population. Furthermore, this variability is common to opportunistic pathogens 792 

that are responsible for chronic colonization and infection [150, 151]. P. gingivalis is 793 

therefore an interesting model for exploring the relationship between strain genomic diversity 794 

and potential differences in pathogenicity and virulence. The potential of DNA recombination 795 

in this diversity is facilitated by the natural competence of P. gingivalis [148]. This suggests 796 

that the species represents a panmictic population [146] with high genomic mosaicity, as 797 

confirmed in our study. The nutritional use of exogenous DNA as a carbon and energy source 798 

certainly facilitates recombination [148]. 799 

 In this study, we chose to resequence three P. gingivalis reference strains from 800 

international collections. We demonstrated that even modest long-read coverage (~30X) 801 

combined with biocurated assembly and some PCR contiguity validation could correct these 802 

highly plastic genome assemblies. This result is supported by previous studies of other 803 

bacterial species [38, 43, 152, 153]. 804 

 Our work confirms the genomic diversity and plasticity of P. gingivalis but also shows 805 

that the species includes clonal subpopulations of closely related strains. This is especially the 806 

case for ATCC 33277 and 381 and to a lesser extent for the W83 and A7436 strains. We 807 

confirmed the relatedness of ATCC 33277 and 381 mainly through the reconstruction and 808 

reorientation of two full copies of the CTnPg1 conjugative transposon in the ATCC 33277 809 

genome. These two strains are either cited as identical strains [102, 122, 154] or as variants 810 
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(ATCC 33277 being a natural streptomycin-resistant mutant [155, 156]). Our study shows the 811 

importance of submitting the sequencing reads to databases such as the NCBI SRA sequence 812 

read archive so that they can be reused for further analysis. This allows the scientific 813 

community to complete the study of genomes, adding value to the work of the initial 814 

researchers. Unfortunately, however, many reads are not publicly available, since it is not 815 

mandatory to upload them (even if it is highly recommended). 816 

 As previously stated, the main reason for sequencing several strains from a single 817 

species is comparison of their genomes with the goal of explaining phenotypic differences 818 

and understanding the evolutionary history and adaptation of the species. To do this, we 819 

compared the three resequenced P. gingivalis strains after performing a thorough manually 820 

biocurated annotation. Similar to Guo et al. [157], our biocuration strategy involves 821 

homogenizing transcription initiation sites, rigorously identifying frameshifts, internal stop 822 

codons, and intergenic low complexity repeats, and eliminating false CDS predictions; finally, 823 

if coding sequences only have hypothetical functions, we assign functions or predict the 824 

subcellular localizations of their gene products. Although manual biocuration is time-825 

consuming and labor-intensive, it is essential for proper comparison [115, 158] and to avoid 826 

the false positives and negatives propagated by automatic annotation pipelines [159-161]. 827 

After this step, the mean genetic density was 85.6%, closer to the mean value of 828 

approximately 85% that has been described for prokaryotic genomes [162] than to the value 829 

of 87.5% obtained through automatic annotation. CDS boundaries were analyzed via 830 

comparative ortholog analysis, and we made corrections in the corresponding genes for the 831 

three strains. Biocuration resulted in changes in start codon use, with AUG (Met) used in 832 

97.4% of cases for the three strains (an increase from 85%). UUG (Leu) is the next alternative 833 

codon at 2.5% (initially 9.5%), and GUG (Val) is used in 1.1% of cases (vs. the original 834 

5.5%). 835 
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 Our consistent annotation yields an accurate description of the pangenome. However, 836 

the multiple-copy genes deserve a study of their own to analyze their content and to determine 837 

how frequency differences are related to phenotypes. We identified 1522 constant core genes, 838 

equivalent to 82.5-85.0% of all protein-coding genes. This is close to the 83% (1488) 839 

estimation of Dashper et al. [102], the 1490 described as common by Naito et al. [100], and 840 

the 1476 core genes identified by Brunner et al. [163] but very different from the 55% (n = 841 

1037) estimated by Chen et al. [122]. Why are these values so different? There are at least 842 

four possible reasons for this. First, the number of strains studied varies widely (23, 2, 8, and 843 

