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RZsumZ

Les bactZries du phylum Bacteroidetes, classe Bacteroidia, sont parnpluke
importantes dans microbiotes gastrointestinaux des humains et d'autresifresmrha
bouche, entrZe du tube digestif, est un environnement avec des sites anateanigises
auxquels s'associent des microbiotes de composition diffZrente. L'uniomeieclae et des
dents, le sillon gingivo-dentaire ou sulcus, est un site de dZp™t d'un loafirexe appelZ
plaque dentaire. Une bactZrie de ce phyl@uarphyromonas gingivalisest capable de
perturber le systeme immunitaire humain et de produire un dZsZquilibre du baoélm
Zgalement nommZe dysbiose. Ceci dZclenche la formation de la poche parodontale
creusement pathologique du sulcus, et I'apparition de la parodontite. DOauttes dape
genrePorphyromonasont Zgalement associZes " la parodontite notamment chez les canidZs.

Les populations d@®. gingivalis sont panmictiques et la plasticitZ de leurs gZnomes
importante. La bioinformatique peut aider " identifier les causes o®éaecitZ des gZnomes
de cette bactZrie, ~ Ztudier les facteurs de virulence au niveau du tgenreien pour
expliquer I'existence d'especes pathogenes et d'autres commensaldZaire la dysbiose
liZe " la parodontite.

La gZnomique comparative e gingivalisa dZmontrZ une corrZlation entre le nombre
de contigs dans les gZnomes draft de cette espsce et les rZpg#ionsiques, notamment
des sZquences d'insertion. Nous avons re-sZquencZ, re-assemblZ et re-arsmizhesisle
rZfZrence de cette bactZrie qui avaient des gZnomes completssant utili sZqueneage en
long-read Nous avons mis en Zvidence des erreurs d'assemblage sur les trois gZnomes
publiZs, que nous avons corrigZ. Une Ztude du pangZnome de ces trois souches montre un
gZnomecore important. La plasticitZ de I'espece serait donc plus dans l'organisdt
gZnome que dans les diffZrentes capacitZs de codage.

Une sous partie du gZnoneore, dont les genes ont un pourcentage d'identitZ
nuclZotidique plus faible que la plupagZfome core variapest intZressante pour expliquer
les diffZrences phZnotypiques de ces bactZries. Nous avons ZtudiZ EorZgami facteur
de virulence, les fimbriae, structures d'adhZsion, au sein da Berphyromonast liZ les
loci ~ la phylogZnie et au caractere pathogene des especes.

Finalement, une description de la dysbiose qui a lieu lors d'une parodantitieesar
une analyse du microbiote de patients atteints de parodontite et d'indmidsisLes genres
prZpondZrants lors des deux Ztats sont mis en Zvidence.

Au cours de ces travaux, nous montrons l'importance de la biocuration etwsa vale
ajoutZe dans les travaux de gZnomique et bioinformatique en gZnZral. Seetefaisant ce
travail lent et lourd de biocuration, les rZponses apportZes aux questions biolegiguées
pertinentes.



Abstract

Bacteria of Bacteroidetes phylum, Bacteroidia class, are amongst th@mpor&nt in
gastrointestimal microbiota, either human or from other mammals. The moutstj\digebe
entry, is an environment with varied anatomic sites, each having a panicatabiota with
different composition. The union between gingiva and teeth, the gingival suleusijtésfor
biofilm (dental plague) formation and accumulati®erphyromonas gingivaljisa bacterium
from this phylum, can modulate the inmune system and produce an oral biofilm
desequilibrium called dysbiosis. This triggers the formation of a periodontal tpacke
pathological deepening of the gingival sulcus, and the emergence of period@ities.
Porphyromonaspecies 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 mobgaitd study
Porphyromonasvirulence 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 sequenceseemeed,
reassembled and reannotated three reference strains of this bacteriuairaady had
complete published genomes, using long-read sequencing. We showed that rbiggssem
were present in the three published genomes, and we corrected them. A pandedgrot s
the three strains showed that the core genome is preponderant. The spsiogy piéght be
related more to the genome organization than to different coding capacities.

A subpart of th core genome, with genes having a nucleotidic identity percéovege
than the majority (ariable core genon)e is interesting for explaining the phenotypic
differences of bacteria. We analysed the repertoire of a virulentss,fimbriae, adhesion
structures, in th€orphyromonagyenus 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 ijebetia
states are highlighted.

With this work, we demonstrate the importance of biocuration and its adde=l feal
genomic and bioinformatic studies in general. Only with this slow and arduotks the
answers to biological questions will be relevant.

Vi



Resumen

Las bacterias dglhylumBacteroidetes, clase Bacteroidia, son de las mis importantes en
los microbiotas gastrointestinales humanos y de otros mam’feros. La boadaeaidl tubo
digestivo, posee sitios anat—micos diferentes a los cuales se asomaiotas de variable
composici—n. La uni—n de la enc’a con los dientes, el surco gingival desdgposito de un
biofilm complejo llamado placa dental. Una bacteria de estgum Porphyromonas
gingivalis, es capaz de perturbar el sistema inmune y de producir un desequilitinofittel
oral denominado disbiosis. Esto desencadena la formaci—n de una bolsa periadontal, |
profundizaci—n patol—gica del surco gingival, y la aparici—n de la periodoasitesgecies
del gZneroPorphyromonashan sido asociadas a la periodontitis de otros mam’feros, en
particular de los ctnidos.

Las poblaciones dB. gingivalisson panm’'cticas y la plasticidad de sus genomas es
importante. La bioinformttica puede ayudar a identificar las causasndeskicidad de los
genomas de esta bacteria, a estudiar sus factores de virulencia @ehiy&hero bacteriano
para explicar la existencia de especies pat—genas y de otras cemgnasatiescribir la
disbiosis relacionada con la periodontitis.

Mediante nuestros trabajos de gen—mica compar&agawivalis demostramos una
correlaci—n entre el noemeroatgigsen los genomadraft de esta especie y sus repeticiones
gen—micas, principalmente, secuencias de inserci—n. Secuenciamos, esgabttamos
de nuevo tres genomas de cepas de referencia de esta bacteria, usandoolotgatele
secuenciaci—n ting-read Estas cepas ya pose’an genomas completos. Mostramos que los
tres genomas previamente publicados conten’an errores de reconstrucci—n, que c&regimos.
estudio delpangenomade estas tres cepas muestra un porcentaje importante de genes en
comeen, un genomeore La plasticidad de la especie estar’a relacionada con la
organizaci—n de su genoma que con el contenido de genes.

Una parte del genontre, cuyos genes poseen un porcentaje de identidad nucleot’dica
mis baja que la mayor'gghoma core varianjees interesante para explicar las diferencias
fenot’picas de estas bacterias. Estudiamos la repartici—n de undé&ctoulencia, las
fimbrias, estructuras de adhesi—n, en el gBwephyromonas/ relacionamos susci a la
filogenia y a las caracter’sticas de patogenicidad de las especies de dicho gZnero.

Finalmente, hicimos una descripci—n de la disbiosis que se llao alwante el
desarrollo de una periodontitis, analizando los microbiotas gingivales de pscoame
periodontitis y de individuos sanos. Los gZneros bacterianos preponderantes, en ambos
estados, fueron descritos.

Mediante estos trabajos, mostramos la importancia de la biocuraci—rvajorsu
agregado en los tabajos de gen—mica y de bioinformftica en general. Soleaizatelo
este trabajo lento y arduo, las respuestas dadas a las preguntas biol—gicas sertn pertinentes.

vii
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Souche R +

Souche Souche Souche S tuZe par 5
" i I Souche S tuZe par
rugeuse" R lisse" S la chaleur la chaleur
Survie Mort Survie Mort

Figure 1. ExpZrience de Griffith.LOinoculation des souris avec des bactZries S virulentes tue lesauwdigsjue les bactZries R
avirulentes ne les tuent pas. Les bactZries S tuZes par la chalent pas |Ztales, mais ces memes bactZries S tuZes palelar c
inoculZes avec des bactZries R vivantes, sont |Ztales pour la sourigddh ttansformant” dans les bactZries S tuZes par la

chaleur est capable de transformer les bactZries R en S.

AdaptZ de http://istudy.pk/bacterial-transformation/ et https://commons.wikiroegligiki/File:Griffith_experiment.svg
TZlZchargZes le 22 octobre 2017



1. De IODADNaux annotations gZnomiques

1.1. DZcouverte de 'ADN commsupport de IQinformation gZnZtique

La premisre Ztude concernant la molZcule dOADN est gZnZraleméniZattau
chercheur suisse F. Miescher qui a rZussi " isoler, en 1869, dans le noyaliules, cne
substance quOil nomme nuclZine, du faitieus noyau (Wallis 1999)En 1889, son Zleve,

R. Altmann isole les deux composants de la nuclZine : des protZinessetbstaence acide
quOil dZsignacide nuclZiquedont les quatre bases azotZes (adZnine, cytosine, thymine et
guanine) seront dZcrites en 1896 par A. Kossel. Le dZsoxyribose, associde ri@aZique

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

En 1928, le mZdecin britannique F. Griffith dZcrit deux types de pneumocogiss isol
de biopsies de poumon et dOexpectorations de pres de 300 cas de pneumoniel@28jfith
Les deux types sont appelZs S psurooth(lisse) et R pourough (rugueux), pour l'aspect
des colonies en culture pure. Le type S est virulent et tue les soutidZE®en quelques
jours, tandis quées pneumocogques de type R sont avirulents. L'inoculation de souris avec le
type R vivant et le type S tuZ par la chaleur entra’ne la mort des efolarisZcupZration de
colonies de type SFigure 1). Par cette expZrience, Griffith montre quOil survient une
transformation des bactZries de type R en type S et que ce changemstablestet
irrZversible. Il existerait donc un "agent transformant" provenant des cethde®s et
confZrant des propriZtZs hZrZditaires.

Plus d'une dZcennie apres ces observations, O. Avery et collaborateurgrisamaict
cet agent (Avery et al. 1944). Avec les mZthodes de I'Zpoque, ils dZmontrénfrqaton
active, responsable de cette transformation, ne contient ni protZinespidas,li ni

An

polysaccharides et correspond exclusivement ~ "une forme visqueuse et polgniZisde

dZsoxyribonuclZique".

MalgrZ ces preuves, la communautZ scientifique de I'’Zpoque est disisfaplicitZ
de l'acide dZsoxyribonuclZique (ADN) ne pourrait pas vZhiculer une information complexe
comme I'hZrZditZ et les protZines, bien plus diverses et complexéterammt de bien
meilleures candidates. Peu ~ peu, plusieurs travaux s'accumulent pour dZouostt&DN
est bien le porteur de l'information gZnZtique. En 1950, un chimiste autrichi@haigaff,
prouve que cette molZcule est constituZe de quantitZs variables déasedrazotZes : deux



Infection dE. coli

Lavage pour
Zliminer les phage: Phages dont I'ADN est
non adhZrants pui marquZ ad2P
centrigugation

ADN marquZ ad2P

ProtZines de capside

marquZes a#S Phages non marquZ

Figure 2. ExpZrience de Hershey & Chasd'ADN du phage T2 est marquZ au phosphore 32, une autre culture de phages est
marquZe au souffre 35 qui s'incorpore aux protZines de capside. Ces deux types deophatiesn contact avec une culture
dEscherichia coli Apres l'infection, les cellules sont lavZes pour Zliminer les phageaditfrZs aux bactZries, puis les cultures
sont centrifugZes. Les bactZries infectZes par les phages marge&sawproduisent pas des phages marquZs, tandis que les
cellules infectZes par les phages marqu2&aproduisent des phages marquZ¥Ru

AdaptZ de https://commons.wikimedia.org/wiki/File:0SC_Microbio_10_01_HersheyChase.jpg
TZ|ZchargZe le 22 octobre 2017

Cytosine

Guanine

AdZnine

Thymine

Bases azotZes de
I'ADN

Figure 3. Structure de 'ADN. Photographie de la cristallographie aux rayon X de I'ADN, modsle schZméetdueDN prZsentZ
par Watson et Crick dans leur publication de 1953 dans Nature, reprZsentatiooniss ddans une double hZlice d'ADN et
schZma en couleur de I'ADN, avec les diffZrentes bases azotZes reprZsentZes " droite.

AdaptZs de https://knowledgeclass.blogspot.fr/2015/05/chemical-composition-of-dna.htnary 8vet<Crick 1953a ;

http://www.enzymlogic.com (pris de flickr.com) et https://commons.wikimedia.orgliié&iDifference DNA_RNA-EN.svg
TZlZchargZes le 22 octobre 2017




purines (adZnine A et guanine G) et deux pyrimidines (cytosine C et thymineqlié sa
composition est caractZristique de chaque espece. Il propose deux regles onti gmrtaom
(les regles de Chargaff) qui stipulent que dans IOADN, la somme des pgaletazomme
des pyrimidines et que les ratios entre les bases A-T ou C-G sordrteratt Zgaux ~ un, et
ceci dans toutes les especes ZtudiZes (Chargaff 1950).

Une des preuves les plus remarquable viendra des travaux dOA. Hershey et M. Chase
en 1952(Figure 2). En marquant diffZrentiellement IDADN et les protZines du phage T2 puis
en infectant une souche sensibl&sierichia coli ils dZmontrerent que seul IDADN est
capable de pZnZtrer la bactZrie, les protZines de capside restantfade de la bactZrie.

Cette internalisation de IOADN seul suffit ~ produire de nouvelles pegiphlgiques, ce qui
prouve que chez les virus, cOest bien la molZcule dOADN qui constittiérild higrZditaire
(Hershey and Chase 1952).

En 1953, sur la base des observations rZalisZes par R. Franklin et M. \&fikins
diffraction aux rayons X, J. Watson et F. Crick publient le fameux mod-l®NG&A double
hZlice (Figure 3), constituZ de deux brins antiparallsles de groupements phosphate et
dZsoxyribose, appariZs par des liaisons hydrogene &rgrpyrimidines d'un brinet les
purines de l'autre : A avec T et C avec G (Watson and Crick 1953a). Ceteappdri
correspond parfaitement aux regles de Chargaff et suggere le mZcanisme de tépratiuc
matZriel gZnZtique par dissociation des deux brins, chacun servant de mateiggouvelk
double hZlice (Watson and Crick 1953b). En 1958, M. Meselson et F. Stahl confirmént que
rZplication de IOADN esersi-conservative (Meselson and Stahl 1958) et la meme annZe,
I'’Zquipe de A. Kornberg isole et caractZrise IDADN polymZrase, enzymeakespdaette
rZplicationsemiconservative (Lehman et al. 1958).

En 1955, les expZriences de H. Fraenkel-Conrat et R. Williams sur difiZZentiges
du virus ARN de la mosasque du tabac montrent que l'infection de la plateia virus
hybride reconstituZ ~ partir de protZines de TNAb&cco mosaic virusommun) et I'ARN du
HR (Holmes ribgrassaussi connu commdibgrass strain of TMV/rZsulte en IZsions
caractZristiques de HR. Les particules virales produiteplanta sont identiques en
composition d'acides aminZs et sZrologiquement au virus HR qui a fourni LARRN est
donc le dZterminant gZnZtique (Fraenkel-Conrat and Williams 198&)nZe suivante, les
travaux de P. Zamecnik et collaborateurs dZcrivent que la synthese des pratiéedans
des "particules microsomales constituZes de nuclZoprotZines", les ebd@amecnik et al.



MZthionine Glycine Valine Acide
aminZ
ARNt

Anticodon

ARNmM

Codon

Figure 4. Le code gZnZtique.a lecture de 'ARNm se fait par des triplets non-chevauchants appeldssc E chaque codon,
correspond un anticodon sur les ARNt qui transportent un seul acide aminZ. E droitepiisentation circulaire du code
gZnZtique avec toutes les correspondances pour les 64 codons possibles. Laeldeitirge I'intZrieur vers l'extZrieur et la

correspondance en acide aminZs peut stre lue en rouge (code de trois lettres pour chaque acide aminZ).

AdaptZs de http://hyperphysics.phy-astr.gsu.edu/Nave-html/Faithpathh/codelifes tttps://www.flickr.com/photos/aleiex/

1208438950/
TZlZchargZes le 22 octobre 2017




1956). Avec peu d'informations supplZmentaires, F. Crick Zmet deux principes géiitne
pas prouver, I'hypothese de la sZgueifThe Sequence Hypothasit le dogme centrallhe
Central Dogmj. L'hypothese de la sZquence est que la spZcificitZ d'un acide nuaZique
portZe seulement par la sZquence de ses bases et que cette ggtuarmmle simple pour la
sZquence d'acides aminZs d'une protZine donnZe. Le dogme central esansmiksion de
linformation pour la dZtermination de la sZquence est unidirectionnelleseviement deux
possibilitZs : d'un acide nuclZique vers un autre acide nuclZique ou d'unwatitigue vers
une protZine (Crick 1958).

La dZcennie suivante plusieurs travaux visent ~ dZcrypter le code des acide
nuclZiques pour prZdire la sZquence des acides aminZs. En 1957, I'hypothese du code
gZnZtique par triplets non-chevauchants est Zmise (Crick et al. 1958yethksein vitro
dOun polypeptide de phZnylalanine ~ partir dOun ARNp@Watthaei et al. 1962) ont servi
"~ dZcoder le premier codon UUU qui code donc pour la phZnylalanine. L'Zlucidagitendii
code gZnZtique par lecture non chevauchante et dZgZnZrZe de triplet$FiguA®N) fut le
travail de plusieurs chercheurs (Khorana et al. 1966; Matthaei et al. 1968bétgeand
Leder 1964; Nirenberg et al. 1966; Ochoa 1964). Depuis, certaines de ces dZconvé&t#és
nuancZes avec les phZnomenes dOARN non codant, dOZpissage alternatif ou b encore
modifications ZpigZnZtiques. Cependant, encore aujourdOhui, presque 60 ans apres ces
dZcouvertes, I'ADN reste une molZcule centrale de la recherche en biologie.

SimultanZment ~ ces dZcouvertes sur la molZcule dOADN et suZdesisme
associZs, IOinformatique Zmerge, avec |Oapparition des premierswalquisteles premiers
ordinateurs ; la biologie et IOinformatique, deux sciences que, combinZesitr@erme
IGZmergence dOune nouvelle discipline : la bio-informatique.

1.2. Emergence de la (bieinformatique

D'apres le dictionnaire Larousse, le termérmatiquevient des mots information et
automatique, c'est la "science du traitement automatique etomelalti de l'information
considZrZe comme le support des connaissances et des communicatiors3rr&eond

A

Zgalement ~ "l'ensemble des applications de cette sciencgnimett fuvre des matZriels
(ordinateurs) et des logiciels". En anglais, linformatique est appel#guter science

accentuant le lien de cette sciencecalss compuers calculateurs qui sont ™ l'origine des
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Figure 5. Horloge calculante de Schickard et la PascalinBeux des premisres machines ~ calculer de I'histoire, ~ gauche quépli

du "Rechenuhr" de l'astronome allemand Schickard ; ~ droite, Pascaline exposZe au Mus&etids\KZtiers ~ Paris.

Extraits de_https://commons.wikimedia.org/wiki/Category:Schickard%?27s_calculatiobinme#/media/File:Schickardmaschine.jpg

ethttps://commons.wikimedia.org/wiki/Pascaline#/media/File:Arts_et_évietPascaline_dsc03869.jpg
TZlZchargZes le 22 octobre 2017

Figure 6. La machine analytigue de BabbagdJne des premisres machines analytiques construites ~ partir des ndBablage.

Actuellement exposZe au Science Museum " Londres. E droite, les cartes perforZes ptilisprogrammer la machine.

Extraits de_https://blog.sciencemuseum.org.uk/the-pride-and-passion-of-mr-babbage/ et fotty:énisputer.com/Babbage/

AnalyticalEngine.html
TZlZchargZes le 22 octobre 2017



machines ~ calculer, puis des appareils Zlectroniques capables dexd&sitepZrations
arithmZtiques et logiques appelZes ordinateurs (Collen 1994).

1.2.1. Les premiers calculateurs et machines " calculer

LOinformatique puisse ses fondements loin dans IOhistoire. Ainsijcldatears
modernes dZrivent dOun principe ZlaborZ en Abyssinie et en MZsopotamie vers 2000 avant
C. " I1Oaide de pierres disposZs sur le sol. De cette pratique dZrive ieodeme de calcul
(calculussignifiant caillou en latin). DiffZrentes appareils pour aider ~ catcapparaissent,
tables de calcul, abaques ou bouliers, simultanZment chez plusieurs H¢tpisgues,
Grecs, fgyptiens, Indiens, ChinoisE), puis la premisre regle ~ calculer, invenpze
IOZcossais J. Napier entre 1617 et 1620 et connue sous le nom de C B%otoR (@vigpar
2001).