19 in the studies of Dashper, Naito, Brunner, and Chen, respectively). This could explain the 844 

smaller differences (0.7% to 3.8%) between our study and the first three cited studies, but not 845 

the difference of greater than 30% between our results and those of Chen et al. Next, the 846 

differences may result from the nature of the studied genomes. Unlike our study, which was 847 

based only on complete and verified genomes, the Chen and Dashper groups based their 848 

results mostly on draft genomes. As previously mentioned, incompleteness can falsely 849 

indicate that some coding regions are absent and can artificially enrich unique strain-specific 850 

coding sequences. This may have been the case in the Chen analysis and would explain the 851 

small number of core genes that were detected. Another possible explanation for the 852 

differences is the way in which we calculated the core genes. Chen compares all of the 853 

automatically annotated CDS, without any evident biocuration, whereas Dashper used a more 854 

biocurated annotation. Finally, in the description of the core genome, we included variable 855 

genes as well as pseudogenized or duplicated genes that are functional orthologs. These have 856 

all evolved differently, and due to low nucleotide identity in reciprocal best hits BLAST 857 

analysis were previously wrongly described as unique or strain-specific genes. For example, 858 

this is the case for the major fimbrillin gene fimA, which displays 66.3% nucleotide identity 859 

and 60.1% protein identity in the three strains. 860 
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 Comparison of the essential genes described by Klein et al. (n = 463) [164] and 861 

Hutcherson et al. (n = 281) [165] to those in our classification shows that the vast majority of 862 

essential genes are present in the constant core genome (96% and 98.5%, respectively). Six of 863 

the genes described as essential by Klein but not by Hutcherson were eliminated by our 864 

biocuration due to the presence of MITEs or because the observations showed a conserved 865 

nucleic acid sequence but not an ORF. The genes eliminated were short and close to the 5'- or 866 

3'-UTRs of coding genes (10 to 250 nt). This polar effect could be caused by the transposon 867 

mutagenesis used in both of the abovementioned studies, with a change in one gene 868 

perturbing the transcription of adjacent genes [166]. Two essential genes (PGN_0919 and 869 

PGN_1215) described by Klein but not by Hutcherson are specific to the ATCC 33277 strain 870 

in our study, but their presence can be observed in P. gingivalis strains 381 and HG66 and in 871 

other bacterial genera in various phyla, including Parabacteroides and Prevotella in 872 

Bacteroidetes, Bacillus in Firmicutes, and Rhizobium and Vibrio in Proteobacteria. This might 873 

indicate an exogenous origin, which would be consistent with their locations in or near 874 

genomic islands. This observation confirms the importance of the biological characterization 875 

of proteins with unknown functions and shows that such effort is vital for functional genomic 876 

interpretation and identification of proteins of interest [167]. The presence of homologs 877 

of strain-specific genes in other strains or species challenges the existence of ORFans, unique 878 

or orphan open reading frames [168]. Our re-assembly and re-annotation work produced two 879 

noteworthy and highly correlated improvements: fewer genes of unknown function and fewer 880 

ORFans in all three strains. The number of unique genes in ATCC 33277, TDC60, and W83 881 

was initially 461, 415 and 382, respectively [100, 169]. This represents 17-22% of all protein-882 

coding genes and was reduced to approximately 3% in our study, a value that is closer to the 883 

estimate of 6-7% unique genes obtained using experimental microarrays [145, 154]. Of the 884 

382 unique genes described for TDC60, more than two-thirds were described as hypothetical 885 



 

 100 

 

[169]. Naito et al. noted that more than 60% of the unique coding sequences had similar 886 

sequences in other strains that did not fulfill their studyÕs criteria (cut-off of > 60% alignment 887 

length and > 90% identity) [100]; these could be allelic isoforms of the same gene [170]. 888 