Les premieres machines " calculer mZcaniq(féigure 5) dateraient de 1623 avec
IOhorloge calculantde I'astronome allemarW. Schickard et de 1642 pour Rascaling
inventZe par le philosophe et mathZmaticien franeais B. Pascal (¥M&024; Overton
2001). Les premiers automatismes permettant dOexZcuter des sZquences dOopZratior
prZenregistrZes Ztaient sans rapport avec le calcul et concernaient é©albolabes puis les
automates, tres en vogue au XV siecle. Au cours de ce siecle, apparaissent les cartes
perforZes, utilisZes sur les mZtiers ~ tisser pour contr™ler les mosveerdiguilles,
systeme mis au point par B. Bouchon en 1725, puis amZliorZ par J-M. Jacquard en 1800.

En 1833, le mathZmaticien britannique C. Babbage est le premier ~ Zngmiecifze
d'un ordinateur. Constatant que les tables de calculs comportaient beaucoup d@derreurs
essaie de concevoir une machine qui exZcuterait le travail sans fautiiise ces cartes
perforZes pour stocker des informations et fournir des instructionsnashine analytique
(Figure 6). Cet appareil, qu'il ne pourra pas terminer, est IOancstre mZcanique deswslinat
Il a une unitZ d'entrZe qui re«oit les cartes perforZes, une unitZelmerati qui prZfigurait les
processeurs actuels, une unitZ de commande qui supervise les opZratiorsgetsimgtore
o+ Ztaient rangZes les donnZes et les rZsultats intermZdiainesie{€ollen and Kulikowski
2015; Mainzer 2004).



Figure 7. RZpliqgue de BombeRZplique complete de la machine Zlectro-mZcanique utilisZe partisidures pour dZcrypter les

messages codZes des Nazies pendant la Seconde Guerre Mondiale, cofkare Pating ~ Bletchley Park. E gauche, vue de la

machine fermZe et ~ droite, ouverte.

Extraits de_https://commons.wikimedia.org/wiki/Category:Bletchley Park_Bombe#/iFiéli&a/ Turing_Bombe,_Bletchley Park -

geograph.org.uk_- 1590986.jpg et ~590997.jpg
TZlZchargZes le 22 octobre 2017

Figure 8. L'ENIAC et I''BM 650. Premier ordinateur de I'histoire, 'ENIAC fut utilisZ pour le calcul dedtaires des missiles par

l'armZe des ftats-Unis. L'IBM 650 peut stre considZrZ comme le premieaiegi commercial et plusieurs universitZs se sont ZquipZe

de cet ordinateur.

Extraits de_https://commons.wikimedia.org/wiki/ENIAC#/media/File:Clagdiot_of_the ENIAC.jpg et https://commons.wikimedia.org/

wiki/Category:IBM_650#/media/File:IBM_650_at_Texas_A%26M.jpg
TZlZchargZes le 22 octobre 2017




En 1842, A. Lovelace, collaboratrice de C. Babbage, dZfinit le principe démitZra
successives dans I'exZcution d'une opZration. Elle crZe ainsi le pafgoighme destinZ
otre exZcutZ par une machine, et devient la premregrammatrice(Sammet 1969).

En 1896, H. Hollerith crZe la sociZfFabulation Machine Corporationqui
deviendrdnternational Business Machines CorporatiiBM) en 1924. En 1937, G. Stibitz,
ingZnieur de Bell Labs, met au point le premier calculateur binaireahigttanique ~ partir
de relais tZIZphoniques et faisant appel " la logique boolZennemmi$zce par G. Boole en
1854 (Collen and Kulikowski 2015). En 1937, A. Turing publia les principes des machines
appelZe actuellementachines de Turingcapables de suivre de maniere autonome les ordres
codZs par un algorithme (Turing 1937). Pendant la Seconde Guerre Mondiale, Tuesig et s
collaborateurs ont utilisZ le premier calculateur ZletiZaaique, BombgFigure 7), pour
dZcoder le code Enigma des Nazis, prouvant que les calculateurs pouveietitis?s pour
bien plus que traiter des chiffres (Collen and Kulikowski 2015).

1.2.2. Premiers ordinateurs et Zmergence conjointe de la bioinformatique

En 1943, P. Eckert et J. Mauchly, aux ftats-Unis, proposent la construction du premier
vZritable ordinateur de IOhistoire, connu sous le ndBled&ronic Numerical Integrator and
Computer (ENIAC) pour aider I'armZe ~ calculer les trajectoires des nouvellessaemne
munitions produites pour la Seconde Guerre MondFilgure 8). Sa construction se termina
en fZvrier 1946, six mois aprss la fin de la guerre (Polachek 1997).

Afin de communiquer avec la machine, les premiers langages de programrdas
d'assemblage, sont utilisZs pour reprZsenter, avec des mots lisibleaupain, des
instructions en langage machine (binaire). En 1955, la compagnie IBM, introduit I''BM 650,
le premier ordinateucommercial(Figure 8) et offre des "bourses d'Ztudegdycational
grant§ aux universitZs pour qu'elles s'en Zquipent. Plusieurs universitZs ontZ install
l'ordinateur, principalement pour rZaliser des calculs statistiques. Pau degestructures
d'informatique ont ZtZ cr&Z¢Galler 1986). Entre 1954-1957, le langage FORTRAN
(FORmula TRANSslator), un des premiers langages procZduraux de haut niveau est dZveloppZ
par J. Backus et collaborateurs (Backus and Heising 1964).

Dans les annZes 1960, alors que le code gZnZtique est dZchiffrZ evlgued,).F.
Jacob et A. Lwoff dZcrivent les mZcanismes de la rZgulation gZniZtitp@ymous 1965),
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Nucleotides in
Year assembled/annotat¢
sequences

September 201 450 481 663 91
September 201 670 004 320 37
September 201 997 958 152 85
September 201 1 401 669 271 50

50 sZquences de protZines Collection de 8 livres

Figure 9. Les bases de donnZes de 1965 " nos joutsa croissance des bases de donnZes est vertigineuse. Des [Oouvrageiiea
1965 " la fin des annZes 1980, les donnZes Ztaient publiZes en livresnn GIsROM au dZbut des annZes 1990. Actuellement, la
quantitZ de donnZes double pres de tous les 18 mois.

AdaptZ de http://blog.openhelix.eu/?p=1078 : https://commons.wikimedia.org/wiki/FiledddeSequences_86_87.jpeg et Cochrane et

al. (2016) OThe International Nucleotide Sequence Database Collabbhatieit)Acids Resl4 (Database issue), D48-D50.
TZ|ZchargZes le 22 octobre 2017




les ordinateurs se dotent dOZcran, de clavier, de mZmoire virtuelle euit® inirimZs
(puces) leur permettant de rZaliser des millions dOopZrations par secofaisariesplus
facilement utilisables. Plusieurs utilisateurs, des chercheurs deedif§ domaines pour la
plupart, rZalisent l'intZrst des ordinateurs dans les sciences de la vie.

En 1964, M. Dayhoff utilise des logiciels Zcrits en Fortran pour aider froift |a
sZquence d'acides aminZs d'une protZine en utilisant l'information ddsespepsultant de
son hydrolyse. Elle fut une des premisres scientifiques ~ dZmontrer concnit¢oi#itZ des
ordinateurs en biologie et ~ rendre son code publique (Dayhoff 1965b). Cette meme annZe,
elle publie le premier recueil, sous forme de livre, de 50 prot{Figsre 9) : Atlas of
Protein Sequence and Structprancetre de nos banques de donnZes modernes (Dayhoff
1965a). En 1967, W. Fitch et E. Margoliash Ztablissent les premiers arbres pHidog&nZ
en comparant, par ordinateur, les sZquences des protZines du cytochome C de nombreuses
especes animales (Fitch and Margoliash 1967).

En 1969, le systeme opZratiNiplexed Information and Computing ServaeUnics
qui deviendra UNIX etlQ\dvanced Research Projects Agensgtwork (ARPANET),
IOancetre de notre internet actuel, font leur apparition. E 1Qorigine, ARPAXEStaét de
relier quatre universitZs amZricaines (Glowniak 1998). Pendant les dix anivaeses se
dZveloppe I0email, I'Ethernet, I'Internet et les ordinateurs persdPersisnal Computeou
PC par des entreprises comme IBM et Apple) alors que la biologie progresse versiame
molZculaire du vivant avec le dZveloppement du gZnie gZnZtique kit hielogie

molZculaire.

Cette nouvelle approche de I0Ztude du vivant va entra’ner une accumulation sans
prZcZdent de donnZes variZes (genes, gZnomes, protZinesk), quOil est nZcetsciar de
dOanalyser. Aux ftats-Unis, Nmtional Library of MedicingNLM) est tres consultZe dans
les annZes 1980 via Internet. La crZation d'une subdivision de la NNdtiémal Center for
Biotechnology InformatiofNCBI) en 1988, regroupe plusieurs outils et bases de donnZes,
par exemple l'outil BLAST d'alignement de sZquences (Altschul et al.,189§)steme de
recherche et d'acces " toutes les donnZes du NCBI via ENTREZ (littiénalentre?, les
banques de donnZes de sZquences nuclZiques GenBank crZe en 1982, entre bien.d'autres (k
A. Smith 2008). Ldnternational Nucleotide Sequence Database CollaboraitisDC) est
une initiative de coopZration des bases de donnZes nuclZotidiques : GenBa@Bldu N
European Nucleotide ArchivigNA) du European Molecular Biology Laboratory-European
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Figure 10. fvolution de l'informatique et apparition de la bioinformatique. Des les annZes 1940 avec l'apparition des premiers
ordinateurs aux annZes 1990, informatique et biologie ont progressZ en parallsle gu'pointilieu des annZes 1960, la distinction

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

biologie sans la biologii silico.
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Bioinformatics Institute(EMBL-EBI) et le DNA Data Bank of JapafDDBJ) duNational
Institute of Genetic§NIG). Les annZes rZcentes, ont connu une explosion de donnZes, des
bases de donnZes, des mZthodes pour les (Fagere 9).

La "bioinformatique” marque IOapparition dOune nouvelle branche de la biologie,
qualifiZe di silico, discipline ~ part entiere qui collecte et d'analyse des donnZes biolggique
complexes, en Zlaborant des outils et des stratZgies adaptZes paitelext tes comprendre
(Figure 10).

1.3. GZnomes et gZnomique

D'apres le dictionnaire Larousse, le terrg&nomecorrespond ~ "IOensemble du
matZriel gZnZtique, cOest-"-dire des molZcules dOADN, dOune cellaterie &rtomeest
attribuZ au botaniste allemand H. Winkler, qui utilisa ce nom pour dZcmseidse des
genes (dZterminants hZrZditaires) prZsents les chromosomes et spZaifiqugié espece.
Chaque organisme, virus, procaryote ou eucaryote, possede un gZnome composZ dOADN, "
I'exception de certains virus ~ ARN. Le gZnome porte IOensemble des iitfosrgZinZtiques
dOun individu et sera intZgralement ou partiellement transmis ~ sa daesee(idsderberg
2001).

LOorganisation des gZnomes des cellules eucaryotes et procaryotes diffriesChe
procaryotes, IOADN est gZnZralement haploede, constituZ dOun chromosomeetunique
circulaire, compactZ en nuclZoede. Certaines ADN circulaires extra-chrorgossmi
nommZes plasmides ou mZga-plasmides sont parfois prZsents. Chez certaismesga
bactZriens, deux chromosomes circulaires distincts peuvent exister et itedramgton des
chromosomes bactZriens (tels que ceuxStieptomycesAgrobacteriumet Borrelia) sont
linZaires et possedent des tZlomeres, toutefois tres diffZrenteseue des chromosomes
eucaryotes (Badrinarayanan et al. 2015). Chez les eucaryotes, le terme gZnome, Zvoque
essentiellement le gZnome nuclZaire diplosde qui comporte un nombre N desthmes qui
varie selon les especes (par exemple N=14 pour le par&taemodium falciparum
responsable du paludisme, N=46 pour IOhumain et N=308 pour le mZrier noir). Au gZnome
nuclZaire, sOajoute un gZnome mitochondrial chez la quasi-totalitZ des esiceiryarn
gZnome chloroplastique chez les plantes et les algues photosynthZtiquese(t4hw2003;

Shi et al. 2017).
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En gZnomique, la taille des gZnomes est mesurZe en nuclZotidesxptineZ en
paires de bases (pb) : kilobase (kb = 1 000 nt) ou mZgabase (Mb = 1 000 000 nt). La
biodiversitZ des tailles gZnomiques est remarquable, allant de patitaegZde milliers de
bases pour les virus ~ des gZnomes gigantesques de 147.3 Gb chez une ekmgedaje
Tmesipteris obliqugHidalgo et al. 2017). Chez les bactZries, le rang est dOenviron 150 kb
chez des bactZrie endosymbiotiques com@asonella ruddii (Riley et al. 2017)et
Hodgkinia cicadicola (McCutcheon et al. 2009) ~ 12-13 Mb pour des bactZries des
environnements complexes comi@erangium cellulosunfHan et al. 2013) oérchangium
gephyra(Sharma and Subramanian 20{Figure 11).

La gZnomiqueest un terme proposZ en 1986 par T. Roderick, dZsignant 10Ztude des
gZnomes. Cette discipline de la bioinformatique, est ~ IQinterface dldgie et de
linformatique et integre les connaissance de biologie cellulaire @¥aulaire avec les
techniques informatiques et mathZmatiques pour permettre une interprZtatgtyuesces
gZnomiques et [OZlaboration de modsles et d'hypotheses fonctionnelles (Caetiréns
1994).

En fait, il serait plus correct de parler de gZnomiques au pluriel ttardiscipline
comporte diffZrents volets, chacun faisant appel ~ des expertiseenlié la gZnomique
structuralequi cherche " cartographier la structure des gZnokegZnomique fonctionnelle

qui explore la fonction des genes et des protZines en intZgrant desidtsities etin vitro

comme la transcriptomique ou la protZomiglse,gZnomique comparativgui confronte

IOorganisation et la rZpartition des genes entre plusieurs organismes pour eestire
hypotheses fonctionnelles ou phylogZnZtiqueslaetgZnomique environnementakvec

notamment 10Ztude des mZtagZnomes et des microbiomes qui rassesEentete des
biodiversitZs gZniques dOenvironnements comme les ocZans, les sols estiles sans

culture ou isolement prZalable des organismes prZsents.

Les domaines d'application de la gZnomique sont vastes mais sacbeche
IOexhaustivitZ, des retombZes en santZ humaine, animale et vZgZtaletpeuitZes, avec
la comprZhension des maladies dOorigine gZnZtique, I0Ztude des interactigmemre
environnement, les constructions et le transfert de genes (thZrapie gZniguedluletion de
molZcules pharmaceutiques. La gZnomique constitue ainsi un p™Ile d'innovati@mtraport

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






1.4. SZqueneage de gZnomes

La base de toutes les branches de la gZnomique est le gZnomegiicesZcessaire
de conna’tre la sZquence des nuclZotides du gZnome pour pouvoir IO0Ztudier. LatidAtermina
de IOordre des nuclZotides dans un gZnome se fait par un processus dit deyeZEjgenea
12).

1.4.1. Lesorigines du sZquensage

Le principal frein ~ I0Ztude de IOADN a ZtZ la difficultZ techhideiesZquencer,
contrairement au sZquensage de protZines. Ce dernier dZbuta des 1951-1955 avedda sZrie
publications visant ~ dZterminer de la sZquence de IQinsuline par F. Sanger é&d Tuppy
1951b, 1951a; Sanger and Thompson 1953b, 1953a; Sanger et al. 1955). Avec la publication
dOune mZthode de sZqueneage protZique par P. Edman et G. Begg (Edman and Beigg 1967)
la commercialisation quasi simultanZe par la sociZtZrBarkdOun appareil automatiquee, |
sZqueneage des protZines sOest rapidement dZmocratisZ.

Le premier probleme de I0Zpoque Ztait le manque de disponibilitZ dOADdmeus
molZculaire, les seules macromolZcules de petite taille dispoiditdes les virus. En se
basant sur la mZthode de dZpurination acide dZcrite par Chargaff en 1952, V. kimgeobti
1972 les premisres sZquences dOoligonuclZotides ~ partir de phages Fd, F1 @inghiX
1972a, 1972b). En 1973, IQutilisatinrvitro de systemes enzymatiques puis du mZcanisme
de rZplication permit la dZtermination de sZquences de fragments des Phigekr4
(Galibert et al. 1974; Ziff et al. 1973) et f1 (Sanger et al. 1973).

Toujours sur le principe de la rZplication, F. Sangdsatis propriZtZs de synthese et
d'hydrolyse du fragment de Klenow issu de I0Ohydrolyse de IOADN polymZEszhedéhia
coli. SOil manque un dZsoxyribonucleotide tri-phosphate (dNTP) dans le milieu, I'enzyme de
Klenow hydrolyse I'ADN en cours de synthese et ce, jusqud” la position du prdbim
disponible. Sur ce principe, F. Sanger dZveloppa IOapproche connue sous lenzthode
Plus-Moins(Plus-Minus methgd(Sanger and Coulson 1975) oe apres une courte synthese en
prZsence des quatre dNTP dont un marquZPawleux polymZrisations supplZmentaires sont
effectuZes : une difgus o, dans quatre tubes, un seul dNTP est ajoutZ (provoquant IQarrst de
toutes les extensions ~ cette base) et une rZactiormdites os trois dNTPs sont utilisZs

(provoquant I0arret des sZquences avant le nuclZotide manquant). Les huit rZadtions s
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dZnaturZes, sZparZes en gel de polyacrylamide et les rZsultats itisradiographies. C'est
avec cette mZthode que la sZquence complste du phage Phi X174 (5 375 dfjtaritinZe
(Sanger et al. 1977b), faisant de ce virus, le premier gZnome ADN complstement dZterminZ.

1.4.2 SZqueneage de @misre gZnZration

F. Sanger amZliora la techniqidus-Moinsen remplasanies dNTPs et |QactivitZ
exonuclZase de la Klenow par desZditynuclZotides (ddNTP), nuclZotides identiques aux
dZrivZs naturels ribonuclZotides ou dZsoxyribonuclZotides mais dZpait@abxyle en
position 3' (en plus du 20 des dNTPs). Ce groupement en 30 est requis pour la liaison
phosphodiester qui relie les sucres et les phosphates du squelette de EbAddNC
IGncorporation dOun ddNTP dans une cha’ne naissante dOADN entra’ne une terminaison
prZmaturZe de la synthese. Les amorces utilisZes pour la synthesd d@id marquZes
radioactivement pour rendre les fragments d'ADN polymZrisZs dZtectablesdelors
I'Zlectrophorese. L'utilisation d'un ddNTP " la fois, gZnere des cha’nésndeeur variable
par incorporation au hasard du ddNTP et permet de reconstituer une sZquence d'environ 250
nt. Cette nouvelle mZthode dites tdeminaison de cha’néSanger et al. 1977a) et connue
sous le nom dsZqueneage Sanger

Quelques mois avant la publication de cette mZthode, une Zquipe araZidaliait
une mZthode alternative oe les syntheses enzymatiques Ztaient reraplpaZedes
dZgradations partielles d'un fragment d’ADN (mariquiditro en position 5' par d&fP) par
des rZactifs chimiques endommageant I'ADN prZfZrentiellement somdes A, G, C ou T.
La mZthode utilise le dimZthyl-sulfate qui coupe les purines (A/G), prdéfement les A
en condition acide, et I'hydrazine et la pipZridine qui rompent les pyrimiding3, (&/
coupure des T Ztant inhibZe par I'addition de NaCl. Secondairement,siessliphosphate-
sucre adjacentes sont cassZes, libZrant les ADN, tous mardéZeab0 et se terminant sur
la base qui prZcede celle endommagZe, identifiZe selon le rZsiatigwe utilisZ. Les
positions des bases peuvent stre lues sur gel de polyacrylamide (Maxamlized ©A77).
Cette mZthode dite dlaxam et Gilberta ZtZ pendant plusieurs annZes la mZthode de
rZfZrence. Elle s'appliquait particulisrement bien ~ I'ADN double brorsabue celle de
Sanger nZcessitait un ADN monobrin sur lequel sOhybridait une amorce. Orptilibesee
quelques phages, la tres grande majoritZ des gZnomes sont double brin.
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Cependant, dOimportantes innovations techniques ont finalement donnZ IQavantage " la
mZthode de Sanger. La premiere provient des travaux de J. Messing " la finrdées 1970,
qui dZveloppa le clonage " partir du phage M13 (Messing et al. 1977), permettioheie
nimporte quel fragment d'’ADN double brin et de le rZcupZrer sous forme monobrin. Le
second grand changement fut le marquage radioactif des ddNTP (et non plusodessh
puis l'utilisation de fluorochromes en remplacement de la radioactivitBegiPet al. 1987).
Ces fluorochromes peuvent stre excitZs par un laser et le signal pelut piae un appareil
optique ce qui permet de passer d'une lecture manuelle sur gel d'Zlectrophdrestement
automatique des rZsultats. Ainsi, en 1986, le premier protocole de sZquen-Bje d'A
partiellement automatisZ est Ztabli (L. M. Smith et al. 1986)otrarercialisation du premier
sZquenceur automatique, I'ABI 370A d'Applied Biosystems, suit en 1987. Un autre progres
apparu en 1990 correspond " lintroduction de I'Zlectrophorese capillaire pour sZparer les
ADN polymZrisZs lors des rZactions de sZqueneage ce qui permet dOauigmedibr
(Luckey et al. 1990). Toutefois, en dZpit de ces innovations, la vitessejuensitje de
IOADN reste encore modeste et les tailles des sZquencemittes|{500-1000 nt). Afin de
pouvoir sZquencer des gZnomes complets de plusieurs millions de base¥/desshaire de
coupler le sZqueneage ~ des Ztapes de biologie molZculaire, qui permegdragmentation
prZalable de I'ADN puis son clonage afin de gZnZrer une banque gZnomique.

Une des premieres stratZgies pour sZquencer un gZnome de taille impoittante
l'utilisation d'un sZqueneage dirdonnZ par ordonnancement hiZrarchiqoe clone-par-
clone(Figure 13), consistant ~ crZer des cartographies physiques des gZnomes (Kohara et al.
1987; H. O. Smith and Birnstiel 1976) permettant de classer des fragmentsqisoonZs
avant de les sZquencer. La fragmentation peut stre rZalisZ soit marzgeses de restriction
(digestion) soit par des ultrasons (sonication). Les grands fragments obtenus (cas20@ kb)
insZrZs dans des vecteurs rZplicatifs de type chromosomes bactAfieietsaiBAC). Une
fois IOordonnancement et le chevauchement de ces BAC rZalisZs, une bantjoerdite
assurant une couverture de 5 ~ 10 fois la longueur totale du gZnome ZtudiléctshsZe.

Les fragments dOADN de chacun des BAC retenus sont extraits puis fragirentZzour

(ca 5Kb) avant clonage dans des plasmides puis sZqueneage (Meyers et alCR@84).
approche prZsente |Oavantage de faciliter |Qassemblage post-sZquensagauxgr¥oce
chevauchements des BAC et offre la possibilitZ de diviser le travaiéZggiensage

chromosome par chromosome, entre plusieurs laboratoires. Toutefois, IOinconvZaient maj
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Figure 14. Pages de couverture des publications du gZnome humdingauche, la premiere publication par le consortitum public dans

Nature le 15 fZvrier 2001 et " droite, la publication du consortium privZ du 16 fZvrier 2001 dans Science.

Extraits de_http://www.nature.com/nature/journal/v409/n6822/index.html et http://scigieoeemag.org/content/291/5507/1304
TZ|ZchargZes le 23 octobre 2017




reste le clonage de certaines sZquences notamment celle contefaibleesomplexitZs ou
des rZpZtitions.

La seconde procZdure, connue sous le nomhadée-genome shotguVGS), nZglige
la phase prZalable dOordonnancement et ne nZcessite pas de cartes (Fgsigues). De
nombreux fragments dOADN, de tailles diffZrentes sont gZnZrZs au hasardgdsouaente
mZcanique (pashearing puis clonZs et sZquencZs et le gZnomeeeshstruit par un
traitement bioinformatique post-sZqueneage dOassemblage. Cette mZtHdodmplditZe en
1995 pour sZquencer le premier gZnome procaryote, celui d'une souche de laboratoire de
Haemophilus influenza@leischmann et al. 1995). Puis celui de la bactZrie avec un des plus
petits gZnomes connudycoplasma genitaliufrcette meme annZe (Fraser et al. 1995). Cette
mZthode est plus rapide et moins coZteuse en temps et en argent qu&dargeZmais elle
prZsente les memdsnites puisque les sZquences rZpZtZes de grande taille, fedoiaerd

les gZnomes des mammiferes et de plantes, ne peuvent stre correctement assemblZs.

Les objectifs de gain de temps et de rZduction du coZt, toujours pluseambitit ZtZ
la force motrice du dZveloppement des techniques de sZqueneage d'ADN.édteppang
Ztant le sZquensage du gZnome humain car le volume dOADN " sZquenide’) @& un
vrai dZfi, nZcessitant des amZliorations expZrimentales et bioirifpresatDeux groupes
concurrents ont relevZ ce dZfi : le consortium international de sZqueneage de gXintain
(International Human Genome Sequencing Consortaum IHGSC), un groupement de
laboratoires publiques coordonnZ " travers le monde, qui a utilisZ |OapprdcheZeet
Craig Venter qui a dirigZ un groupe privZ dont la stratZgie a ZtZ le sZquat@Sget un
protocole s'appuyant sur un puissant logiciel d'assemblage des sZquences.

Le projet public, plus lent, a publiZ plusieurs versions prZliminaires deduaitZ de
parties du gZnome humain. La course se termina par une nZgociation afin delgsiblie
rZsultats des gZnomesafts simultanZment meme si I'Zquipe de C. Venter avait un net
avantage. Le projet public publia dans Nature le 15 fZvrier 2001 (Lander et al. 2001;
McPherson et al. 2001) et le projet privZ dans Science le 16 fZvrier 2001r (dteaite2001)
(Figure 14). Cependant, la sZquence complete, de haute qualitZ ne fut dZlivrZe cpiee oct
2004 (International Human Genome Sequencing Consortium 2004).

La vitesse et le coZt infZrieur de la stratZgieslietgun meme pour un gZnome de
grande taille et de grande complexitZ, ont conduit ~ I'adoption de cettedoliigie pour la
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plupart des projets de sZqueneage ultZrieurs, ce qui marqua le dZbutrdelda 80 ans
d'hZgZmonie de la mZthode Sanger.

1.4.3. SZqueneage de @uxisme gZnZration

A partir de 2005, des amZliorations technologiques ouvrent [Oere du sZqueneage haut
dZbit high-throughput sequencingu HTS) plus couramment appeNGS pour next-
generation sequencingu actuellemenSGS pour second-generation sequencirfgjusieurs
mZthodesSGSont ZtZ dZveloppZes en meme temps, par desZsmiXes concurrentes,
partir de chimies diffZrentes. Toutefois, elles prZsentent en comnilisation de la rZaction
en cha’ne par polymZrase (PCR) pour amplifier 'ADN avant son sZqueneagearflim
IOZtape de clonage, et le haut taux de parallZlisation ~ l'origineurdéalet dZbit. Ce
rendement permet de rZduire considZrablement le coZt de sZqueneage au di#trisntzille
des sZquences lues, feads(Dark 2013; Mardis 2008; Myllykangas et al. 2012).

Introduite en 2005, la premisre de ces mZthoetsle pyrosZqueneagelit 454 de
Roche (Margulies et al. 2005) qui adapte les travau®.dgyren (Nyren 1987) et de M.
Ronaghi et collaborateurs (Ronaghi et al. 1996) sur IOutilisation des enzymesfaifasel
et lucifZrase pour sZquencer IOADN. Cette biochimie agpet&Zquensagest la base du
sZqueneage 454. Dans cette technique, IDADN gZnomique est fragmentZ nmiZeahijopre
nZbulisation, dZnaturZ (monocatZnaire) et deux adaptateurs diffZrents sdnthiidsie
extrZmitZ. L'un de ces adaptateurs est ensuite liZ ~ une bils&quence est amplifiZe par un
processus appelZ PCR en Zmulsion (emPCR), dans un mZlange d'eau et dOhuilet permett
dOindividualiser chaque bille comme autant de micro-rZacteurs oe plusieussdmpaDN
fixZ sont produites. Les billes sont ensuite sZparZes sur une plaque caeg3Z600 puits
de diametre 30 pm ne pouvant accueillir quOune bille chacun. COest au batudale ces
puits que va se rZaliser la rZaction de pyrosZqueneage, avec une amorcenentapt au
second adaptateur. Contrairement au sZqueneage Sanger, les nuclZotides sentajoutZ
manisre sZquentielle ('un apres IQautre) et cyclique. Si le nuclZjutid# aorrespond ~ celui
attendu, il sOincorpore en libZrant un pyrophosphate, transformZ par IOATP-sulfurylase en
ATP etutilisZ ensuite par la lucifZrase pour Zmettre un signal lumineux. témteait par une
apyrase permet dOZliminer le surplus, puis le nuclZotide suivant est indoapwsiZde suite.
Le signal est enregistrZ par une camZra gZnZrant un pic dont la haufenctest de

lintensitZ du signal lumineuxgllememe proportionnelle au nombre de nuclZotides
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incorporZs en meme temps. La sZquence peut alors stre dZduite die ldetsipics obtenus.

Avec cette technologie, le dZbit est considZrable avec une capguiedaiee 1 Gb soit 1 000

fois plus quOen sZqueneage Sanger. Cependant, le taux dOerreur reste ZlevZ aotamment
niveau des homopolymeres (rZpZtitions d'un nuclZotide), car l'intensitZ du sghéih@aire

que pour huit nuclZotides consZcutifs (Margulies et al. 2005). Ainsi, en 2013, Roche annonce
sa dZcision d'arrster completement le dZveloppement et le support desnists utilisant

cette technologie.

La deuxisme mZthode commercialisZe est celle de Solexa, qungZcleasuite son
nom en lllumina. Dans cette mZthodologie, une banque dOADN double brin est gZnZrZ pa
fractionnement alZatoire dOenviron 200 pb puis des adaptateurs spZcifiquesitsntax
extrZmitZs. Les fragments sont dZnaturZs et les ADN monocatZnaimebilisZs "~ des
endroits spZcifiques de la cellule gr¥oce ~ un des deux adaptateuPCRIea pontbridge
amplification) est utilisZe pour gZnZrer des groupessterd de molZcules identiques
monocatZnaires aux endroits spZcifiques de la cellule. Le sZqueneaifesegtiencing-by-
synthesispuisquOil est fait au meme temps que I'ADN polymZrase incorpore dé® dNT
modifiZs sur leur groupement hydroxyle en 30 et couplZs chimiquement ~ un fluorophore
diffZrent pour chaque base. Une fois qu'un nuclZotide est intZgrZ, son hydroxyle modifiZ
blogue 10ajout dOun autre nuclZotide. Ensuite le milieu rZactionnel estpoettaypprimer
les nuclZotides non-incorporZs et les fluorochromes des derniers nuclZotiges istht
excitZs par un laser. Les Zmissions lumineuses rZsultantes sotfed/friis traduites en
sZquences. E la fin de chacun des cycles, une fois la mesure optigouZaff le
fluorochrome est clivZ et un hydroxyle normal est restaurZ en 30, permettsbN" I
polymZrase d'intZgrer le nuclZotide suivant (Ju et al. 2006). Avec cette egohnidiumina
peut produire jusqu®” 600 Gb en 10 jours, soit un dZbit 50X supZrieur au 454 de Roche, lui
permettant de devenir le leader du marchZ (Heather and Chain 2016; van Dijk et al. 2014).

La troisieme mZthode a ZtZ Bequencing of Oligonucleotids by Ligation and
Detection(SOLID) d'Applied Biosystems. La technologie repose sur une emPCR sur billes
puis un sZqueneage, non pas par synthese ou polymZrisation comme prZcZdemms\@at, mai
ligation dOune sonde (un octamere) marquZe par un fluorophore en 5' dOune amorce de
sZqueneage universelle. Cette sonde est coneue pour s'hybrider spZcifiquethBiN Sur
ses deux premieres positions et de maniere non-spZcifique pour le restéoit/hgbridZe
dans la position correcte, elle dig&e "~ 'amorce complZmentaire " l'adaptateur. Une fois la
dZtection optique effectuZe, les trois derniers nuclZotides de la sondgistmtavec le
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fluorophore, en laissant une extrZmitZ 5' disponible pour la ligature de la soratdes Le
sZqueneage se dZroule en sondant deux bases et en sautant trois jusqiti fila§ment. Le
cycle est rZinitialisZ cing fois en utilisant des amorces liestaiffZrentes de telle sorte qu®”
la fin, chaque base a ZtZ interrogZe deux fois (Valouev et al. 2008). Le eanhdencette
technologie est de 3 Gb par run, mais le traitement informatique notartengygteme de

codage couleur rend IOanalyse relativement complexe.

Finalement, la technologie lonTorrent de ThermoFisher utilise ZgalemeRG8e
pour gZnZrer les banques dOADN matrice et les dNTP sont Zgalement inderpuaisre
sZquentielle. Cependant la mZthode de dZtection differe : lorsqu'un dNTRc@gtorZ,
I'ADN polymZrase libere un proton (ion H+) provoquant un changement de pH qui esZdZtect
par une puce semi-conductrice (Rothberg et al. 2011). Ce fut la premiere technique qui
n'utilisa plus l'optique pour lire la sZquence dOADN. Avec ce systeti#hiteest de jusquO” 1
Gb en moins de 2 heures.

Une des amZliorations de ces SGS est le sZqueneage paipetZendqui consiste ~
sZquencer les deux extrZmitZs d'un meme fragment d'’ADN matrice. Uesedals sont
indZpendants, mais ils proviennent de la meme molZcule (ils sont appridsjaille du
fragment qui les sZpare, l'insert, peut stre estimZe (Risca and Greenleaf 2015).

Comme indiquZ antZrieurement, une des caractZristiques majeure decesutes
technologies est l'amplification par PCR de I'ADN matrice prZalablesZqueneage.
Cependant, des biais ou des erreurs peuvent etre introduits lors de cettecanapli{Kircher
and Kelso 2010). DOoe une troisi*me gZnZration des techniques de sZquensagerauigtente
remZdier ~ ce probleme.

1.4.4. SZqueneage derbisieme gZnZration

La grande rZvolution des mZthodes de troisisme gZnZration de sZqudiGsyest
la fin de Il'utilisation de la PCR pour amplifier 'ADN matrice [teitjues appelZesingle-
molecul@ et le sZqueneage de fragments de grande longlesgr-(ead.

La premisre mZthode est I'HeliScope de Helicos. L'ADN est feamzn(100 ~ 200 nt)
et un adaptateur poly-A marquZ avec un fluorochrome est liZ ~ la matiwecatZnaire. Les
fragments sont immobilisZs par un oligomere de poly-T sur un support solide.ddrexaite
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les fragments et une camZra dZtecte leur position. L'ajout sZqdesti@NTP marquZs est
dZtectZ par la camZra, puis le fluorochome est clivZ et le propessitZrer jusqu’ la fin du
fragment (Harris et al. 2008). Cet appareil nOest plus disponible " la vetetices sOest
converti en sociZtZ de service de sZqueneage.

La technologieSingle-Molecule Realime (SMRT) de Pacific Biosciences ou PacBio
estle premier appareil capable de sZquencer une molZcule unique en tenipatiis une
structure composZ de cellules SMRT possZdant chacune 75 000 nanostructife<Zappel
Mode Waveguide (ZMW) et possZdant chacune une ADN polymZrase immoailisded
qui incorpore des dNTP couplZs ~ un fluorophore et dont I'excitation laser ens@ine
clivage, permettant un dZtection en permanenceteemps rZel(Eid et al. 2009). Cette
technologie permet d'obtenir desadsappelZsong-readsde 5 ~ 20 Kb, ce qui est un progres
considZrable par rapport aux techniques prZcZdemment citZes. Toutefois, un eeegrobl
majeurs de cette technologie est I0Znorme taux d'erreur qui est proche degelf&o, e
alZatoires qui peuvent stre corrigZes ensuite algorithmiquement (Rhoads and Au 2015).

La dernisre technologie en date est celle d'Oxford Nanopore. La rZvolutiogttde ¢
technologie est qu'elle n'utilise pas d'’ADN polymZrase et ne syethgdis de brin
complZmentaire. La technique repose sur des pores protZiques (les nanoporesjiansZrZ
une bicouche lipidique qui autorise le passage unidirectionnel d'un ADN sbripleCe
passage produit un changement de courant Zlectrique ou un potentiel qui diéfrarsipore
est obstruZ par un A, un T, un G ou un C (Haque et al. 2013). ComparZe aux techniques
enzymatiques prZcZdentes (polymZrisation, ligation), le sZqueneage par nanopaite nZces
moins de manipulations et un volume d'Zchantillon tres faible. La techeisfjudonc peu
cozteuse mais a encore un fort taux dOimprZcision. COest toutefois une teemodpiike

Zvolution avec des amZliorations constantes.

D'autres mZthodologies comme la lecture directe des bases gutfeEroscopie
Zlectronique (Bell et al. 2012) ont ZtZ proposZes. Ces mZthodes directessgqueteage
sont parfois appelZes de quatrisme gZnZration (Feng et al. 2015). Cependant tioiroguc
nouvelles mZthodes commesiagle-cell sequencin@Gawad et al. 2016) qui pour le moment
continue ~ dZpendre d'une amplificatioilfole-Genome Amplificatioou WGA) et, surtout,
le in situ sequencingdNawy 2014) sont en train de changer, encore une fois, le paysage du
sZqueneage. Meme si pour le moment, ces mZthodologies sont encore en dZvelbppeme
que quelque temps sera nZcessaire pour leur mise en place etoutilsairante, les
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@ m 160720 < Entete ou identifiant
CTTGGACATTGCGGAAGCAG — szavence

QualitZs associZes

+
$iHf-,%/-&-.,,'#,./]

Base T avec un score de qualitZ codZ par un "+" (caractere n¥443 de I'ASCII) donc correspond
une qualitZ de 10, c'est-"-dire une possibilitZ de 1/10 d'stre incorrect.

Figure 15. Format FastQ.DZbut d'un fichier au format fastq. L'information de chaque read est codZe erliguesiga premisre est un

identifiant, la deuxieme est la sZquence des bases, la troisismmence toujours par un "+" et peut rZpZter ou non lidentifiant et I;

derniere ligne correspond aux qualitZs liZes " chaque base, codZes en Phred-33.



bZnZfices pourraient stre importants pour mieux dZcrire la diversitZ gZnomiquengans
population de cellules (Gawad et al. 2016) et meme le coupler ~ ledidattan spatiale dans
un tissu ou biofilm (Ke et al. 2016; Nawy 2014).

15. Assemblage des reads de sZqueneage

L'assemblage est le processus de reconstruction du gZnome qui a Zht#gmpur
stre sZquencZ et qui doit etre reconstituZ pour permettre 10Ztude de tsgesétude son
contenu. Pour bien comprendre cette Ztape, il faut connaitre les caiqug&rides reads et le
concept dOalignement de sZquences biologiques.

15.1 Reads de sZqueneage

Quele que soit la technologie de sZqueneage utilisZe, le signal dZtectstreoit
interprZtZ et converén une des quatre bases des nuclZotides de I'ADN. Ce procZdZ de
conversion est appel&se-calling(Ewing et al. 1998). Ces donnZes sont stockZes dans un
fichier de texte et chaque base est associZe gualitZ, c'est-"-dire un nombre qui quantifie
la confiance de l'exactitude daase-calling Un base-callingayant une probabilitZ d'stre
incorrect de 1/100 obtient par exemple une qualitZ de 20, notZ Q20 (1/1000 une q@4litZ de
notZ Q30, etc) (Ewing and Green 1998). Pour simplifier IQassociation entre clsageesaa
qualitZ, cette dernisre est encodZe en un seul caractere. GZnZrallemease-callingest
rZalisZ par le sZquenceur lui-meme et produit des fichiers de sortie ai fastQ(Figure
15) combinant sZquence et score (Cock et al. 2010). Le premier programme ut#isant
systeme dOassignation de scores ~ chaque base fut le programme Phrede{ENing98;
Ewing and Green 1998}t IOencodage de qualitZ le plus utilisZ actuellement est le3Bhred

A

qui assigne " chaque valeur numZrique un caractere ASCIl commeneant par le 33 (qui

correspond au symbole !).

Avant de procZder " l'assemblage, la qualitZ des reads est Z\auAieiner ou de
corriger les erreurs. La distribution des scores de qualitZ le long du reaidlesattsa
frZquence en oligonuclZotides (k-mer) sont souvent utilisZes ainsi que& letaouverture,
cOest ~ dire le nombre moyen de fois quOun base a ZtZ lue (Yang et alaP@k®mple,
pour les SGS, notamment la technologie lllumina, la qualitZ des reads digrextrZmitZs
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et les corrections vont donc essentiellement concerner une stratZgae ditming qui
consiste ~ amputer ces extrZmitZs afin dDamZliorer la qualiZgdesces (Del Fabbro et al.
2013). La deuxi*me stratZgie consiste ~ corriger les erreurs des reads. Poeadieslits
courts Ehort-reads <1 kb), deux stratZgies sont utilisZes : la mZthode des k-mers et
l'alignement multiple. Dans la premisre approche, les reads sont subdivisZmers (sous-
sZquence osubstringde taille k) chevauchants et la distribution des k-mers est visalisZ
Les kmers rares sont identifiZs et corrigZs en faisant le plus petit noufaitions
(changement de bases) afin qu'il devienne un k-mer frZquent (Yang et al. 201&)ohaes
approche de correction de short-reads correspond ~ l'utilisation d'alignementdesudis
reads, qui sont alors corrigZs (avec le plus petit nombre dOZditions) aficodéoseer au

consensus de l'alignement.