Since unique genes might be involved in adaptive responses to environmental changes, it is 889 

important to obtain accurate annotations. Our analysis of the three strains shows that many 890 

loci initially described as unique correspond to regions of synteny that display nucleotide 891 

sequence homology but coding loss in one or many strains. In some of these regions, 892 

biocurated annotation identifies pseudogenes or non-coding repeated interspersed elements 893 

such as MITEs. In others, it is more likely that the coding loss involves a conserved region 894 

that expresses a promoter, a terminator, or even a common ncRNA but not a CDS. We only 895 

included the regions that conserved their coding capacities in all 29 P. gingivalis strains 896 

studied (Tables S1-S3) and that did not have new overlapping annotations. 897 

 It is interesting to note that the genes in the variant core that have been reported in the 898 

literature are mostly associated with virulence factors coding fimbriae/pili [171], 899 

hemagglutinins, surface proteins and transporters [149, 163], and cas genes, completing and 900 

reconfirming the observations of Igboin et al. [145]. However, although we have predicted 901 

their subcellular localizations, the products of some of these genes are still of unknown 902 

function. Perhaps, as in the case of many membrane proteins, these loci encode proteins that 903 

have new functions, are involved in P. gingivalis environmental interactions or confer 904 

differential pathogenicity or virulence [170, 172], since virulence differences are probably 905 

due to differing external envelope components and adhesion capacities [173]. 906 

 In ATCC 33277, our reannotation positioned 23 mobile elements (MEs) in 14 regions 907 

(2 of these were separated by less than 2 kb); this is in accordance with the 13 atypical regions 908 

initially described [100]. In contrast, in W83 we only annotated 12 MEs in 11 regions, 10 909 
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fewer than in the initial annotation [174]. In TDC60, we again annotated 12 MEs in 11 910 

regions, thus actually enriching the previous annotation, which only included 4 [169]. 911 

 As a final remark, reference-guided genome assembly should be avoided for a 912 

bacterial phylum such as Bacteroidetes (and especially its Porphyromonas genus) that has 913 

high genomic plasticity and frequent repeats. The method is unreliable and is a source of 914 

errors due to the numerous genomic rearrangements. Long-read de novo assembly is clearly 915 

the strategy of choice for obtaining complete and accurate finished genomes. Even though the 916 

sequencing and assembly of complete genomes is expensive, time-consuming, and requires 917 

manual biocuration, it should be the goal for high-quality sequencing projects [175, 176]. In a 918 

bacterial species, having several consistently sequenced, assembled, annotated, and 919 

biocurated genomes is essential for comparative genomic studies, permitting the analysis of 920 

genomic plasticity and evolutionary mechanisms [177]. 921 

 922 

Conclusions 923 

Current sequencing capacity is yielding more and more bacterial genomes at a continuously 924 

lower price, yet the vast majority of these projects release draft genomes. In agreement with 925 

previous observations, in this study we showed that assembly breaks are caused by genomic 926 

repeats that are equal to or longer in length than the sequencing reads. Nevertheless, these 927 

repeats encompass a vast variety of elements that are essential to genome organization, 928 

stability, and function. They are therefore inherent parts of genomes, yet most are not shown 929 

in draft genomes. When possible and according to the biological question to be answered, a 930 

complete finished genome should be the preferred aim of sequencing projects, and long-read 931 

sequencing makes this feasible. We have demonstrated that this technology allows the 932 

verification of bacterial genomes that have been sequenced, assembled and circularized using 933 
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massively parallel sequencing technologies. This method will also detect misassembly errors 934 

that are often associated with erroneous combinations of ribosomal operons or very long 935 

genomic islands. Finally, we have validated the importance of biocurating automatic 936 

annotations and have shown that a strategy based on comparative genomics is very powerful 937 

for improving both structural and functional annotations. 938 

 939 

Figure titles and legends 940 

Figure 1. Relatedness of complete Bacteroidia genomes for species having at least two 941 

different strains. a. Dendrogram of the inter-species relatedness calculated with the 942 

OrthoANI algorithm, clustered using UPGMA, and shown with the corresponding pairwise 943 

identity heatmap. b. Dendrogram of the intra-species relatedness, shown with the 944 

corresponding pairwise identity heatmap. 945 

Figure 2. Genomic distribution of repeats (at least 3 copies) in each genome studied. 946 