Pour les reads dits longs (long-reads, >1 kb), il existe Zgalement deux esratiégi
correction ditehybride par des short-reads et I'auto-correction par alignement multiple. Le
taux d'erreur des short-reads produit par9&sS Ztant largement moindre " celui des long-
reads, ils peuvent servir pour corriger les long-reads. La correction consigja€er ahort-
reads sur long reads, lesapper Cet alignementngapping permet de corriger lasismatch
(substitutions) et lemdels(insertions et/ou dZIZtions) (Au et al. 2012). La deuxisme mZthode
n'utilise pas de rZfZrences externes mais corrige les long-reads enparealignement
multiple et production de consensus (Salmela et al. 2017).

15.2 Alignement de sZquences

LOalignement de sZquences est capital dans I0assemblage des gZnomesitque
pour corriger les reads ou pour reconstruite le gZnome complet. Encore une foiteil exi

plusieurs approches dOalignement, portZs par diffZrents algorithmes et programmes.

L'alignement de deux sZquencesifwise alignmentest un processus consistant
ajuster les bases (ou les acides aminZs) de deux sZquences biologiqdegteihdre le
maximum d'identitZ entre elles. Cet ajustement integre des basetiqids, des bases
diffZrentes appelZsismatchet des trous ogapscorrespondant soit ~ une insertion dans une
des deux sZquences, soit ~ une dZIZtion dans |Oaded. (Oalignement est exprimZ en
distance, qui peut stre calculZ ~ I0aide de deux mZtriques. Pour des sY@igencene

longueur, la distance de Hamming, qui correspond au nombre de substitutions minimum
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ATATAATTCATAC ATATAATTCATAC
NIl - nw//
ATCTATTCAGTAC ATCTATTCAGTAC

Figure 16. Comparaison des distances de Hamming et de Levenshtaia.msme exemple est utilisZ dans les deux cas, les traits foigne
des lettres identiques. E gauche avec la distance de Hamming, qui re¢ geendles substitutions, nous observons 5 substitutions. E droit

avec la distance de Levenshtein qui permet des indels, nous observons 1 substitution, 1 dZIZtiotiogt. 1 inse

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

--T--CC-C-AGT--TATGT-CAGGGGACACG--A-GCATGCAGA-GAC

L UL (e L
AATTGCCGCC-GTCGT-T-TTCAG----CA-GTTATG--T-CAGAT--C

TCC CAGTTATGTCAEGGACACGAGCATGCAGAGAC

I
AATTGCCGCCGTCGTTTTORGTTATGTCAE C

Figure 17. Comparaison entre un alignement global et un locales deux memes sZquences sont alignZes dans les deux cas, les tt
joignent des lettres identiques. En haut, un alignement global "force" un atigheomplet sur toute la sZquence. En bas, un aligment loci

permet d'aligner uniquement des sous-parties de la sZquence tres similaires.

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



nZcessaire pour transformer une sZquence en IQautre, est utilisZe (Ristov 201d}, Toute
comme il est assez rare que deux sZquences biologiques soient de ameuneud, une
seconde mZtrique nommZe distance de Levenshtein est utilisZe (Yidji&o 2007). Cette
dernisre mZtrique permet Zgalement de calculer le nombre minimum d'opZnit@ssaires
pour transformer une cha’ne de caracteres en une autre, les opZrations auftsisZes
l'insertion, la suppression, la substitution d'un simple caractere ou lpdsaten de deux
caracteres adjacen{&igure 16). E chacune de ces opZrations unitaires est associZ un cozt
prZdZfini dans une matrice (pour les substitutions) ou par IQalgorithme (pdfalitdsrture

de gap, de fermeture de gap, dOinsertionE). LOensemble est sommZ et domediteisde
|Oalignement.

Trois types d'alignement sont possibles : global, local et un type inli@ireZsemi-
global ou glocal (global-local). L'alignement global est adaptZ pour aligner dguensgs de
taille similaire alors que |Oapproche locale permet dOidentifiernuéides rZgionales,
courtes et Zventuellement sZparZes de (fagsre 17). Ces deux techniques ont leur
algorithme optimal respectif : Needleman et Wunsch pour l'alignementl gidbadleman
and Wunsch 1970) et Smith et Waterman pour l'alignement local (T. F. &milittWaterman
1981). Ces algorithmes sont tres performants, mais |lelsgr vitesse Ztant inversement
proportionnelle " la longueur des sZquences. Afin de pouvoir aligner des sZquencesdbngues
de les comparer aux sZquences prZsentes dans les bases de donnZes biolagiques, de
approches heuristiques ont ZtZ adoptZes pour l'alignement local : FASTRligaement de
protZines (Lipman and Pearson 1985), FASTA pour l'alignement d'acides nuc{Pieparssn
and Lipman 1988kt letres cZlsbre BLAST (Altschul et al. 1990). Ces algorithmes peuvent
otre considZrZs comme les premiers outils de mapping, les prendppeuryTrapnell and
Salzberg 2009). L'alignement hybride semi-global, qui ne pZnalise pas les gifisiaet/ou
la fin d'une ou des deux sZquences est particulierement adaptZ pour diecter
chevauchements et donc privilZgiZ pour I'assemblage des reads de sZqueneage (Daily 2016).

15.3 Types et algorithmes dOassemblage de reads

L'hypothese faite par tous les assembleurs est que deux sZquencemiteises
proviennent de la meme position sur le gZnome (Nagarajan and Pop 2013). DeuxestratZgi
d'assemblage existent pour reconstruire un gZnome : l'assemblage guidZreacer&y
l'assemblagée novo
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La premisre stratZgie consiste " utiliser un gZnome de rZfZrence améonient de la
meme espece ou tres proche du gZnome que l'on veut assembler. Ce typmllagseest
simple et consiste ~ mapper les reads sur la rZfZrence puisifecaloe sZquence consensus
entre les reads mappZs (Schneeberger et al. 2011). Cette stratZgies @pptigable que si
un gZnome de rZfZrence existe et sugbces gZnomes proches sont faiblement rZarrangZs,
connaissance indisponibéepriori. Un autre probleme est que certains gZnomes contiennent
des erreurs dOassemblage et que leur utilisation comme rZfZrence fatéaiment leur
propagation ~ dOautres gZnomes (Salzberg and Yorke 2005).

La seconde stratZgie d'assembldgaovonOutilise pas, comme son nom IOindique, de
connaissances priori (et notamment pas de gZnomes de rZfZrence), mais exploite la
similitude entre reads pour trouver des chevauchemewtsléps et les joindre, formant des
sZquences contigu‘s ooontigs Plus un chevauchement est long, plus la confiance de
l'association est importante. Pour augmenter la possibilitZ d'avoir déspsyéa redondance
de la lecture du gZnome, exprimZ en taux de couverture, est utilisZe. Tl ajgarithmes
sont utilisZes pour joindre les readareedy Overlap-Layout-Consens®LC) et graphes de
de Bruijn (Miller et al. 2010§Figure 18).

LOapprochésreedy correspond ~ la mZthode intuitive des premiassembleurs
dZveloppZs eadopte une procZdure itZrative dOunion de reads. Plus un chevauchement est
long, plus la confiance de IOassociation des reads est forte, donc desavea le
chevauchement le plus long sont associZs. Puis itZrativement des cluggsisicpour
identifier le read qui Ztend le miels contig rZsultant de IOZtape prZcZdente est associZ, et
ceci jusqu” ce qu'il soit impossible d'associer plus de reads (PoPadaioerg 2008). Parmi
les assembleurs utilisant cette mZthode, SSAKE (Warren et al. 2REAssembler
(Ariyaratne and Sung 2011) ou encore GAPFiller (Nadalin et al. 2012), peuventtsise ci
comme exemples. Si la dZmarcBeeedy est simple et permet dOobtenir rapidement des
rZsultats satisfaisants, son efficacitZ nZcessite une couvéetute, Zarement atteinte, ce qui
conduit ~ la production de plus dOerreurs dOassemblage que celles observZes avec |
approche®©LC ou de Bruijn (W. Zhang et al. 2011).

LOapproche IOOLC comprémis Ztapes, la premisre esOM@rlap qui aligne deux
deux tous les reads, un graphe de chevauchereshtbtenu ~ la fin de cette Ztape. La
seconde Ztape nomrhdyout(schZmjpanalyse et simplifie ce graphe pour trouver le chemin
qui parcourt chaque read une seule fois. Ce chemin est nommZ circuit Hamjltoni
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Hamiltonian path La derniere Ztape d€onsensususionne les reads alignZs en utilisant la
profondeur du sZqueneage pour corriger les erreurs. Parmi les algorithmes dOassemblage
utilisant la mZthode OLC, Minimus (Sommer et al. 2007), Edena (Hernande2@®8) ou

encore SGA (Simpson and Durbin 2012) peuvent stre citZs. Les assembleurZ &is€nt

des assemblages de tres bonne qualitZ mais nZcessitent des seaderas (Pop 2009) ou

une grande profondeur de couverture (Salzberg et al. 2012). Meme si une variante appelZe
String graphplus performante et plus rapide (Myers 2005) a ZtZ dZveloppZe, I'approche OLC
a ZtZ progressivement abandonnZe en raison de son incompatibilitZ aweguesrs plut™t
courtes des reads SGS. Toutefois, avec le dZveloppement desefié StatZgie revient sur

le devant de la scene.

Le troisi*me type d'algorithme utilise le principe des graphes de denBrDgtte
technique est la plus utilisZe pour assembler des reads SGS. Lar@rétape consiste ~
diviser les reads en k-mers chevauchants puis ~ construire un graphe de k-mees @i
finalement dOutiliser le chemin de ce graphe pour extraire I'assemi¥agatdge de cette
approche, outre quOelle correspond bien " des reads courts, est quOaucun alignement deux
deux nOest nZcessaire ce qui augmente la rapiditZ de rZsolution (Zalli2ei2).
LOinconvZnient majeur est quOen prZsence de rZpZtitions et dOerreurs dangsles donnZ
IOapproche est peu efficace. Une amZlioration de la mZtEtdg@posZ en 2001 (Pevzner
et al. 2001) notamment en corrigeant les reads avant de construire le graphe mZsout
pas le probleme des rZpZtitions. Un nombre important dOassembleurs sonurbasite s
mZthode comme Velvet (Zerbino and Birney 2008), ALLPATHS (Butler et al. 2608)
SOAPdenovo (R. Li et al. 2010). Certsiimtegrent un traitement parallZlisZ pour accro’tre
leur performance comme ABySS (Jackman et al. 2017) ou diffZrentes valeursaterie
IDBA (Peng et al. 2010).

15.4. QualitZ de IOassemblage

Puisque diffZrentes mZthodes existent pour reconstinirsilico un gZnome
fragmentZ, il est important de pouvoir les comparer en Zvaluant la qualdiffztents
assemblages proposZes. Le produit de IOassemblage est, en gZnZral, plgsEnsess
contigu‘s appelZesontigset [OZvaluation des assembleurs consiste gZnZralement ~ comparer
ces contigs (Magoc et al. 2013; Salzberg et al. 2012). Les stratZgiesual{drisason
diffZrentes selon quQil existe ou non un gZnome de rZfZrence pour IOespece s%qunencZ
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300 + 100 + 45 + 45 + 30 = 520 kb ; donc le N50 est 30 kb.

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

gZnome est reprZsentZ.

AdaptZ de http://nekrut.github.io/BMMB554/post/topic13/
VisitZ le 23 octobre 2017




connaissanca priori (sans rZfZrence), IOassemblage sera ZvaluZe sur un hombre minimum de
contigs, de prZfZrence de grande taille et comportant un minimum dQincéititpdésence

dOun gZnome de rZfZrence fiable, on Zvaluera plut™t le taux de couverture desleantigs
agencementsgaffolding (S. Bao et al. 2011).

Une mZthode frZquemment ZvoquZe dans les Ztudes pour Zvaluer la gsalitZ d
assemblagede novoest le N50. Cette mesure est dZfinie comme la taille pour ladaell
longueur combinZe de tous les contigs plus grands que cette valeur reprZsemites &0 ¥b
de la somme des tailles de tous les contigs (Narzisi and Mishra 20ih%), B0 % de
l'assemblage est composZ de contigs d'une londudlB0 (Figure 19). Plus un N50 est
grand, meilleur serait IOassemblage. Cependant, cette mZtrique esttévgaarklle dZpend
uniqguement de la taille des contigs sans Zvaluer leur exactitude. ukinsintig long mais
erronZ provoquera une inflation du N50.

Certains groupes ont essayZ d'introduire la notion de NG50 qui permet de confronter
diffZrents assemblages du meme gZnome en ayant recours "~ uneteitRiatdu gZnome au
lieu de la taille totale de IOassemblage (Earl et al. 2011). Teutedoame le N50, cette
mZtrique nOZvalue pas les erreurs dOassemmigsgmbly, DOautres mZthodes proposent
de favoriser les assemblages avec le moins de contigs ou ceux aweitidare couverture
mais finalement, aucune de ces approches nQest satisfaisante. En, paatjqaktZ et la
difficultZ dOassemblage dOun gZnome dZpendent moins de la stratZgie queplbyZes
caractZristiques intrinseques, notamment le nombre de sZquences rZp4tZesfeude,
leurs tailles, leurs organisations et leurs localisations. Dans ®usdede figure, la qualitZ
d'un assemblage dZpendra toujours directement de la qualitZ et de la longueads il
sera extrrmement difficile voire impossible d'obtenir un assemblage ditZqusa le
sZqueneage contient un taux d'erreurs ZlevZ ou trop de reads de petites tailles.

15.5. Niveau de finition ou complZtude des gZnomes

Pour presque tous les projets de sZqueneage de type SGS (mais Zgale®)eta TG
sortie des assembleurs est une liste de contigs qui constitue ublagsepartiel appeldraft
(brouillon), gZnZralement produit en quelques heures. Du fait de la fragmentationeadatoi
gZnome sZquencZ, l'ordre et l'orientation des contigs ne sont pas aoprios. Ces
assemblages draft sont de qualitZ inconnue et peuvent contenir des errsensbitae, des
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sZquences contaminantes comme des adaptateurs de sZqueneage et desssZADRN
d'autres organismes (L. Mallet et al. 2017; Mavromatis et al. 2012; Utturkar et al. 2017).

L'incapacitZ quasiment systZmatique dOobtenir un ensemble contigu unique
reconstruisant le gZnome complet dOorigine peut avoir plusieurs explications eoenme
couverture incomplete ou inZgale de certaines rZgions du gZnome comme léenZpés
homopolymeres ou certaines zones riches en GC qui produisent des problemes comelinatoi
(M. Kamada et al. 2014; Treangen and Salzberg 2011; Williams et al. 2013). $Degoutent
diffZrentes erreurs possiblement introduites lors de la prZparation deselbgarn PCR
(Kircher and Kelso 2010) et des erreursh@ese-calling principalement ~ la fin des reads
pouvant produire des chemins sans issue dans les graphes de de Brtijps)(des

Pour complZter IOassemblage draft, une Ztape dite de fifitisinr(g) est nZcessaire
et consiste " (essayer de) ordonner les contigs et ~ combler les gaps qui les sZparent.
Cette Ztape longue et coZteuse nZcessite souvent des connassarmegNagarajan et al.
2010). Souvent nZgligZe, cette Ztape est cruciale pour obtenir un gZnome caregenee
qualitZ. Trois stratZgies de finishing peuvent stre suivies en utilisanoti des gZnome(s) de
rZfZrence(s) (E. Bao et al. 2014; Kolmogorov et al. 2014), des cartes gZnomiqu@si @4la
al. 2016; Mariano et al. 2016) ou des long-reads (English et al. 2012; Madoui et al. 2015).

La premiere stratZgie est tres similaire " I'assemblage gpadZZfZrence mais ce sont
les contigs qui sont mappZs pour stre ordonnZs et orientZs. Le rZsultat sesiffald
(Zchafaudagedes contigs avec souvent dessembly gapseprZsentZs par des sZquences de
N (E. Bao et al. 2014). Encore une fois, le probleme se pose quand aucun gZnome de
rZfZrence nQest disponible ou en prZsence de gZnomes fortement mosasqueseansla
soit le scaffolding ne sera pas possible, soit il pauttiee faux (Kolmogorov et al. 2014). De
plus, meme si le scaffolding est possible, il est prZfZrable ggrléier par des expZriences
complZmentaires dermeturedes gapsgap closing qui utilisent soit leprimer-walking(D.
C. Richter et al. 2007), soit l'information des repdsed-endou mate-pair(Dayarian et al.
2010). Le primer-walking consiste ~ concevoir des amorces aux extrZmitZertigs et ~
amplifier puis sZquencer les gaps itZrativement jusquO” leur fermetureoiGaaciAzhikina
2005). La deuxisme stratZgie correspond aux cartes physiques. LorsquOelles sont assez
prZcises, elles peuvent permettre de dZtecter les Zventuels errearstliage (Mariano et al.

2016). Finalememnla derniere stratZgie, les long-reads ou l'information de reads appariZs avec
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Figure 20. Statistiques des gZnomes draft et complets de Genomes OnlDagabase (GOLD).Histogramme du nombre de gZnomes en

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

AdaptZ de https://gold.jgi.doe.gov/statistics
TZ|ZchargZ le 23 octobre 2017




de longueurs d'inserts suffisantes peuvent stre utilisZs pour orienter et ordasnoentigs et
fermer les gaps (Dayarian et al. 2010; English et al. 2012; Madoui et al. 2015).

Toutes ces Ztapes de finition impliquent un investissement Zconomique
supplZmentaire, coZteux en temps et en ressources humaines. Certains stiteens le
cozt du finishing ~ pres de 95% du coZt total du projet de sZqueneage et Znidttgpothese
que de plus en plus de chercheurs considerent que cette Ztape n'est pés eeptaferent
arreter leurs efforts au stade de draft (Land et al. 2(Higure 20).

1.6. Annotation du gZnome

L'annotation d'un gZnome correspond " lidentification des rZgions fonctionnelles
biologiquement : les sZquences codant des protAlweing DNA Sequenasu CDS) et les
sZquences transcrites mais non traduites comme les ARN ribosomiques (&&Nr)
constituent les ribosomes (avec des protZines ribosomiques), les ARN de (ARé) qui
sont des intermZdiaires de la traduction qui permettent la lecture dyZpdéque et les
petits ARN non-codants rZgulateurs (ARNnNc, les riboswitdh) Afin de comprendre
l'annotation d'un gZnome bactZrien, quelques notions de l'organisation des genes psocaryot

sont nZcessaires.

1.6.1 Genes procaryotes

La transmission de l'information gZnZtique se fait par l'intermZdi®ADN dont le
brin matrice sert de modsle pour crZer soit un ARN directement fonctionnelr(A%RNt et
ARNNC), soit un ARN dit messager (ARNm). Cet ARNm permettra la synthesequetidrs
du mZcanisme dit de traduction par les ribosomes, o+ chaque triplet de miesZappelZ
codon), sera traduit en acide aminZ. La protZine ou la cha’ne polypeptidigsyngeftisZe

jusqu'au signal de terminaison de traduction.

Lesgenes codant des protZines (@ues codanfspossedent des rZgions promotrices
situZes avant le codon d'initiatiostgrt codon, gZnZralement AUG (codant une mZthionine)
mais des start alternatifs existent, e.g. GUG (valine) et UUGirfleud_es promoteurs sont
responsables de linitiation et de la rZgulation de la transcriptionsdgsroes qui se termine
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Figure 21. Structure des genes codants des protZines chez lexctiries. Sur 'ADN, le rectangle mauve correspond aux rZgions
rZgulatrices en amont du gene. Le gene est composZ du bleu clair (le 5'@T#gul (IORF ou CDS) et du rose (3'UTR). En gZnZral,
I'annotation des genes codants se limite ~ dZfinir les CDS.

Extrait de_http://sam.bioinfo.free.fr/animations_science/sejourdecouverte/tp/web.html
TZIZchargZ le 23 octobre 2017




sur un codon de terminaisosi@gp codon UAA, UAG et UGA). Entre deux codons stop, un
cadre ouvert de lectur®pen Reading Frameu ORF) est dZfini. Le segment compris entre
un codon start et un codon stop est appelZ CDS et son identificatiomZttdion de genes,
Zgalement ditgene callingou gene finding Shmatkov et al. 1999Figure 21),

La dZtection de genes chez les procaryotes est relativement phis sjue chez les
eucaryotes. Les gZnomes procaryotes sont plus denses (ca 85% de la sZocetaeteset
la structure des genes est plus simple puisque ils ne possedent pas d@int@msocedent
pas ~ 10Zpissage (Touchon and Rocha 2016). Certains genes procaryotes, codZs en opZrons
peuvent stre exprimZs sous forme polycistronique, chacun avec ses codon$ stap, e
permettant leur traduction individiel En gZnZral, chaque opZron est prZcZdZ d'un opZrateur
composZe d'un promoteur et d'un site de fixation du ribos®i@some Binding Siteu
RBS) Zgalement appelZe sZquence de Shine-Dalgarno (Shine and Dalgarno 1974).

Une fois les rZgions codantes positionnZes (annotation syntaxique), leusesst le
donr? enassignant des r™les biologiques (annotation fonctionnelle). Dans leseits,
processus sont souvent simultanZs. Une troisieme Ztape d'annotation rdlatjgeuteensuite
venir complZter le tableau. Les dZfinitions, caractZristiques ettritZgies de ces types
d'annotation sont dZtaillZeisapres.

1.6.2 Annotation syntaxique ou structurale

L'objectif de l'annotation syntaxique est de dZfinir les bornes des geneS ¢ED
diffZrents ARN), mais Zgalement des pseudogenes (genes inactifs ou nowioetgi du
gZnome) et sZquences rZpZtZes et rZgulatrices (Tripp et al. 2015). Afiifietides rZgions
d'intZret, deux mZthodes sont employZes : les prZdictibrisitio Zgalement appelZe
novo (ou intrinseques) et les mZthodes par comparaison de sZquences ou deppelifesa
extrinseques. Ces mZthodes sont complZmentaires et souvent utilisZestemejol
(Besemer and Borodovsky 2005). Dans les deux cas, les prZdictions se font daxs les si
cadres de lecture de 'ADMe@ding framesqui correspondent ~ la division des sZquences de
nuclZotides par triplets (consZcutifs et non-chevauchants, sur les deux brins).

Les prZdictionsab initio sOappliquent essentiellement aux CDS qui possedent des
caractZristiques prZcises : un codon start au dZbut et un codon stop Ldapiiemisre Ztape

consiste ~ dZtecter des ORF dans les six cadres de lecture. P@ORFe de petite taille,
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gZnZralement de moins de 250 bp, et considZrZs comme des faux positiisisais EHyatt

et al. 2010). Pour les bactZries, la taille moyenne des protZines mestod'é300 acides
aminZs (Brocchieri and Karlin 2005) ce qui correspond globalement ~ des CEx51dib.

Les prZdictions peuvent ensuite stre affinZes en considZrant le'bidge des codons propre

" chaque espece (Grantham et al. 1980). Un meme acide aminZ peubeZepar plusieurs
codons synonymes (le code gZnZtique est dZgZnZrZ), cependant, statistiquement, les
frZquences d'usage des codons synonymes au sein d'une espece ne sont pas h@eegenes.
prZfZrences de certains codons par rapport aux autres introduit un biais qui pEutAtre”
l'abondance relative des ARNt (Bulmer 1987). Des modeles mathZmatiques petvenf eis

pour distinguer, gr%.ce ~ ce biais d'usage des codons, les rZgions codantes aitentem-c
(Besemer and Borodovsky 2005) et, encore une fois, Zliminer des faux positifs.

Concernant les ARN directement fonctionnels sans traduction, leur strucgirpase
dZfinie aussi bien que pour les CDS et donc les mZthodes d'identifioepiosent sur
lidentification de motifs conservZs (une sZquence de nuclZotides prdsestelusieurs
ARN de diffZrentes especes) et de prZdiction de leur structure seconela@pliément de la
cha’ne monocatZnaire d'’ARN qui la stabilise et lui permet sa foncBenx modsles
mathZmatiques sont utilisZs pour identifier ses molZcules : ledesat Markov cachZs
(Hidden Markov Modelsu HMM) pour les motifs conservZs et le modele de covariance qui
prend en compte les contraintes de structure secondaire pour identifier ces ARN.

Comme dZj" dZcrit, la distribution des nuclZotides le long du gZnome gtrass
n'est pas alZatoire. Par exemple, IQalignement de diffZrents gened@AdiMt 16S permet
d'identifier des rZgions tres similaires et des rZgions beaucoup plublesri&ricce aux
observations faites sur des alignements multiplepateon (patterr) des rZgiongonstantes
peut stre dZcrit avec une matrice de probabilitZ dite matrice degmopitndZrZenfatrice d
score-position positional weight matrixou PWM). E chaque position dans la sZquence
conservZe, la base observZe est associZe ~ sa frZquence. Par exengpiget nuclZotide de
la rZgion conservZe est 7% des fois A, 10% C, 7% G et 76% T. Ainsi, toupesitesns du
motif conservZ sont dZcrites. Pour dZcrire le motif et I'encha’nememudéstides, la
sZquence peut stre modZlisZe comme une cha’ne de Markov, cOest " diite ufiétats oe
I'Ztat prZsent ne dZpend que de I'Ztat prZcZdent. Elle est dite macieZque seul le rZsultat
(ici le nuclZotide) est observZ, les mutations sous-jacentes (substitdilh pour arriver ~
cet Ztat sontachZesCe modele est donc un HMM. Pour dZcrire ces modeles statistiques,

quatre informations sont nZcessaires : i. I'alphabet (pour les aciddégurgiZest les quatre
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bases : pour les protZines, les 20 acides aminZs), ii. le nombredilZtaas«le (la taille du
motif dans I'exemple citZ), iii. les probabilitZs d'Zmission (la friguee chaque lettre de
l'alphabet dans chaque Ztat ; pour chaque position, la somme Ztantutgale I00%) et iv.
la probabilitZ de transition pour passer d'un Ztat ~ un autre (ou de restee dasmsd Ztat)
(Eddy 2004; J. Wu and Xie 2010).

Les HMM ne sont pas des bons modsles pour dZcrire la structure second#iRNles
car ils ne peuvent pas prendre en compte les contraintes d'appariement|fdesdesc’
distance (Eddy 2004). Pour remZdier " cela, un autre modelgedibvariancgCovariance
Modelou CM) a ZtZ dZveloppZ et consiste ~ une gZnZralisation des HMM capasle de
prendre en compte la covariance due " l'appariement ~ distance despoasesrZer un
repliement de I'ARN et sa structure secondaire. lls permettent didlend diffZrentes
combinaisons de conservation de la sZquence primaire et de les corrZléesasatres
rZgions conservZes ~ d'autres positions dans la sZquence (Eddy and Durbin 1994l.Yao et
2006). Ces deux modeles sont utilisZs pour dZtecter les ARN dans le gZndafrieésolbe
and Eddy 2011; Lagesen et al. 2007; Laslett and Canback 2004), mais peuventrigakeme
utiles pour I'annotation de CDS (Borodovsky et al. 1995).

Une fois les rZgions d'intZrst dZfinies, les fonctions de chacun dprees doit «tre
assignZe. Afin de comprendre les stratZgies utilisZes pour celanscexdacepts seront

dZfinis ~ continuation.

1.6.3 Homologie de sZquences et annotation fonctionnelle

L'objectif de I'annotation fonctionnelle est de prZdire les fonctiongpaekiits des
genes identifiZs lors de lannotation syntaxique. De maniere gZnZrale, dtonot
fonctionnelle peut avoir au moins deux sources d'information : la validation mepfale et
le transfert par homologie de sZquence.

La validation expZrimentale nZcessite, comme son nom lindique, des expZriences
menZesn vitro ou in vivo permettant de dZcouvrir biologiquement la fonction du gene. Ces
travaux sollicitent plusieurs protocoles de biologie molZculaire commexg&siances de
mutations par interruption de genes (par des transposons, et bien d'autres terletiou ek
complZmentation. Ces rZsultats d'Ztudes gZnZtiques, font souvent I'objet icktignsl
scientifiques qui peuvent servir de rZfZrence lors de IOannotation par des biocurateurs.
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Figure 22. Homologie, Orthologie, Paralogie et XZnologidous les genes des especes A, B et C sont homologues puisqu'ils
proviennent tous d'un ancetre commun. L'acquisition du gene AB1 est faite par tramsfizontal (HGT), ce gene est donc
xZnologue des autres. Les ZvZnements de spZciation sont ~ l'origine deripolegues, ainsi B1 est orthologue de C1. Enfin, les

phZnomenes de duplication sont " l'origine de genes paralogues, ainsi C2 et C3 sont paralogues entre eux.

AdaptZ de Fitch 2000.
TZlZchargZe le 23 octobre 2017
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Figure 23. Best Bidirectional Hits (BBH) ou Reciprocal Best HitDeux situations sont dZcrites dans le schZma. Les genes en vert,

oe le meilleur rZsultat du gene vert foncZ sur le gZnome 1 correspond au gene g&ratne 2. Cependant, le meilleur alignement du
gene vert du gZnome 2 est le gene vert clair du genome 1. Ces genes ne sont slates @BH. Dans le cas des genes en bleu, il
s'agit bien de BBH.

AdaptZ de https://www.slideshare.net/melvinzhang/ortholog-assignment
VisitZ le 23 octobre 2017



L'autre stratZgie, qui est de loin la plus utilisZe pour assigner urimfohan gene,
est le transfert de fonctidn silico par homologie de sZquence. Le ternt®miologiea ZtZ
utilisZ, en anatomie, pour dZcrire un meme organe ayant, chez des espktemntdi
d'animaux, la meme fonction. E cette dZfinition s'ajoutera un crig&volution pour
introduire dans la dZfinition d'homologie I'origine ancestrale commune (Stormo 2a09). A
concept dOhomologie, sOoppose celui dOanalogie, qui dZcrit des organes avec des fonctior
similaires mais qui ne sont pas de relation Zvolutive. LOexemple tyftiapeeles ailes
dOinsectes et celles de mammiferes qui sont analogues, tandis gilesle® mammiferes
sont homologues des pattes dOautres mammiferes.

Cette relation d'homologie est prZcisZe au niveau gZnZtique par W.nFitifisant
les termes d'Zvolution divergente ~ partir d'un ancetre commun pour caracti&$sgenes
homologues et d'Zvolution convergente ~ partir de genes non apparentZs pour des genes
analogues (Fitch 1970). L'homologie peut stre divisZe en trois typasthologie qui
correspond " des genes divergents " la suite dOun ZvZnement de spZcjsdi@iodie o les
genes divergent suite ~ un ZvZnement de duplication au sein de la nprme esfinalement,
la xZnologieos I'histoire Zvolutive du gene implique un transfert inter-espstran§fert
horizontal horizontal gene transfeou HGT) (Figure 22). Il est recommandZ d'utiliser ces
dZfinitions prZcises chaque fois que le type de relation est connu ou supgesZserver le
terme dhomologiequand la distinction nOest pas possible (Fitch 2000; Koonin 2005). La
conjecture de I'orthologiéortholog conjectureZtablit que les genes orthologues ontrieme
fonction, ou plut™t des fonctions Zquivalentes, dans les diffZrents orgaBisttedsypothese
est centrale pour I'annotation fonctionnelle des gZnomes (Wolf and Koonin 2012).

Pour dZterminer la relation d'orthologie entre deux sZquences, une des premisres
mZthodes utilisZe est de rZaliser des alignements de sZquena@xiplittjues Cette
technique, demeilleurs alignements rZciproquéBest Bidirectional Hitou BBH) est basZe
sur I'hypothese que les sZquences de genes orthologues (et celles des puotifsnesdent)
ont un pourcentage de similaritZ plus important entre elles qu'avec toetesAguence de
leur propre gZnome et toute autre sZquence de l'autre gZnome (Wolf and Koonin 2012)
(Figure 23).

La grande quantitZ de gZnomes sZquencZs et leur mise " dispositionsdzamsedale
donnZes internationales, permettent de comparer les sZquences ~ annoteeasembte de
sZquences portant des informations fonctionnelles. Les bases de donnZes feuvent
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gZnZralistes comme GenBank, UniProtKB (C. H. Wu et al. 2006), Pfam (Finn26t. 6.
Sonnhammer et al. 1997) ou Rfam (Griffiths-Jones et al. 2003), certainedidtan’es
comme le sous-ensemble Swiss-Prot qui fait partie de UniProtkKB (Boutle?€16). D'autre

part, les bases de donnZes peuvent stre dZdiZes : i) ~ une especeifartioomime EcoCyc

pour Escherichia coliK-12 (Keseler et al. 2017) ou SubtiWiki pdBacillus subtilis(Michna

et al. 2016) ; ii) = des groupes d'organismes proches comme CyanoBase pour les
cyanobactZries ou RhizoBase pour les rhizobactZries (Fujisawa et al. 2)14)esigroupes

de protZines comme The Histone Database pour les histones (Marino-Raraire20é1);

ou iv) ~ des voies mZtaboliques particulieres comme REPAIRtoire pour la tifpace

I'ADN (Milanowska et al. 2011) ou plus gZnZrales comme MetaCyc pour les enzymes du
mZtabolisme des petites molZcules (Caspi et al. 2014) ou IOensembleslex/taboliques
comme KEGG (Kanehisa et al. 2017).

La stratZgie gZnZrale pour utiliser ces bases de donnZes esttitutilil'algorithmes
d'alignement local, principalement BLAST (Pearson 2013) et ses adaptptansdes
sZquences moins conservZes cor®BEBLAST (Altschul et al. 1997). La base de donnZes
est interrogZe pour trouver les sZquences donnant les meilleurs scores (poustpaejuee
requete ouquery) et 'annotation de la sZquence la plus proche sera transfZrZe (Katesdtler
2010; Sasson et al. 2006). Cette mZthodologie est toutefois source d'erreur gamme
exemple des transferts de fonction alors que seulement une partiZdedace est conservZ
(Sasson et al. 2006), des erreurs d'annotation dans la base de donnZes non bioserdas qui
alors propagZes impunZment (Jones et al. 2007; Schnoes et al. 2009), des seuils de
pourcentage de similitude pour transfZrer des fonctions diffZrentes selon le geupe
protZines (e.g. des protZines tres conservZes comme les ADN polymirdessprotZines
plus variantes comme les rZcepteurs de surface des bactZries pathdgenieshle
spZcificitZ/sensibilitZ de la mZthode d'alignement local par rappes “alignements dits
supervisZs (qui utilisent des modeles spZcifiques aux groupes de protZine®dM.quHCV
pour des domaines fonctionnels) (Borodovsky et al. 1995) et le probleme de dZtecteisdes vra
orthologues et non des paralogues avec des fonctions qui peuvent etre assez ds/ergent
(Kuzniar et al. 2008; Sasson et al. 2006).

Une autre mZthodologie, dite degroupement(clustering tente d'identifier de
maniere gZnZrale des groupes de genes orthologues entre plusieurs gZnomes. LadeZthode
COGs (Cluster of Orthologous Groupsf proteing et sa base de donnZes, reflstent la
possibilitZ des relations d'orthologie un ~ un, un " plusieurs et plusieutssiepts (Tatusov
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et al. 2000). Plusieurs mZthodes utilisent cette notion de groupes de genesgaghajui
permet d'Ztendre la rZciprocitZ " I'ensemble des relations d'homologieljsemtulies arbres
phylogZnZtiques pour vZrifier la concordance avec les arbres d'especes et supesime
paralogues dans les groupes en divisant les groupements (Altenhoff et al. 20d&3eLeh
donnZes eggNOGeyolutionary genealogy of genes : Non-supervised Orthologous Groups
peut stre citZe comme un exemple rZcent (Huerta-Cepas et al. 2017).

Une aide " l'dentification des relations d'orthologie est I'ideatifon de lasyntZnie
L'introduction du terme de syntZnie est attribuZ au gZnZticien britanniquawlckRqui
dZfinit le terme comme la prZsence de degksur le meme chromosome (Renwick 1971).
Cette dZfinition est utile seulement pour des organismes avec plusienrsosomes, mais
pas pour la vaste majoritZ des bactZries. Le sens premier du tefsegispour dZsigner des
loci dOorganismes diffZrents mais localisZs dans une rZgion chromosomique homologue
(McCouch 2001; Passarge et al. 1999). L'ordre des genes dans les gZnomes procesyotes n'
pas conservZ ~ grande Zchelle (Mushegian and Koonin 1996) et le maintien dedéordre
certains des genes serait le rZsultat de sZlection par Zpi6tasimction des produits
gZniques) (Nei 2003) mais Zgalement par co-expression et co-rZgulation (Lemaine e
2007). L'ordre des genes dans ces rZgions homologues, un cas particulier de synt&sie, oe |
orientations, proximitZ et position sont conservZes est appelZ colinZafigh@et al. 2008).
Cette conservation de la syntZnie sert ~ vZrifier les annotationsnéesst les prZdictions de
fonction (Sridhar and Rafi 2007).

1.6.4. Annoter sans attribuer de fonction

Le haut dZbit de sZquensage et les coZts plus faibles des projetataiqpie
s'accompagnent d'une croissance exponentielle des bases de donnZes. Cependatit/|
de donnZes ne signifie pas nZcessairement une connaissance plus approfoagacigs de
codage des gZnomes. Plus dOun tiers des CDS prZdites sont annotZegrottimes
hypothZtiquese qui veut dire que la communautZ scientifique nOa pas dOautre infsumation
ces protZines que leur conservation de sZquences. Ces protZines hypothZiigmeees
artefacts et peuvent stre prZsentes chez plusieurs organismes. Centidées validZes par
des expZriences de transcriptomique, protZomique ou lors d'Ztudes d'esseesialitdes
(Jaroszewski et al. 2009). La principale raison du manque de connaissance @BSe
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Figure 24. Exemple de recherche de domaines protZiquégn haut, utilisant I'outil du NCBI Conserved Domain Search sur une
protZine de 1734 acides aminZs, cette sZquence possede trois domaitidaseP€25 N_gingipain, DUF2436 et Cleaved_Adh. Le
premier correspond au domaine N-terminal des gingipasnes (un sous-groupe de laléanplptidases C25), le deuxiseme comme
son nom l'indique est un domaine de fonction inconnue et le troisisme est umda#@/tZ en tandem de rZgions d'hZmagglutinine/
adhesine. En bas, utilisant I'outil SOSUI signal, une prZdiction de sigralepest faite. Ainsi, avec ces deux outils, nous pouvons
savoir qu'il s'agit d'une peptidase qui nOest probablement pas cytoplasmique.

Sites utilisZs : https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi et http:#haagahama-i-bio.ac.jp/sosui/sosuisignal/

sosuisignal_submit.html
VisitZs le 23 octobre 2017




hypothZtiques est qu'elles n'ont pas fait I'objet d'Ztudes traditiontelliéschimie et biologie
molZculaire (Roberts 2004).

Les protZines ont des domaines, qui correspondent ~ des unitZs Zvolutives, et qui
peuvent stre dupliquZs et/ou recombinZs. Les protZines de petite taij@rafralement un
seul domaine et celles de taille plus importante peuvent avoir plusiesnaines diffZrents
(Chothia et al. 2003). Ces domaines sont Zgalement des unitZs avec une sttucture
constituent les sous-unitZs fonctionnelles des protZines (C. Vogel et al(FA§08 24).

Malheureusement, pres d'un quart de tous les domaines protZiques d4critsraent
sont annotZs comme désmaines de fonction inconn(@omains of Unknown Functiorsi
DUF) (Bateman et al. 2010; Mudgal et al. 2015). Selon la base de donnZe utlés
Zquivalents existent oe la famille de domaines/protZines n'est pastZrisZe et possede
uniqguement un numZro, par exemple &eflowship for Interpretation of GenomgEIG)
pour les FIGfams (Meyer et al. 2009) ou de COG (Galperin et al. 2015). Pour caiseom
DUFs, les biocurateurs sont incapables de leur associer toute infornmatiiorinelle en
raison dOun manque dans la littZrature scientifiqgue du moment (Batema20&0glAinsi,
lors du processus dOannotation fonctionnelle, certaines CDS peuvent recevoir désnsnnota
de protZines avec des domaines conservZs de fonction inconnue. Cependant, laiconservat
Zvolutive et les expZriences de mutation caractZrisanphes essentielsOun organisme
suggerent des r™les importants de certainessdeDS (Goodacre et al. 2013).

En plus de ces domaines DUFs, certains domaines portent des annotations
fonctionnelles peu descriptives du processus biologique auquel participe la pettdhee
dZcrivent que des propriZtZs structurales ou de capacitZ de liaison “sdmatfeules
(Bateman et al. 2010). Des domaines de typeleotide-binding P-loop motiRNA-binding
domain ou Helix-turn-Helix motif peuvent tre citZs en exemple. Si seulement les DUFs et
autres Zquivalents sont considZrZs comme non caractZrisZs, la sotisrestindamilles de
domaines/protZines dans les bases de donnZes peut stre importante (Bagn291@). Ces

annotations sont transfZrZs par le biocurateur, mais restent peu informatives.

Pour les CDS recrutant des domaines de type DUF ou ne recrutant aucun domaine
(orpheline3, une dZsanonymation partielle est Zgalement possible en prZdisant leurs
localisations cellulaires. En effet, certains signaux de localisasont aisZment identifiables
dans les sZquences dOacides aminZs et peuvent stre tres utiles parr |@@emtotation de

sZquences. La prZdiction des domaines transmembranaires (hZlices alpb@pnalesde
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Figure 25. Exemples d'annotations relationnelles du KEGGToutes les voies mZtaboliques Blerphyromonas gingivalisont
schZmatisZes, mises en Zvidence en rose foncZ, les voies mZtabeliquasnes et pyrimidines. En bas, schZma gZnZrique de la
biosynthese des ribonuclZotides d'adZnine (ATP et ADP).