Circos representations of each strainÕs chromosome, with oriC positioned at the first 947 

nucleotide of the dnaA gene. For each repeat, its first occurrence in the genome is the starting 948 

point of each line that links it to all of the other positions. As the copy number increases, the 949 

line colours range from light blue to red. The total number of repeats can be visualized as the 950 

number of intersections of the circular chromosome. Strains of the same species are grouped 951 

together and arranged in ascending order of repeat counts. 952 

Figure 3. Genomic repeats in Porphyromonas gingivalis (P. g.) strains. From left to right, 953 

strain relatedness, genomic repeat distribution, and number of copies. The dendogram shows 954 

intra-species relatedness calculated with OrthoANI and clustered with UPGMA. The circular 955 

chromosome of each strain is presented using Circos, with oriC positioned at the top. For 956 

each repeat (at least 3 copies), its first occurrence in the genome is the starting point of the 957 
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lines that link it to all other positions. As the copy number increases, the lines go from light 958 

blue to red. On the right, the number of repeats by copy number. Since all repeats have at 959 

least 2 copies, the total number of repeats corresponds to the light blue bar. 960 

Figure 4. A de novo genome assembly of Porphyromonas gingivalis artificial reads. a. 961 

Eleven programs were used for de novo assembly of the seven strains in study. The main 962 

cumulative lengths were calculated, and plotted here against the contig index. b. The three 963 

assemblers that produced the highest N50 were plotted in the same manner as in a. (upper 964 

panel), then the assembly was mapped to the reference and only the mapped contigs were 965 

plotted (lower panel). c. The number of contigs (A5-miseq and SPAdes) was plotted against 966 

the amount of repeats (with at least 3 copies). d. Identification of gaps:  after assembly with 967 

A5-miseq or SPAdes, genomic regions not covered by contigs were extracted. The gaps were 968 

classified into five categories: genomic islands, ribosomal RNA (rrn) operons, coding 969 

sequences (CDS) with repeated domains, intergenic sequences, and insertion sequences or 970 

miniature inverted-repeat transposable element (IS/MITEs). 971 

Figure 5. Functional comparison of the common coding sequences in two 972 

Porphyromonas gingivalis annotations. Comparison of a. an annotation available at the 973 

NCBI, and b. this studyÕs manually biocurated annotation. For both, the common CDS were 974 

classified into five categories. Both pie charts reflect mean values. 975 

Figure 6. Pangenome overview of ATCC 33277, TDC60, and W83 strains, focusing on 976 

accessory and unique genomes. The central triangle represents the core genome, which has 977 

at least 1522 genes (see text for details). Each corner is a Porphyromonas gingivalis (P. g.) 978 

strain, with a pie chart showing the unique genomeÕs distribution of functions, with total and 979 

absolute counts shown. On each triangle side, stacked histograms show the accessory genome 980 

of the strains in the adjacent vertices. Total and absolute counts are shown, and the 981 

differences between strain numbers are due to paralogy. 982 
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 983 

Additional files: Figure and table titles and legends 984 

Additional file 1. Supplementary Figure 1. NCBI genome database distribution of the 985 

main bacterial phyla associated with humans. a. Pie chart featuring the genomes present in 986 

the database, by phylum. b. Stacked bar chart of the incidence of the genomes belonging to 987 

the four main phyla associated with humans. Absolute counts are presented by phylum and 988 

classified as either finished/complete (having at least one chromosome and/or plasmid), or 989 

draft/incomplete (having multiple contigs or scaffolds). 990 

Additional file 2. Supplementary Figure 2. Bacteroidetes genomes by class. a. On the left, 991 

a phylogenetic tree based on the 16S rRNA genes of complete genomes, grouped by class. A 992 

stacked bar chart then shows the number of genomes belonging to each Bacteroidetes class. 993 