Site utilisZ ; http://www.genome.jp/kegg/pathway.html
VisitZ le 23 octobre 2017



sZcrZtion (signaux dOadressage N-terminaux de type signal peptide) ou encore des
caractZristiques de protZines de la membrane externe (tonneaux beta) pee\aisf titre
d'exemple. Ces prZdictions nOindiquent pas vraiment des fonctions, mais déclivernte

leurs actions. Par exemple, les protZines membranaires, qui reprZsentete p5% des

genes codants se retrouvent impliquZes dans des processus comme le tramsptftdes

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 intZgrZe des relations
entre les produits des genes. Elle Ztablit les voies mZtaboliquedesvenzymes et autres
protZines qui interviennent et les rZseaux de rZgulation. Une intZgration datsrZsul
expZrimentaux, des descriptions mathZmatiques des processus biochimigusmelation
de ceux-ci par ordinateur sont nZcessaires. Le rZsultat est une rntiodZliss voies
mZtaboliques qui est capable de dZcrire le processus (Endler et al. 200@5 premiers
efforts de construction des rZseaux de genes cohZrents capable de signalesrdestances
dans l'annotation fonctionnelle afin de la complZter, sont les bases deslaen&Kyoto
Encyclopedia of Genes and GenommeKEGG (Ogata et al. 1996igure 25).

1.6.6. Annotation automatique et biocuration

Les premiers gZnomes sZquencZs ont dZ stre annotZs manuellement, tant pour
l'annotation syntaxique que pour |Oannotation fonctionnelle. Avec IOaccumulation des
gZnomes sZquencZs, une grande quantitZ d'outils ont ZtZ dZveloppZs. Pour l'annotation
syntaxique des CDS, des outils comme GeneMark (Borodovsky and Mclninch 1993) ou
Glimmer (Salzberg et al. 1998) ont ZtZ crZZs tandis que des outif&jspZant Zgalement
ZtZ dZveloppZs pour les ARNr comme RNAmmer (Lagesen et al. 2007) ou lesohithi
tRNAscanSE (Lowe and Eddy 1997). Puis, des logiciels automatiques pour l'annotation
fonctionnelle ont vu le jour comme par exemple GeneQuiz (Andrade et al. 192@pd.’

A

suivante consiste ~ unifier les deux types d'annotation dans une seuledesuibgiciels
d'annotation automatique qu'on nomgpipeline Outre la facilitZ d'annoter avec une seule
plateforme, la difficultZ d'installer et de mettre ~ jour les l@migcindividuels et les bases de

donnZes et de choisir les parametres des logiciels sont les raisamsixjusartout par de non
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Figure 26. Exemples de pipelines d'annotation automatique en lignBu haut vers le bas : la pipeline RAST, la pipeline PGAAP
et la plateforme MicoScope. Chaque site web a des procZdures diffZrentesirpmiar s gZnomes et nZcessitent de niveaux
d'expertise diffZrents pour les utiliser.

Sites utilisZs :_http://www.nmpdr.org/FIG/wiki/view.cgi/FIG/RapidAnnotatian8e; https://www.ncbi.nim.nih.gov/genome/

annotation prok/ et http://www.genoscope.cns.fr/agc/microscope/home/index.php
VisitZs le 23 octobre 2017




spZcialistes, des pipelines d'annotation (Andrade et al. 1999). L'Zvolution de la
bioinformatique au sein des structures de sZqueneage a fait que plusigafermpks
d'annotation sont proposZes actuellement. Ces pipelines peuvent stre (ot es sur
l'ordinateur de l'utilisateur) mais la tendance est ~ un usage dgicatravers un formulaire

internet, permettant dDaugmenter la force de calcul avec des clusters " distance.

Parmi les pipelines locales dZdiZs aux gZnomes bactZrienspissiile de citer
Prokka (Seemann 2014). Ces plateformes permettent ~ |'utilisateur de cotemlagiciels
utilisZs pour chaque Ztape de l'annotation et de les paramZtrer indimeunell®our les
pipelines via le web, deux tendances co-existent. Certains comme RASi8 Annotation of
microbial genomes using Subsystems TechnplQfyiz et al. 2008) qui permettent un
paramZtrage minimum et d'autres comme PGAARoKaryotic Genome Automatic
Annotation PipelingproposZe par le NCBI qui sont complstement automatiques, sans aucune
intervention du chercheur qui soumet sa sZquence (Tatusova et al. 2016). Dephigsden
scientifiques utilisent ce type d'annotateurs automatiques qui sonuyplartptiu temps, des
bo"tes noires (Papanicolaou 2016). Deux autres exemples remarquables de ceipglade
sont les plateformes du DoBépartment of Energyles ftats-Unis) appelZetegrated
Microbial Genomes - Expert Rew (IMG ER) (Markowitz et al. 2009) et la plateforme
MicroScope du GZnoscope (Vallenet et al. 20@8%yure 26). Des logiciels avec toujours
plus de fonctionnalitZs sont dZveloppZs au point de proposer assemblage eébmmmotat
meme temps (Liao et al. 2015).

Cette multitude de choix, nZcessitant des niveaux tres diffZrents dis&pett
d'Zquipement de calcul local, peuvent faciliter amplement l'annotatiais peuvent
Zgalement poser des problemes lors du choix et la comparaison des mZthodes. rBtme
sZquence gZnomique, deux plateformes d'annotation peuvent donner des rZsultats diffZre
voire divergents (Stothard and Wishart 2006). Le but de la biocuration manuellie est
concilier ces annotations automatiques et de dZtecter, puis de corrigerlimineO@Es
annotations peu informatives, trop Zvasives ou totalement erronZes (Richardsortsamd Wa
2013). Ces erreurs peuvent stre multiples et inclure des mauvais choix darsdtes
d'initiation et/ou de terminaison, des inconsistances dans les fondtidmsZes ~ diffZrentes
CDS, par exemple dans deux souches annotZes par des annotateurs distincts alesncore
genes orthologues portant des noms ou des descriptions diffZrentes de deux souches
apparentZes (Richardson and Watson 2013).
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E ceci sOajoutent au moins deux problemes, la sur-annotation des annotateurs
automatiques qui conduit ~ la production de faux-positifs appeEXéd.ittle Fellows ou
ELFs (Ochman 2002) et la production de faux nZgatifs correspondant aux genes non annotZs
automatiquement, pour plusieurs raisons (H. X. Zhang et al. 2014). De plus, tZ qtidi
complZtude de l'assemblage du gZnome compliquent IQannotation. En edfetptateurs
automatiques ont des difficultZs avec des assemblages fragmentfjs (s paralogues
diffZrents mais avec un pourcentage important de similitude peuvent itnerfds en un seul
gene (Indrischek et al. 2016), les genes avec des domaines rZpZtZs peuveivisd® en
deuxloci et des genes peuvent tout simplement stre absents de I'assembksyeearouver
dans un gap (Denton et al. 2014).Tous ces possibles biais doivent etre prispge poor
I'Ztape suivante, la comparaison des gZnomes suivant la mZthodologie giteodgque

comparative.

2. GZnomique bactZrienne

2.1. Taxonomie bactZrienne especes et souches

La taxonomieest la science de la classification, identification et noratur@ des
organismes dOapres des criteres dZfinissyisifhatiquecorrespond Ta taxonomie quand les
criteres utilisZs sont les liens Zvolutifs entre les organismess s deux cas, trois termes
sont ~ dZfinir : i) & classificationest la formation de groupes de bactZries en especes, genres,
familles, ordres, classes et phyla ; ii) IOidentification est IQutilisatianctiessification pour
distinguer entre les organismes et assigner un isolat comme appartanariidctZrie ; et iii)
la nomenclatureconsiste ~ donner un nom ~ une espece pour la dZfinir et communiquer entre

scientifiques (Baron 1996).

La notion dOespece est dZfinie comme un ensemble d'organismes partageameune
niche Zcologique, des caracteres morphologiques comparables voire identiquesueisiert
capacitZ " se reproduire avec une progZniture fertile (J. Mallet 1995). Gheméaryotes,
qui ne possedent pas de reproduction sexuZe, cette notion est difficilenit.dZhez ces
organismes, la reproduction par fission binaire est dominante mais desseapsez

ZloignZes peuvent Zchanger du matZriel gZnZtique. La notion de souche correspond aux
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descendants dOun seul isolement en culture pure, gZnZralement dOune seuBecofaitie
dOune souche un groupement de clones. En microbiologie, la souche estl'smitZerde
travail etla description de IQespece comprend souvent une souchgditeu une rZfZrence)
qui dZfinit IOespsce. L'ensemble des souches considZrZes commmmeffisaroches de la
souche type seront incluses dans cette espece (Lapage et al. 1992).

Entre 1872-1875, le biologiste allemand F. Cohn fut un des premiers = proposer une
classification des bactZries qui reposait sur des criteres morphologigxgsets sOajoutent
peu " peu des criteres physiologiques (Fox and Stackebrandt 1988). Jusqu'au dZbut des annZes
1960, la dZfinition d'une espece reposait sur une classificati@nZtiqueutilisant un grand
nombre de caractZristiques phZnotypiques comme des caracteres morphologiques,

biochimiques ou environnementaux.

En 1957, P. Sneath sOinspirant des travaux de M. Adanson (1763) propose une
taxonomienumZriquequi code de maniere binaire (1 pour prZsence, 0 pour IOabsence) une
centaine de caracteres morphologiques, biochimiques et culturaux (Sneath 1957b, 1957a).
Avec le dZveloppement des Ztudes gZnZtiques puis gZnomiques, la plac®ldgondZ
toujours plus importante dans la volontZ de classer les organismes, d&sadrdcont ZtZ
organisZs pour dZfinir les especes bactZriennes et dZcider sur lesesafadiliser pour la
taxonomie et la systZmatique. En 1987 et en 2002, les comitZs Wayne (briatnati
Committee on Systematic Bacteriology) rZuni ~ IOInstitut Pasteurs [®dayne et al. 1987)
et Stackebrandt (International Commettee on Systematic of Procaryotes) i@Gant en
Belgique (Stackebrandt et al. 2002), ont dZfini des criteres dZcrivant |ObaptZeenne.

Wayne et collaborateurs dZfinissgitylogZnZtiquemenés especes comme I0ensemble des
souches dont les ADN sont identiques ~ 70% ou plus, mesurZ par des expZriences de
rZassociation dOADN (dOhybridation dOun hZtZroduplex) avec une diffZrence de tempZratur
de fusion fnelting temperatur@u Tm) infZrieure ou Zgale ~ 5%C par rapport " la Tm de la
molZcule naturelle (Wayne et al. 1987). Une mesure plus facile eutit le sZqueneage en

entier du gene codant IDARNr 16S. Sur les pres de 1 500 nt du gene, une identitZ de 97% e
plus peut se substituer ~ celle de 70% sur le gZnome complet (Stackebrandt and Goebel 1994).

Toutefois, ces comitZs ont encouragZ le dZveloppement de mZthodes mesdZculai
permettant une meilleure dZfinition des especes bactZriennes. Aif&reni§ protocoles
dOZtude du polymorphisme nuclZotidique des especes/souches ont ZtZ rpatisZsl€s

profils de longueur de fragments de restrictiBegtriction Fragment Length Polymorphism
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Figure 27. Exemples de techniques de typagé.gauche, le Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) de IOADN gZnadiGigue
bactZrie digZrZ avec une enzyme de restriction. E droite, un schZma dOweuslBiiquence Typing (MLST) dOune bactZrie,
plusieurs genes sont utilisZs. Dans le premier cas, le pattern de lemhdesnparZ contre une base de donnZes pour dZterminer le

type de la bactZrie. Dans le deuxisme cas, la combinaison des allsles dZteatifis&spour dZterminer le type.

Site utilisZ ;_http://www.applied-maths.com/applications/pulsed-field-getrefghoresis-pfge-typing
VisitZ le 23 octobre 2017




ou RFLP) couplZe " I®Rulsed Field Gel Electrophores{®FGE) (Gicquel 1993; Klaassen et

al. 2002; Muller et al. 1999), de sZquensage multiloddsit{locus Sequence Typingu

MLST) (Maiden 2006; Urwin and Maiden 2003), dOhybridations sur des puces ~ ADN
gZnomique (Schena et al. 1998) ou dOZtudes de polymorphisme de longueur de fragments de
restriction Amplified Fragment Length Polymorphisia AFLP) (P. Vos et al. 199%fFigure

27). Cependant, I'avenement des mZthodes de sZqueneage a permis d'ouvrir de nouvelles
perspectives dOZtudeshylogZnomiquespermettant dOaugmenter considZrablement la
rZsolution de la classification bactZrienne.

La notion dOespece bactZrienne fait encore dZbat et est parfoicZenmala celle de
clusters bactZriens plut™t que d'espece (L. Tang and Liu 2012). Meme danssien de
clusters, I'importance des transferts horizontaux est un obstacle qui a Cqopibser une
visualisation de I'Zvolution des bactZries sous la forme de rZseaux dergaséZrZs plut™t
que d'arbres (Dagan 2011; Kunin et al. 2005). Ces deux visions des especes bastZrienne
comme des clusters et/ou des rZseaux de genes dZpendent en fait du grdnjes FaotliZ.

Pour les populationglonales tres homogenes, le regroupement en clusters est aisZ et
correspond " la dZfinition canonique de IOespece (Segerman 2012). Pour les populations
panmictiquesune grande partie des transferts de genes ont lieu entre bactZries pattagea
meme habitat (Popa et al. 2011), les clusters regroupent plut™t des orgdrabiteds
spZcifique avec certains organismes centraux (Kunin et al. 2005).

2.2 Dynamique des gZnomes bactZriens

LOZchange de matZriel gZnZtique, vu comme un Zchange sexuel, enti#&rikesebact
assez permissif. En effet, les populations bactZriennes ne sdmirpagenes et peuvent ne
pas etre strictement clonalesiaispanmictiques ou avoir des caractZristiques des deux types,
en fonction du taux des transferts horizontaux et de leur Zcosysteme (FadilisPO&3; J. M.
Smith et al. 1993). LOasexualitZ apparente des bactZries a conduitfisut@aportance de
la clonalitZ bactZrienne. Il existe des populations bactZriennes clonales o tondiésuis
dZrivent dOun gZnotype forea par accumulation de mutations (Spratt and Maiden 1999).
Dans ce cas, comme les transferts horizontaux sont quasi inexistantBypetheses
phylogZnZtiques infZrZes " partir de certains genes de mZnage peu motaiesgruentes.
Pour certaines bactZries, 10Zvolution est au contraire fasonnZe par tramidental etla
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Figure 28. Quelques types de mZcanismes de diversitZ dans uopytation bactZrienne.Des mZcanismes intra-chromosomiques
produisent un gain (par duplication), une perte (par dZlation) ou un dZplacement (par tiamslodaversion). Un mZcanisme de
gain inter-chromosomique est IQacquisition de genes par Horizontal Gene TidGaRer Finalement, la pseudogZnisation peut stre

lente par accumulation de mutations, ou plus rapide par une translocation intra-chromosomique ou intesrafqoenos

AdaptZ de : Abby & Daubin 2007.
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recombinaison. Ces populations, dipgnmictiquespeuvent survenir avec une frZquence de
200 " 300 fois supZrieure aux mutations ponctuelles (Ashton and Caugant 2001; Takuno et al
2012; M. Vos and Didelot 2009) ~ tel point qu®au final, chaque isolat reprZsegteotype
unique et que IOhistoire Zvolutive de ces populatemtspratiguement impossible ~
reconstruire. En rZalitZ, la majoritZ des especes bactZriennes ne pasestte dichotomie
clonale/panmictique mais ont une population clonale oe des Zvenementsaiebieaison
permettent [Oadaptation ~ des conditions environnementales. Ceci crZe savamutyjses

qui sont souvent des pathogeretsiont IOZtude gZnomique peut «tre complexe. La dynamique
des gZnomes bactZriens est donc marquZ pefatesngementgZnomiques qui peuvent stre

intra- ou inter-chromosomiquéBigure 28).

A

Les rZarrangementsntra-chromosomiquesconduisant un dZplacement, une
inversion, un gain ou une perte de certaines rZgions dOun gZnome par recombinaison interne
entre sZquences dOADN rZpZtZes, notamment les opZrons ribosomigHesm et al.

2003). Les gZnomes peuvent Zgalement abriter de nombreux intZgrons (Escudero et al. 2015),
et dOautres ZIZments capables de se dZplacer de fason autonome stranspdsons des
sZquences dQOinsertion (Siguier et al. 2015) ou hon comme les MITEs (DelihaP2008&5.
systemes decopier-collerou decouper-coller ces ZIZments sont des sources importantes de
rZarrangements intra-chromosomiques, de pseudogZnisation et dQinstabilitZs gZnomiques

(Bennett 2004; Darmon and Leach 2014).

Les rZarrangemenister-chromosomiquesorrespondent ~ des transferts horizontaux

et " 10intZgratiodOADN Ztranger dans les gZnomes selon diffZrents mZcanismes :

- La transformationest la capture et IQinternalisation dOADN exogene dans des
bactZries dites compZtentes. Cette compZtence peut ctre acquises paiodifications
nutritionnelles ou physiologiques (Claverys and Martin 2003; Johnston et al. 2014a).Dans le
communautZs microbiennes organisZes en biofilm, la matrice externe cdeti6@ADN
extracellulaire (eDNA), majoritairement du ~ la lyse cellulaire inted inter- populations
bactZriennes (Allesen-Holm et al. 2006; Liu and Burne 2011) et disponible l@our
transformation. LOADN Ztranger peut Zgalement etre transmis par desesZsécaiembrane
externe (Renelli et al. 2004). E cela sOajoute la compZtence naturetigaiees bactZries,
notamment des pathogenes de la sphere orale co8tneptococcus pneumonié#gohnston et
al. 2014b) Neisseria meningitidiHovland et al. 20178t Porphyromonas gingivaliTribble
et al. 2012).
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Figure 29. MZcanismes classiques de transfert horizontal de gendwez les bactZriesLa transformation est IQacquisition dOADN
exogene dans le milieu par la bactZrie. La transduction est I0injecti@ABN dOun bactZriophage dans sa cellule h™te e
conjugaison est I©Zchange de matZriel gZnZtique (e.g. un plasmide) entréutt=uuoel donneuse et une receveuse) "~ I0aide d&

pilus.

Formes tZlZchargZes de : http://www.somersault1824.com/science-illustrations/



- La conjugaisonest la transmission dOADN dOune cellule donneuse ~ une cellule
receveuse (Arutyunov and Frost 2013). Ce transfert se fait par une structuree sfuedife
pilus et le processus est sOapparente le plus ~ un rZel Zchange sexeshilcanéttent en
contact direct les deux cellulesed ADN ZchangZs peuvent stre dOorigine plasmidique ou
correspondre ~ des ZIZments intZgrZs dans le chromosome et transfZrabies, lesm
transposons conjugatifs (Salyers et al. 1995), Zgalement appelZs ZlZongrgatits et
intZgratifs [ntegrative and Conjugative Elementsi ICE) (C. M. Johnson and Grossman
2015).

- La transductionestlOZchange dOADN entre deux cellules par IQintermZdiaire dOun
virus (bactZriophage ou phage). Les phagegetitpZrZsOintegrent au chromosome de leur
h™te ZtablissantlysogZnieou cycle lysogZniqueSelon les conditions environnementales,
phage peut devenirirulent et entrer dans uoycle lytique En encapsulant son gZnonte,
phage peut transfZrer dOautres segments dOADN de la cellule donneusédite peitule
infectZe qui dZvient la cellule receveuse. Ce mZcanisme peut-stmalgZndu spZciare
selon la nature du phage et son rang dOh™te (Brussow et al. 2004; Canchaya et al. 2003
(Figure 29).

2.3 La gZnomique comparative

La gZnomique comparative en bactZriologie permet dOassocier gZnotype et phZnotype,
de rZpondre ~ des questions dOZvolution, de physiologie et de pathogZnicitZ (Prentice 2004)
Cependant, dans de nombreux cas, les rZsultats de ces Ztudes resterifsdesctiphes
modifications gZnomiques nOont pas nZcessairement de consZquences visibles 6u faci
Zvaluer phZnotypiquement. E 1Qinverse, des diffZrences phZnotypiques peuvent ne pas etre
facilement reliZes ~ des modifications gZnoregjLa gZnomigque comparative peut faire
intervenir de 2 ~ n gZnomes. Les comparaisons de gZnomes peuvent stré difftéents

niveaux, chaque niveau donnant acces ~ des types diffZrents d'information.