The absolute genome counts are given, and classified as being either finished/complete or 994 

draft/incomplete (having multiple contigs or scaffolds). Pie charts on the right indicate the 995 

isolation sources for each genome: environmental (soil, fresh or marine water, and plants), 996 

animal (insects, molluscs, fish, birds, and mammals), or human (different body sites and 997 

health conditions). b. Stacked bar chart of Bacteroidia genomes grouped by status (complete 998 

or draft), presented by their publication year. 999 

Additional file 3. Supplementary Figure 3. Bacteroidia draft genomes binned by genus 1000 

and by species. a. Box plot of draft/incomplete Bacteroidia genomes grouped by genus. With 1001 

the exception of Tannerella which has complete genomes, any genus with less than 10 draft 1002 

genomes was classified as Òother.Ó The number of assemblies is presented above the plot, and 1003 

the median is shown for each box. If a genus has drafts with more than 500 contigs/scaffolds, 1004 

it is marked with ! : Bacteroides (n = 17, 557 to 4357 contigs); Parabacteroides (n = 2, 1471 1005 

and 1920 contigs); and Prevotella (n = 3, 553 to 3171 contigs). b. Box plot of 1006 
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draft/incomplete Bacteroidia genomes for which at least two complete genomes exist, 1007 

grouped by species, as per a. The drafts which have over 500 contigs/scaffolds are 1008 

Bacteroides fragilis (n = 7, 557 to 2566 contigs), B. ovatus (n = 1, 556 contigs), and B. 1009 

thetaiotaomicron (n = 2, 1730 and 2372 contigs). 1010 

Additional file 4. Supplementary Figure 4. Genomic repeats by species. Genomic repeats 1011 

were identified for each genome, and the cumulative mean copy numbers and their standard 1012 

deviations are presented. The light blue bar indicates the total number of repeats (at least 2 1013 

copies). 1014 

Additional file 5. Supplementary Figure 5. De novo assembly of artificial reads of the 1015 

studied Bacteroidia genomes. a. QUAST graph (cumulative length versus config index) for 1016 

each assembly of each strain. The left column shows all contigs (> 1 Kbp), while the right 1017 

shows only the contigs that mapped to its reference. The dotted line represents the reference 1018 

genome size. b. For all 24 genomes, the contig counts from A5-miseq and SPAdes were 1019 

plotted against the repeat counts (with at least 3 copies). c. As b, but showing all seven P. 1020 

gingivalis strains. 1021 

Additional file 6. Supplementary Figure 6. PCR validation of 3 P. gingivalis strain 1022 

constructions. a. Agarose gel electrophoresis (0.8% in 1X TBE buffer, stained with 1X 1023 

GelRed) of PCR products for rrn operons. Primers used and verified strains are indicated by 1024 

lane, and the primer names were simplified (ÒrrnÓ is not mentioned). DNA molecular-weight 1025 

size markers were used in the first and last lanes. The first band is 9 Kb, and the second is 4 1026 

Kb. b. Schematic representation (not to scale) of both copies (ÒaÓ and ÒbÓ) of CTnPg1 from 1027 

P. gingivalis ATCC 33277. The de novo assembly identified two complete copies with the 1028 

same orientation. The published ATCC 33277 strain had two copies, but the second was 1029 

partial and inverted when compared to the first. Size and orientation are presented for clarity, 1030 

and the dotted line indicates the absent CTnPg1-b region in the published genome. Primers 1031 
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names were simplified (Òctnpg1_Ó is not mentioned). The ctnpg1_5in is red, the ctnpg1_3in is 1032 

green, and all other primers are black. c. Agarose gel electrophoresis done as in a. for the 1033 

primer combination indicated over each lane. In the order shown, the expected sizes are 7.5, 1034 

3.5, 3.0, 3.5, 5.0, 6.5, and 10 Kb. d. Agarose gel electrophoresis as above for rrn operons in 1035 

22 P. gingivalis strains. For PCR conditions, primer sequences, and strain origins, see 1036 

Methods. 1037 

Additional file 7. Supplementary Figure 7. Whole-genome alignments of the three 1038 

resequenced P. gingivalis strains. Published and de novo assembled genome architectures 1039 

are compared. Locally collinear blocks (LCBs) were detected using the progressiveMauve 1040 

algorithm. Shown are translocations and inversions, insertions (green arrows), and deletions 1041 