La partie du gZnome contrainte par I0Zvolution est surtout composZe de g#ites coda
et les comparaisons gZnomiques sont souvent des appmpeteesentrZesKoonin and
Galperin 1997). Le sZqueneage et la comparaison de plusieurs gZnomes au seispCrine
(ou dOun genre bactZrien) permet de dZfinir le gZnome tptig@inomépan, tout en grec)
(Tettelin et al. 2005; Tetz 2005). Le pangZnome est composdrellgZnomeontenant les
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genes prZsents chez tous les organismes comparg&ndme accessoimntenant les genes
prZsents au moins deux des souches ou especes ZtudiZsg&hatue uniquejui est
spZcifique dOune seule souche ou espece (Medini et al. 2005; Tettelin2@08). Le
pangZnomeuvert est celui oe IOajout dOun nouveau gZnome ajoute de nouveayx genes
|OopposZ dOpengZnoméermZos sa taille nOaugmente que tres peu avec l'ajout de nouveaux

gZnomes, par exemple pour des bactZries ~ expansion clonale (Rouli et al. 2015).

Le core gZnomdnclut IOensemble des genes conservZs qui codent les fonctions
physiologiques fondamentales et les caracteres phZnotypiques caractZridfgumesespece.
Certains de ces genes sont jugd&sentielscar leur dZIZtion est IZtale dans les conditions
expZrimentales testZes. LOessentialitZ dOun gene est nZanman$ eajeton puisque
certains genes peuvent etre individuellement essentiels, mais leur petgait etre
compensZe ou tolZrZe par dOautres mutations (Hutcherson et al. 2016; SrlalRg08t
Yang et al. 2016).

Les gZnomeaccessoiregt uniquessont ceux qui gouvernent la diversitZ observae de
souches ou des espsces et sont gZnZralement retrouvZs dans les "lotpiggntisntodent, ~
de rares exceptions pres, des fonctions supplZmentaires confZrant un avanitdi. &fzez
les bactZries pathogenes, ces genes peuvent stre des dZterminants dengetAogaxines,
protZines dOexport ou de sZcrZtion) et dOinteraction avec IOh™te (motihdsem,dOa
protZines de surfaceE) (Jackson et al. 2011).

En plus des analyses comparatigese-centrZesles gZnomes peuvent stre comarZ
selon une approchstructure-centrZeE 10exception de quelques especes bactZriennes qui
possedent des chromosomes linZaires, comgeobacterium tumefacienéWood et al.
2001), Borrelia burgdorferi (Fraser et al. 1997), oftreptomyces coelicoldBentley et al.
2002); la grande majoritZ des chromosomes bactZriens sont circulaires et laiigardes
genes le long de ce cercle est faite de fason ~ maximiser ¢@eti de la rZplication du
chromosomet de I0expression des genes.

En 1963, le biochimiste britannique J. Cairns dZmontre la rZplication bidiretigonne
du chromosome circulaire bactZrien avec des fourches de rZplicaibcetion fork (Cairns
1963; Griffiths et al. 2000). Deux fourches de rZplication se forment, la rgplicammence
" |Grigine de rZplication du chromosongeriC) et se termine aterminusou site ter, et
progressent dans des directions opposZes, avec synthese continueridQuiAcoceou

leading strand” rZplication directe, et discontinue dQuim retardZou lagging strand Ce
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Figure 30. Structure du chromosome circulaire des bactZriesa forme de rZplication implique la synthese directe du brin prZcoce
et discontinue du brin tardif. La rZplication commencefi®et se termine ater. E 10intZrieur du schZma est reprZsentZ le biais de
CG le long du chromosome avec des valeurs positives pour le brin prZcoce richet eZdatives pour le brin tardif. Les genes

fortement exprimZs seront prZfZrentiellement presatgl®t les genes essentiels seront prZfZrentiellement sur le brin prZcoce.

AdaptZ de : Abby & Daubin 2007, Rocha 2008 et Rocha & Danchin 2003.



mZcanisme de rZplication influence fortement la rZpartition des gende shromosome
(Rocha 2008). La frZquence des mutations differe selon les brins, entra’nbigtisléskews
de composition remarquables entre les deux brins, notamment dans la distdeuBoet de
C (Kowalczuk et al. 2001; Lobry and Louarn 20(Bigure 30).

Chez certaines bactZries " croissance rapide, les genes impliquZk danssance
bactZrienne sont proche®dO alors que ceux impliquZs dans I0adaptaton en revanche
situZs autour du sitéer (Couturier and Rocha 2006), les genes essentiels se trouvent
prZfZrentiellement sur le brin prZcoce o» ADN et ARN polymZrase progresssriedasme
sens, Zvitant la collision frontale des deux enzymes et [Qinterruption yZZrdeta
transcription. E I0inverse, si un gene essentiel se trouve sur le brin ar@Zquente
interruption de sa transcription entra’iesa contre-sZlection (Rocha and Danchin 2003).
Pour cette raison, I0Zvolution des bactZries se produirait de prZfZrence gedolienhde
plasticitZ gZnomique, centrZe autour de certaines rZgions plus protéreguéude IQ¥C. La
comparaison des structurde gZnomes bactZriens proches permet dOidentifier ces rZgions de
plasticitZ gZnomique, dZfinies comme t&s o« la syntZnie est rompue et/ou des rZgions
absentes/prZsentes, en raison de phZnomene de rZarrangements intra- ou inter-
chromosomiques dZcrit prZcZdemment (Abby and Daubin 2007; Daubin and Perriere 2003;
Suyama and Bork 2001).

En raison de ces rZarrangements, les gZnomes sont des entitZs masaetutsae
segments conservZs, de rZgions plus ou moins partagZes avec dOautres udijuzesie
Zventuellement rZorganisZes dOun gZnome " IQautre. Afin de pouvoir comparer 14 la foi
structure, IQorganisation et le contenu gZnique de plusieurs gZnomes dOinZnodk Im
plus souvent utilisZe, surtout en premiere instance, est IOQalignement.r Aligr2 ~ n
sZquences gZnomiques est une t%.che plus difficile que l'aligneméquetecss gZniques
courtes. Les algorithmes citZs prZcZdemment ne sont pas optimisZdtpd¥oeciee, le temps
de calcul Ztant trop long et la mZmoire de I'ordinateur requise excessive (Delcher et al. 1999)

Pour les alignements gZnomiques, qui sollicitent donc des mZthodes gldeales,
stratZgies existent. L'alignement itZratif de paires de gZndteregie pairwise alignmept
o+ des alignements locaux de plusieurs sous-parties gZnomiques sont fusionféées de
itZrative et la recherche de points dOancramech¢r-based multiple alignment),
particulierement efficace pour ce type de sZquences longues (Hohl et al. 2002).
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Figure 31. Alignement de gZnomed.'alignement de gZnomes peut stre fait par paires ou stre multiple. Endes reprZsentations
de type dot plot (faites avec le logiciel MUMmer) de deux gZnomes coéeZai et 2), et de deux gZnomes o« l'un prZsente une
inversion centrale par rapport " l'autre (en bleu, gZnomes 1 et 3). Pour ces deuxsgineraatre reprZsentation (faite avec Artemis-

ACT) est proposZe en bas, l'inversion centrale peut Zgalement stre observZe.

En bas, alignement multiple de trois gZnomes (A, B et C), une grande quanfitfrdagements peuvent stre observZs (alignement
fait avec progressiveMAUVE).

Figure d'Artemis-ACT adaptZe de : https://fr.slideshare.net/leightonp/comparativeiggaomhvisualisation-part-1
TZIZchargZe le 24 octobre 2017




Un des premiers algorithmes utilisant 1Oancrage est l'outii MUMnigaJement
coneu pour aligner rapidement une paire de gZnomes (entiers ou incomplets). Dgves ce
dOalignements, la premiere Ztape consiste ~ dZcomposer les gZnomesr; alDaide dOun
arbre des suffixes, pour trouver dégaximal Unique Matchs(MUM). Les MUMs
correspondent ~ des sous-sZquengggues(non rZpZtZes sur les gZnonmshmunegsans
mismatch) aux n gZnomes ZtudiZsnakimales(ne pouvant pas stre Ztendues). Les MUMs
sont ensuite replacZs sur chaque gZnome et servent dOancrage pour compareques gaps
correspondent aux SNP, indels et rZgions polymorphes ou rZpZtZes (Delcher et dla1999).
visualisation des rZsultats est proposZe sous formdotiglot (graphique de points)
reprZsentant en diagonale directe les sZquences identiques et en diagersaeles rZgions
d'inversion (Gilbert 1990). Cette approche a ZtZ reprise dans IQoutil MultiplaéSaligner
(MGA), en Ztendant le concept de MUM pour en dZfinirrdasimal multiple exact matches
(multiMEMS), qui peuvent «tre uniques ou non (Hohl et al. 2002). MUMmer et MGA sont
tres utiles et rapides pour aligner des gZnomes proches, mais ne sont pZs guar
d'aligner des gZnomes ZloignZs et mosaeques. Le logiciel Mauve et Zboraion
progressiveMauve (A. C. Darling et al. 2004; A. E. Darling et al. 2010) dZtettaiigreent
des rZgions localement colinZairesddly Collinear Blocksou LCB) en ancrant des multi-
MUMs qui peuvent nOstre commun qu®” un sous-ensemble des gZnomes comparZs (A. E.
Darling et al. 2010fFigure 31). DOautres outils destinZs " I0alignement de gZnomes complets
existent mais, en gZnomique microbienne, les trois prZcZdemment citZessqitis
frZquemment utilisZd.es aitres outils qui peuvent stre citZs 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 gZnomes permettant de comparerataganis
des gZnomes entiers, diffZrentes autres mZthodes de comparaison héfe eRiertaines
mZthodes se concentrent sur les rZgions codantes. Ainsi, certains calijisergries
pangZnomest crZent des clusters de genes orthologues, visualisZs gZnZralement par des
diagrammes de Venn montrant les proportions relatives de gZnomes core, @& @SSO
uniques. Certains outils comme GenoSets (Cain et al. 2012), VennPainter @Lir2@16),
BioVenn (Hulsen et al. 2008) ou VennDiagram (Chen and Boutros 2011) peuvent stre citZs.
DOautres approches sont utiksgeur comparer IQorganisation des genes, cOest ~ dire leur
syntZnie comme SyntenyTracker (Donthu et al. 2088)rs que certains logiciels permettent
IGZvaluation des liens Zvolutifs entre diffZrents isolats, comme paleke calcul des ANI

42



(average nucleotide identjtyM. Richter and Rossello-Mora 2009) et autres comn@G®
(Genometo-Genome Distange(Meier-Kolthoff et al. 2014), les pourcentages et biais en k-
mer ou en GC ou encore |Qidentification dO”lots gZnomiquekaitsgetsle recombinaison.
La liste dOoutils et dOapproches permettant de comparer des gZnomes esthEmgue
permettant dOobtenir des informations qui aident ~ la comprZhension des gZnomes.

3. Bacteroidetes etPorphyromonas

3.1. Phylum Bacteroidetes

3.1.1.Classification et caractZristiques gZnZrales

Des le milieu des annZes 1980 et jusqu'au milieu des annZes 199@yées tdu
groupe de C. R. Woese ont ZtZ les premiers ~ mettre en ZvidenceseshijgogZnZtiques
entre les bactZries anaZrobies du group@deteroideset les bactZries aZrobies des groupes
desFlavobacteriaet Cytophaga(Paster et al. 1985; Woese 1987). Ce groupe de bactZries "
coloration Gram-nZgative (didermes) non sporulantes est hZtZrogene phZnotypiquement mais
phylogZnZtiguement cohZrent. Il est alors classZ au rang de phylum et appehadayt
Flavobacter-Bacteroides ou CFB (Gherna and Woese 1992; C. J. Smith et al. 2006). En 2010,
avec la publication de la deuxisme ZditionBergey's Manual of Systematic Bacteriology
phylum a ZtZ renommZ Bacteroidetes (Krieg et al. 2010). En 2015, une nouvelle proposition
pour inclure le rang "phylum" dans le code international de nomenclature des pracaryote
propose de changer ~ nouveau son nom en Bacteroidaeota (Oren et al. 2015). Ces propositions
n'‘ont pas encore ZtZ adoptZes par la communautZ scientifique, et dome IBacteroidetes
reste employZ.

Bien que ce groupe soit phZnotypiqguement hZtZrogene, certaines caractZristiques
distinctives du phylum sont remarquables, par exemple, concernant le mZcdeisiae
transcription des genes. Ainsi, la sZquence protZique de la sous-unitZ EDNedikase
contient une insertion de 4 acides aminZs, unique au phylum (Gupta 2004; Gupta and
Lorenzini 2007). Les membres de ce groupe ont Zgalement un facteur d'initiatlan de
transcription (facteur sigma de I'ARN polymZrase) unique ~ ce phylum, capabenderire
exclusivement des genes de Bacteroidetes et non d'autres bactZries (8afmdaet al.
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Figure 32. Phylum BacteroidetesD'apres le Bergey's Manual of Systematic Bacteriologye(Zdition), le phylum Bacteroidetes se

divise en quatre classes avec deux grolpertae sedis

Extrait de : Kieg et al. 2010



2005). Le troisi*me ZIZment commun est la faible proportion de genes préfe/sZguences
de Shine-Dalgarno (Accetto and Avgustin 2011), la vaste majoritZ des tramcritss
bactZries seraient sans sZquence leader (sans 50 UTR) et capables deestement au
ribosome complet ou la traduction serait mZdiZe par la protZine ribosomifNekagawa et
al. 2017). Une autre caractZristique mZtabolique exclusive de ce phyluensgsteine de
glycosylation des protZines, qui sOeffectue par une liaisnan@se avec une rhamnose
branchZe (Coyne et al. 2013). Finalement, les bactZries du phylum Bacteroidetésnposse
systeme de sZcrZtion unique dit de type IX (T9SS ou systeme de sZcijiauilpermet le
relargage de protZines du pZriplasme vers l'extZrieur (McBride and Zhu 2013). lsedwyene
T9SS sont Zgalement nZcessaires pour la mobilitZ de certaines ekp®acteroidetes par
un mouvement dit glissant @liding mobility (Lasica et al. 2017).

Au sein des Bacteroidetes, on distingue au moins cing sous-groupes, dZcrits des le
annZes 1990 les cytophaga, les flavobacter, les bacteroides, les sphingobacter et les
saprospira (Gherna and Woese 1992). MalgrZ ces observations, le phylum Bactezsidetes
divisZ en quatre classes dans le Bergey's Manual : Bacteroidia, Flavidnact
Sphingobacteriia et Cytophagia auxquels s'ajoutent deux groupes qui n'ont pas lpiss#e c
(Incertae sedis) (Krieg et al. 201@igure 32). Deux Zquipes de recherche ont aidZ " clarifier
la sous-division des Bacteroidetes. Dans un premier temps, Mu—o0z et alnsZipaseus-
groupe des Sphingobacteria qu'ils nomment Chitinophagia (Mu—oz et al. 2016), puis Hanke et
al. sZparent un second sous-goupe de cette derniere classe et donnent aux Skeprasgira
de classe (Hahnke et al. 2016). Ainsi, actuellement, ce phylum conterntlasises :
Bacteroidia, Flavobacteriia, Cytophagia, Sphingobacteria, Chitinophagia et Saprofgsria ;
deux groupes Incertae sedis sont classZs chacun dans un phylum ~ part (Hahri16).a
Une particularitZ des classes des Bacteroidetes est que chaconéere qu'un seul ordre et
cette division nOest donc pas informative (Hahnke et al. 2016).

3.1.2. fcologie

Une des autres caractZristiques importantes des Bacteroidetes dittibution dans
des Zcosystemes variZs. Ainsi, en plus de leur classification phylagénZeurs niches
Zcologiques les sZparent en groupes environnementaux ou associZs au tube oro-
gastrointestinal d'animaux. Les Bacteroidetes environnementaux correspondent

principalement aux classes Flavobacteriia, Cytophagia et Sphyngobacterimadt&rses ont
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Figure 33. Sites anatomiques ZtudiZs lors du Human Microbiome Projed@e premier grand projet visant ~ rZpertorier les sites
colonisZs par les bactZries les a divisZ en cing types : peau, gestir@ihturogZnital, nasal et oral. Seulement des personnes saines
ont ZtZ recrutZes pour cette Ztude. Des mesures de diversitZ pour chaque site et enteatesitifiZdes personnes ont ZtZ fournies.
AdaptZ de : https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Anotomical_Position_Sketch. pndnttp://outspokenarts.org/mouth-open-

huge307x379/ ; https://www.123rf.com_et https://www.shutterstock.com
TZIZchargZes le 24 octobre 2017




ZtZ isolZes du sol, de compost, de plantes en dZcomposition, d'eau dariceastiltbns
d'eau de mer (Thomas et al. 2011). Il est estimZ que les Bacteraidetspondent au
troisisme phylum en abondance dans les milieux marins (Fernandez-Gome2@&t3l Les
Cytophagia sont des bactZries mobiles, retrouvZes dans des habitats righasieren
organique comme le sol, les plantes en dZcomposition et les excrZmeriiza®senais
aussi le sZdiment des rivieres, les lacs ou les estuaires (Reicher#f6). Les
Sphingobacteriia ont ZtZ isolZs d'habitats aqueux (eau douce et marine)otidigatement
contaminZs par des pesticides, des hydrocarbures, etc (Balkwill et al. 20@@nfeint, les
Flavobacteriia est le groupe le plus nombreux des Bacteroidetes en tespreed'elLeur
gamme d'habitat est ample et comprend les sols, les environnements aquains aliments
et produits laitiers, les animaux, les amibes et les plantes. i3egiamres de cette classe sont
spZcifiques de certains Zcosystemes. Par exemple, les especes dElgenbacteriumsont
associZes principalement aux poissons et les milieux aqueux alors @ienesellasont
associZes aux oiseaux et l€apnocytophagaaux cavitZs buccales des mammiferes,
notamment humaines et canines (Bernardet and Nakagawa 2006).

Concernant les Bacteroidetes associZes au tube oro-gastrointestinainiescace
sont principalement des bactZries de la classe Bacteroidia. LesdBietes correspondent
pres de la moitiZ des bactZries dZtectZes dans le colon (E. L. Johréo8047) et sont
Zgalement prZsents dans la cavitZ orale, la gorge, Ilsophage et fastoenbc. De plus, ils
ne sont pas restreints ~ I'humain mais colonisent Zgalement d'aanesifrres comme la
souris, le chien, le porc et les ruminants. La relation avec 'hn™teutestliste puisqu'elle
bZnZficie aux deux partenaires : les sources de nutriments pour les dacidirienportantes
et 'h™te bZnZficie de la dZgradation des polysaccharides complexes ouirpptiXsenter
une source additionnelle d'Znergie de pres du 10% journalier (Thomas et al. 2011).

3.1.3. Microbiotes et genres dOimportance en santZ humaine

Le microbiote des animaux comprend des procaryotes (bactZries et archZes) et des
eucaryotes (champignons et protozoires). La grande majoritZ correspond ~ des W&ctPries
Johnson et al. 2017). Lduman Microbiome ProjectHMP) a rZpertoriZ les sites colonisZs
par les bactZries et les a classZs en cing aires : peaupralsalogenital et gastrointestinal
(Figure 33). Les microbiotes avec la plus grandpha diversitZd'especes, mZtrique qui
prend en compte la richesse (le nombre d'especes dans la communautdjoemitZ (une
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mesure de I'ZquitZ des abondances des especes), sont ceux de la bouwhees (fduman
Microbiome Project Consortium 2012; Morgan et al. 2013). Cependant leur beta-diversitZ (la
diversitZ entre les communautZs du meme site) est jugZe faible fHim@biome Project
Consortium 2012).

Le tube oro-gastrotestinal est dominZ, au niveau du colon, par deux phyla, les
Firmicutes et les Bacteroidetes (ca. 90%) et le genre le plus abont&atctsoides(Bull
and Plummer 2014; Heinken et al. 2013). Un dZsZquilibre du microbiote, dpgeidse est
associZ " plusieurs maladies comme le diabete, I'asthme,|léegies, 'autisme et le cancer
(Lloyd-Price et al. 2016). Plusieurs Ztudes se sont concentrZes sur lesmemdasgees
microbiotes intestinaux et I'obZsitZ, en observant les microbiotesogssefs en rZsumant la
richesse du microbiote ~ un ratio Bacteroidetes/Firmicutes (Greenhill 20dliad& et al.
2017; Lloyd-Price et al. 2016). De plus en plus d'auteurs estiment que paBlectdeoidetes
au sens large dans ces Ztudes est incorrecte et qu'il serait teildaitarZciser que seule une
cinquantaine dOespeces, rZparties en sept genres et issues deldaBfoteroidia sont
prZsents dans ces Zchantillons fZcaux. CaractZriser, identifier et pluslierZcisZmertes
especes permettrait de mieux comprendre les relations de certaines elysbies plusieurs
pathologies (Hoyles and McCartney 2009; Wexler and Goodman 2017). Une description des
microbiotes plus fine et rigoureuse est nZcessaire pour comprendre legidmnaicrobe-
microbe et microbe-h™te, dans l'objectif de diagnostiquer des maladies (ftiddispos
progression et/ou pronostic) et/ou de dZterminer des interventions thZrapeutiques (Morgan e
al. 2013). La capacitZ de dZterminer la virulence de certaines bagitiegenes du
microbiote est Zgalement prometteuse (Hugon et al. 2015).