(thin red arrows), along with size differences and SNP counts. For ATCC 33277, the blue 1042 

blocks represent CTnPg1 copies; in TDC60, they are the rrn operons. For W83, the de novo 1043 

sequence ÒaÓ was assembled from the published genomeÕs ÒbÓ and ÒcÓ sequences (see text for 1044 

details). 1045 

Additional file 8. Supplementary Figure 8. Insertions and deletions in the de novo P. 1046 

gingivalis assemblies as compared to the published genomes. In all cases, alignment zooms 1047 

are presented for the corresponding insertions or deletions detailed in Fig. S8 and in the text. 1048 

The upper genome is the de novo assembly and the bottom is the published one. a. The ATCC 1049 

33277 strain has four indels. b. TDC has four indels, with an additional 22-bp deletion in an 1050 

intergenic region (not depicted). c. W83 has a single insertion. 1051 

Additional file 9. Supplementary Figure 9.  The three P. gingivalis strains binned by 1052 

their CDS/pseudogene functions. The coding sequences and pseudogenes were classified 1053 

into five categories as shown, and the histogram is based on their absolute counts. 1054 

Additional file 10. Supplementary Figure 10. CDS/pseudogenes of all strains that have at 1055 

least two copies in all three P. gingivalis genomes. a. Horizontal histogram of absolute gene 1056 
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counts binned by category. Three of these categories are related to nucleic acids (DNA 1057 

helicases, regulators mainly containing the HTH 17 domain, and histones), while the 1058 

remaining ones are related to mobile elements (integrases, transposases, tetracycline-1059 

resistance genes, and the tra conjugative transposons). b. Histogram of all transposases coded 1060 

by genome and divided into CDS and pseudogenes. c. Heatmap table of transposase families 1061 

separated into coding sequences and pseudogenes. Absolute numbers are presented, as the 1062 

copy numbers grow, the cell color move from light blue to dark red. 1063 

Additional file 11. Supplementary Figure 11.  Overview of the core genomes of P. 1064 

gingivalis strains ATCC 33277, TDC60, and W83. a. Pie chart of genes present in all three 1065 

strains grouped by categories: constant (more than 97% nucleotide identity, none has 1066 

paralogs); variable (less than 97% nucleotide identity, none have paralogs); with paralogs (at 1067 

least one strain has paralogs); and with pseudogenisation (at least one strain has a 1068 

pseudogene, another a functional CDS, and none have paralogs). b. Constant core genes 1069 

classified into five categories. c. Genes in variable core genome. The 47 genes are presented 1070 

grouped by function. d. Core genes with paralogs. Gene names and products are listed, and 1071 

the number of paralogs detailed by strain. To facilitate reading, cells were shaded when at 1072 

least two paralogs exist. *, pseudogenes;  , a hypothetical gene clustered with genes from the 1073 

BF0131 conjugative transposon. 1074 

Additional file 12. Table S1. Complete genomes not included in this study. When 1075 

available, the species, strain, sequencing technology, assembler, coverage, Pubmed ID, 1076 

release date, exclusion reason, and FTP link are presented for each genome. When no 1077 

publication was found, genomes were marked as Òunpublished,Ó and the sequencing organism 1078 

was identified. Key: BCoM, Baylor College of Medicine; BU, Bielefeld University; DOE-1079 

JGI, United States Department of Energy-Joint Genome Institute; FI, The Forsyth Institute; 1080 

HMP, Human Microbiome Project; JCVI, J. Craig Venter Institute; LIAEPB, Leibniz Institute 1081 
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for Agricultural Engineering Potsdam-Bornim; SI, Sanger Institute; and UoB, University of 1082 

Bern. 1083 

Additional file 13. Table S2. The 166 draft genomes of the six Bacteroidia species studied 1084 

here. Species, strain, sequencing technology, assembler, number of contigs, Pubmed ID, 1085 

release date, and FTP links are presented. When no publication was found, genomes were 1086 

marked as ÒunpublishedÓ and the sequencing organism was identified. Key: *, no sequencing 1087 

centre could be identified; BCoM, Baylor College of Medicine; BI, Broad Institute; DOE-JGI, 1088 

United States Department of Energy-Joint Genome Institute; FMBA, Federal Medical-1089 

Biological Agency, Russia; HMP, Human Microbiome Project; IGS, Institute for Genome 1090 

Science, University of Maryland; JCVI, J. Craig Venter Institute; TUD, Technical University 1091 

of Denmark; UoS, University of Sheffield; and WU, Washington University. 1092 

Additional file 14. Table S3.  CDS/pseudogene differences by strain. Comparison of the 1093 

publically available annotations accessed via NCBI versus this studyÕs annotation showed that 1094 

coding sequences changed to pseudogenes, pseudogenes changed to CDS, features fused, 1095 

single features split into two, and coding strands changed. See the Results for information on 1096 

shared CDS and pseudogenes, eliminated CDS/genes, and all other features (tRNA, rRNA, 1097 

ncRNA, tmRNA, riboswitches, mobile elements, signal peptides, and repeat regions). 1098 

Additional file 15. Table S4. Classification of additional CDS/pseudogenes. After a 1099 

manual biocurated annotation, the changes were separated into five functional categories. The 1100 

absolute counts of the new CDS/pseudogenes, CDS changed to pseudogenes or vice versa, 1101 

feature fusions or splitting of single features into two, and coding strand changes are 1102 

presented here, strain by strain. The results are emphasised via a heatmap that goes from lilac 1103 

to burgundy. For re-annotation of the CDS/pseudogenes that are shared between the two 1104 

versions, see Results and Fig. 4. 1105 



 

 109 

 

Additional file 16. Table S5. Core genes with pseudogenisation. Gene names and products 1106 

are listed for all 36 genes that are present in this subset of core genes. An asterisk indicates 1107 

the strains in which they are pseudogenised, and genes with pseudogenes in more than one 1108 

strain are bold. 1109 
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Figure 1. Relatedness of complete Bacteroidia genomes for species having at least two 

different strains.  
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Figure 2. Genomic distribution of repeats (at least 3 copies) in each genome studied.  
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Figure 3. Genomic repeats in Porphyromonas gingivalis (P.g.) strains. 
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Figure 4. A de novo genome assembly of Porphyromonas gingivalis artificial reads. 

a b

c

Geneious

SPAdes

A5miseq

d

IS or MITE

rrn operons

genomic islands

CDS with repeated domainsrepeated intergenic 
sequencesA5-MiSeq 

R2 = 0.85 
p = 0.002

SPAdes  
R2 = 0.84 
p = 0.002

N
um

be
r 

of
 c

on
tig

s

40

60

80

Number of repeats (>3copies)
40 60 80

Contig index

C
um

ul
at

iv
e 

le
ng

th
 (

M
bp

)

0.35

0.70

1.05

1.40

1.75

2.10

2.45

0

Geneious SPAdes A5miseq SOAPdenovo

CLC-GW CCA Minia Fermi

MIRA Velvet PERGA

0 40 80 120 160 200

Contig index (all)

0.35
0.70
1.05
1.40
1.75
2.10
2.45

0C
um

ul
at

iv
e 

le
ng

th
 (

M
bp

)

25 50 75

0.35
0.70
1.05
1.40
1.75
2.10
2.45

0

Contig index (mapped)

C
um

ul
at

iv
e 

le
ng

th
 (

M
bp

)

25 50 75



 

 126 

Figure 5. Functional comparison of the common coding sequences in two 

Porphyromonas gingivalis annotations. 
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Figure 6. Pangenome overview of ATCC 33277, TDC60, and W83 strains, focusing on 

accessory and unique genomes. 
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Addit ional file 1. Supplementary Figure 1. NCBI genome database distribution of the 

main bacterial phyla associated with humans. 
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Additional file 2. Supplementary Figure 2. Bacteroidetes genomes by class. 
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Additional file 3. Supplementary Figure 3. Bacteroidia draft genomes binned by genus 

and by species. 
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Additional file 4. Supplementary Figure 4. Genomic repeats by species. 
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