L'entrZe du tube gastrointestinal est la bouche, seule partie de corpstissde durs
(les dents) sont exposZs ~ I'environnement. La bouche est divisZe en vestileldes
arcades alvZolo-dentaires (maxillaire et mandibulaire), I'intZrieur dres let des joues. La
cavitZ orale est, ~ proprement parler, ~ l'intZrieur des arcadesniZdi par le palais, le
plancher buccal sous la langue et listhme du gosier. Les arcades -diefiaives sont
revetues d'une muqueuse, la gencive. Les tissus de support des dents, appetifsepaont
l'os alvZolaire, la gencive, le ligament alvZolo-dentaire et le rdZnigsu minZralisZ qui
recouvre la racine des dents (Lamont et al. 2014).

Le microbiote oral est organisZ en biofilm, souvent appelZ plaque demaiaglhere
aux surfaces de la cavitZ buccale alors que certains formes microbiteseplanctoniques,
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Figure 34. Composition du microbiote oral des diffZrents sites d'uneobiche sainelLes diffZrents espaces de la bouche ont des
microbiotes diffZrents en composition au niveau du phylum bactZrien. Cing phyla repiAsequasi-totalitZ des bactZries prZsentes
mais leur proportion dZpend du site anatomique analysZ.

AdaptZ de :_http://outspokenarts.org/mouth-open-huge307x379/ et Grice & Segre (2012) 'TheMicmobiome: Our Second

GenomeAnnu Rev Genomics Hum Ger, 151-70.
TZlZchargZes le 24 octobre 2017




sont suspendues dans la salive. Ce fluide est la source principale demistetncontient des
glycoprotZines, des peptides et des acides aminZs. Toutes les sigfdaebouche san
colonisZes par les microbes : la muqueuse des joues et de la gescileyxefaces de la
langue, le palais, et la plaque dentaire s'accumule sur la gendDesgace sous-gingival,
entre les dents et I'ZpithZlium (Lamont et al. 2014). Plus de 500 ebpet&siennes peuvent
otre dZtectZes dans la bouche et appartiennent principalement aux phyeoiBeiss,
Firmicutes, Fusobacteria, Actinobacteria, Proteobacteria et SpirocfRetemlds-Campbell
et al. 2017).

Le microbiote oral est acquis rapidement apres la naissance, lgpptasburce est le
microbiote oral de la mere. Un processus de colonisation permanente t&stpen des
colonisateurs primaires dont I'adhZrence et la croissance altereritrie-environnement,
avec excrZtion de produits mZtaboliques qui favorisent la croissance despress
bactZriennes. Ce processus de succession d'Ztapes de colonisation aagihensit? de la
communautZ et conduit ~ la formation d'un biofilm stable et complexefdBtsurs externes
comme la diste, le tabagisme, I'hygiene orale, les maladies sigis) les changements
hormonaux et les troubles physiques et psychiques peuvent induire des changemdats dans
composition du microbiote oral (Sampaio-Maia et al. 2016).

L'homZostasie des biofilms oraux et sa relation symbiotique avec Kote
importantes pour la santZ orale. Leur dZsZquilibre est I'’ZIZment H&etenotamment de
deux maladies buccales importantes : les caries et les mapedlEdontales. Les bactZries
commensales du microbiote oral ont des effets bZnZfiques dans la physialagieition et
limmunitZ de 'n™te. Les colonisateurs permanents forment une barrisre@morganismes
exogenes qui transitent et qui pourraient stre pathogenes (Samaranayake and kéa2filya
Turnbaugh and Stintzi 2011).

Tous les sites de la bouche ont des microbiotes de compositions di§AEmtahashi
2015) (Figure 34). Par exemple, au niveau du sillon gingivo-dentaire ou sulcus, qui
correspond " IOespace d'union entre la marge de la gencive et la dent, do saiivide
maladies buccales aura un microbiote principalement composZ de coques-pd3itf du
genreStreptococcusCependant, comme ce sillon a un potentiel redox infZrieur au reste de la
bouche, IOaccumulation de plaque chez un individu atteint, rZduit encore la dleeytiphe
disponible, favorisant linstallation de bacilles ~ Gram-nZgatif, prineipeht bactZries
anaZrobies appartenant aux phyla Fusobacteria, Spirochaeta et Bacteroidstes. danier
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Figure 35. Sillon gingivo-dentaire et poche parodontald.e sillon gingivo-dentaire est le site d'union entre la gencive etnia de
Dans une bouche saine, il est peut profond (1-2 mm) et colonisZ principalemers pactdeies du genBireptococcusLorsque le

sillon s'inflamme et des bacilles ~ Gram nZgatif s'installent, il s'approfondit @nt enZe poche parodontale.

AdaptZ de : http://www.dr-philippe-bludzien-chirurgiens-dentistes.fr/parodontologie-sultett@ostalonga & Herzberg (2014) 'The
oral microbiome and the immunobiology of periodontal disease and d¢ameshol Lett 162, 22-38.
TZlZchargZe le 24 octobre 2017




phylum, les genres plus communs sBrevotellg Tannerellaet PorphyromonasLorsque le
sillon s'agrandit et devient de plus en plus profond, une poche parodontale est crZZe
(Sampaio-Maia et al. 201@Figure 35).

3.2 Genre Porphyromonas microbiotes et pathologies associZes

3.2.1. Classification du pouvoir pathogene des bactZries

Les bactZries du microbiote sont en relation de mutualisme ou de coalismeesvec
I'h™te. Elles sont adaptZes et participent ~ des rZseaux Zcologiquesqopduir aes
nutriments. Ces bactZriég&nZfiquesont capables d'empecher les bactZries pathogenes de
sOinstaller et de produire des effets nZgatifs pour I'h™te. Les orgammsmessaux peuvent
interagir directement ou indirectement avec les pathogenes. La compdtitote est faite
soit en produisant des molZcules qui inhibent la croissance des pathogrmes des
bactZriocines, soit par un changement de I'environnement de IOh™te commseuthe |idis
ou encore la rZtention de nutriments essentiels comme le fer ou cedaies aminZs. Les
bactZries commensales peuvent Zgalement produire certains mZtapstitbgues pouvant
interfZrer avec la croissance des pathogenes ou l'action de leurs fattetirslence (e.g. le
butyrate ou le fucose peuvent diminuer I'expression de facteurs de viruleSedntmnella
enterica Enteritidis ou Typhimurium et deéEscherichia coli entZrohZmorragique). La
compZtition peut Zgalement stre indirecte puisque les bactZries contesemsanicrobiote
stimulent le systeme immunitaire de I'h™te. Elles font particbdegres muqueuses en
occupant les rZcepteurs ZpithZliaux et stimulent la production de peptigeErobiens et
limmunoglobuline A par le systeme immunitaire de IOh™te (N. Kamada et al. 2013).

Les facteurs de virulence sont responsables des sympt™mes caus/bgutZries
pathogenesLes exemples classiques sont les toxines bactZriennes naisdptca ZtZ Zlargi
pour englober Zgalement les facteurs responsables de I'Zvasion du systumtdire de
I'n™te et ou du dysfonctionnement des fonctions cellulaires et des orgare®nifde,la
capsule bactZrienne, les sidZrophores, les molZcules d'attachemérupsae, les enzymes
de dZgradation de la matrice extracellulaire et des molZcules desal4fe 'h™te qui
contribuent ~ la propagation de la bactZrie ou encore les systemes d'exg@translocation
de protZines effectrices qui manipulent la fonction des cellulet®gel'sont considZrZs des

facteurs de virulence (Hornef 2015).
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La vision des bactZries comme symbiotes ou pathogenes est sineplisterZcise.
Les progres de la mZdecine et IQidentification chez une partie de latipspdOun certain
Ztat dimmunosuppression primaire ou acquise ont alertZ sur I'existence d'un dgoupe
bactZries qui causent des morbiditZs et memeortalitZ chez ces individus ; ce qui nOest pas
le cas pour des individus sains. Ces bactZries sont appelZpathi@gsnes opportunistes
(Hornef 2015). De meme, les bactZries symbiontes sont en constante iotethetamique
avec le systme immunitaire et les systemes de rZparation etemmuvellement des
ZpithZliums. Ces interactions "Zduquent" le systeme immunitairepefparent " l'interaction
avec les pathogenes. Les bactZries spZcifiques capables de dZvelspsimie immunitaire
ou de produire une inflammation sont appelgathobionts ce qui dZcrit leur potentiel
ambivalent de symbiont et de pathogenelaidiffZrence des pathogenes opportunistes, les
pathobionts produisent leurs effets sur I'h™te de maniere indirecte ianudatson du
systeme immunitaire. Les pathobionts sont prZsents en absence de malaidiesous
certaines conditionsls sont capables de produire l'autoimmunitZ et de promouvoir donc le
dZveloppement d'une maladie. Un cas de pathobiont citZ dans la littésitlmebactZrie
Porphyromonagjingivalis (Hornef 2015).

3.2.2. Especes du genr@®orphyromonaset Porphyromonas gingivalis

En 1921, W. Oliver et W. Wherry dZcrivent des bactZries anaZrobies detf cavi
buccale qui poussent sur gZlose au sang en formant des colonies noirdest{@brer and
Wherry 1921). Cette espece appelBacteroidesmelaninogenicusomprend des souches
asaccharolytiques regroupZes dans la sous-espBce melaninogenicus subesp
asaccharolyticusreclassZe en 1977 dans la nouvelle espaeteroidesassacharolyticus
(Finegold and Barnes 1977). En 1980, A. Coykendall et collaborateurs dZmontrent I'existence
de deux sous-groupes daBscteroidesassacharolyticusles souches isolZes des cavitZs
orales Ztant diffZrentes de celles isolZes d'autres sources. lIs proposent la ardatespetie
" part, Bacteroidesgingivalis pour regrouper les souches orales. La souche Slots 2561 est
proposZe comme souche type et dZposZamdfitan Type Culture Collectiocomme la
souche ATCC 33277 (Coykendall et al. 1980). En 1988, H. Shah et M. Collins Ztudient les
caractZristiques biochimiques tres ZloignZesBdgingivalis par rapport ~ I'espece type du
genre B. fragilis, et proposent la crZation d'un nouveau genre bactPoephyromonasians
lequel ils reclasserB. gingivalis B. asaccharolyticaet B. endodontalis(Shah and Collins
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Figure 36. Porphyromonas gingivalis. microscopie et colonies sur gZlos& gauche, en haut, coloration de Gram ; en bas,

microscopie Zlectronique ~ balayage. E droite, bactZrie en culture pure s gdleang supplZmentZ pour anaZrobies : en bas,
agrandissement pour apprZcier mieux les colonies.

AdaptZ de : https://www.researchgate.net/figure/270107715_figl Figure-1-The-pigmentation-of-Porphyromorsis-gioiginies-

on-blood-agar
TZIZchargZe le 24 octobre 2017




1988). Le nom du genre vient de I'adjectif gpecphyreos(pourpre) et du nom grenonas
(unitZ) ce qui veut donc dire cellule ~ porphyrine, du fait que ces bactZcieswalent de la
protoporhyrine 1X (protoheme) ce qui donne aux colonies, sur gZlose, leur coloration noire
caractZristiqu¢Figure 36).

L'espece type du genre eBbrphyromonasasaccharolyticaet, nQOincluait ~ 1Qorigine
gque deux autres especeP, gingivalis et P. endodontalis (Shah and Collins 1988).
Actuellement, les especes reconnues dans ce genre sont au nombre derfgspbndent ~ :
P. asaccharolyita (isolZe de plusieurs infections humainés)bennonis(isolZe d'infections
humaines),P. cangingivalis (isolZe de poches parodontales de chiens sains ou atteints de
parodontite) P. canoris (isolZe de poches parodontales de chiens atteints de pas)dent
catoniae (isolZe de poches parodontales d'humains sains ou atteints de parodentite),
circumdentaria(isolZe d'infections de tissus mous et de gencives de fAingvioricanis
(isolZe de poches parodontales et du fluide gingival de chiens atteintsodientite ;
synonyme deP. cansulc), P. endodontalis(isolZe de plusieurs sites oraux humaits),
gingivalis (isolZe de plusieurs sites oraux humains, principalement des poches pardgdontales
P. gingivicanis(isolZe du fluide gingival de chiens ; synonymePdeanis, P. gulae (isolZe
de la plaque sous-gingivale de plusieurs mammiferes, principalement caf#dids, et
primates) P. levii (isolZe de plusieurs infections non orales de bovihshacacag(isolZe de
cavitZs orales de chiens, chats et singes, pathogenes important déensfpar morsure
d'animal ; un ancien synonyme de cette espece Ptasialivosd, P. somerae(isolZe de
plusieurs infection non orales) Bt uenonis(isolZe de plusieurs infections polymicrobiennes
intestinales) (Krieg et al. 2010; Sakamoto and Ohkuma 2013).

Les conclusions qui peuvent stre faites de cette ZnumZration sont : plesixi¢iers
des especes dBorphyromonassont orales qui sont, elles memes, principalement isolZes de
chiens comme 10indique le nom des esp<Besdngingivalis P. canoris P. cansulcj P.
crevioricanis P. gingivicanig, les autres especes Ztant fZlin@scfrcumdentarid, ou isolZes
de diffZrentes sources canines, fZlines et prim&@emdcacag ou plus gZnZralistes mais
dominZes par les canidZB. gulag et finalement trois especes humainés ¢atoniae P.
endodontalietP. gingivalis).

L'espece la plus ZtudiZe au sein de ce genr@arphyromonagjingivalis Il s'agit de

la principale bactZrie du genre liZe aux pathologies humaines dont I'ssptes proche est
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Porphyromonagyulae 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 systZmiqu, locales et lien avec IOoncogensse

Porphyromonagjingivalis a ZtZ dZcrite comme une bactZrie importante dans plusieurs
maladies humaines. Son habitat naturel est la bouche, principalemstédesous-gingivaux,
mais elle peut stre isolZe, moins frZquemment certes, deva saliles muqueuses orales. Ses
facteurs de virulence incluent des peptidases comme les gingipa-medalgsnases et autres
protZases, la capsule, les fimbriae, les hZmagglutinines et son liposbsde (do
Nascimento Silva et al. 2017).

La principale maladie associZePorphyromonaggingivalis estla parodontite, une
maladie locale au niveau de la gencive. En plus de ces manifesiiafes| plusieurs Ztes
ZpidZmiologiques montrent un lien entre cette bactZrie et plusieurs asasgdiZmiques
comme la polyarthrite rhumatosde, des maladies cardiovasculaires, leeditaiffZrents
types de cancers orodigestifs (Atanasova and Yilmaz 2014). Tant la parodontiteele
diabete sont des maladies chroniques frZquentes. Les individus atteidisbele, surtout
ceux qui ont une glycZmie mal contr™IZe, ont une parodontite sZvere et g&nPralisZ
gingivalis est plus frZquente et en quantitZ plus importante chez les patigbiiclies
comparZ aux personnes non diabZtiques (Aemaimanan et al. 2013). Concernant la golyarthrit
rhumatoede, il s'agit d'une maladie inflammatoire chronique caractfrasZka prZsence
d'auto-anticorps anti-protZines citrullinZasticitrullinated protein antibodiesu ACPA).P.
gingivalis possede une peptidyl-arginine deiminase (PAD), enzyme qui produit des peptides
citrullinZsin vivo. Une association existe entre la prZsence d'anticorpB.agitigivalis et des
ACPA (Hitchon et al. 2010). DailleurBADN de la bactZrie a ZtZ retrouvZ dans les
articulations des patients atteints de polyarthrite rhrumatoede (Totdrd261.8). Finalement,
une association positive entre parodontite et maladie cardiovasculadenese. Des Ztudes
in vitro, avec des animaux et des observations cliniques montrent que des bactZries
paropathogenes, dontP. gingivalis influencent des mZcanismes majeurs dits
proatherogZniques et peuvent donc jouer un r™le dans la pathogZnese de |OathZrosclZros
(Chistiakov et al. 2016).
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Comme dZj" dit, I''mplication la plus forte & gingivalis dans une maladie concerne
la parodontite. La parodontite est une maladie des tissus de soutietedg le paradonte (la
gencive, le cZment, le ligament alvZolo-dentaire et I'os alvZola@®)nhladies parodontales
commencent par une gingivite, une inflammation localisZe de la genciestduitialisZe par
la plaque dentaire. La parodontite chronique est le rZsultat d'une gingiviteaide et
progresse vers la perte de la gencive, des ligaments et une destruttsratiolaire. Ceci
entraine l'apparition d'une poche parodontale au niveau du sillon gingivo-dentaire (ol sulcus
zone dOinflammation accompagnZe d'une dysbiose correspondant ~ une diminution des
bactZries symbiotiques au profit des paropathogenes (Kinane et al. POfjfjgivalis y est
prZsente en faible quantitZ mais peut "orchestrer" une inflammatiotiasfization du
systeme du complZment de 'n™te et ses interactions avec Esebadti microbiote oral.
L'infection de modeles animaux ditgnotobiotiquesou encore libres de microorganismes
(germfree ou GF) aved. gingivalis ne produit pas de parodontite, mais son inoculation dans
les modeles animaux libres de pathogenepe(ific-pathogerfiree ou SPF) produit des
sympt™mes typiques de cette maladie. Cela veut dife gungivalis n'est pas capable ~ elle
seule de produire une parodontite, mais qu'elle est un des acteurs respotsadbes
apparition. De plus, son introduction dans les bouches saines, produit une augmentation de
charge bactZrienne dans la gencive et change qualitativement le mictblbiiteengallis et
al. 2011). E cause de ces caractZristiqiesgingivalis bactZrie capable d'entra’ner un
changement du microbiote et de stabiliser ce microbiote dysbiotique assowZmaladie,
est nommZeathogene clZ de vozigeystone pathog@iiHajishengallis et al. 2012).

MalgrZ l'implication de la dysbiose pour l'initiation de la parodontiterZfgonse
inflammatoire de 'n™te est celle qui produit les IZsions irrZverdiblpsrodontece qui
entra’ne la perte des dents. Encore une figjingivalis est capable d'entretenir cette
inflammation par plusieurs mZcanismes d'Zvasion de la rZponse immubésiggngipasnes
peuvent avoir une activitZ de catalyseur de IQactivation du systeme dZroemipdie IOh™te.
En meme temps, la bactZrie active les leucocytes et augmerft@niimation, mais rZduit leur
capacitZ de tuer les bactZries. Une serine phosphatase sZcrZtZstSamble d'inhiber la
production d'interleukine 8 (IL-8) ce qui diminue le recrutement des neutrophilesadans |
gencive. L'Zlimination spZcifique dR gingivalis est capable de retourner le microbiote

A

dysbiotique "~ son Ztat antZrieur (Hajishengallis et al. 20BR2)gingivalis est donc un
paropathogene clZ de voZte mais Zgalement un pathobiont par sa manipulatiorrrda syst

immunitaire de I'h™te.
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PhZnotype ZpithZlial PhZnotype mZsenchymateux PhZnotype et propriZtZs de CSC

P. gingivalis
EMT ?
_ _

I cytokZratine 19
" vimentine, N-cadhZrine, fibronectine et mZtalo-protZinase de matrice 9 " CD44 (marqueur de CSC)
" facteurs de transcription : twist, snail, zebl " formation de tumorspherdn vitro
" capacitZs de migration et d'invasion

Figure 37.Porphyromonas gingivaliSEMT et apparition de CSC.In vitro, une co-culture aveleorphyromonas gingivaliproduit

un changement de phZnotype des cellules ZpithZliales de gencive vers un phAsgymhymateux avec une diminution des

marqueurs ZpithZliaux et une augmentation des mZsenchymateux caractétistegtransition ZpithZlio-mZsenchymateuse (EMT).

Cette EMT confere des propriZtZs de cellules souches cancZreuses (CSE)Juex exposZes " la bactZrie, par un mZcanisme
encore inconnu.

AdaptZ de : Ha et al. 2015 et Sztukowska et al. 2016
TZlZchargZe le 24 octobre 2017



Une autre caractZristique intZressante de cette bactZrie, trdgatlie qu'elle est
capable de produire, est son implication de plus en plus convaincante ddasdinet le
dZveloppement du cancer. Un cancer oral nommZ carcinome ~ cellules squayirgisaes
(oral squamous cell carcinomau OSCC) est parmi les dix premiers cancers les plus
communs au monde et possede une prZsentation clinique similaire auavartZs déa
maladie parodontale : inflammation, saignements, poches parodontales profondesjatest
osseuse et mobilitZ des dents (Katz et al. 2011). Plusieurs Ztudesanceeidentifient la
prZsence dB. gingivalis: dans des biopsies de OSCC (Katz et al. 2011), comme stirimulan
vitro la prolifZration de cellules dOOSCC (Binder Gallimidi et al. 2015), ou camhibant
l'apoptose des cellules via des cascades d'activation souvent eitZemcogenese
(JAK1/STAT3 et PI3K/Akt) (Perera et al. 2016).

La transition ZpithZlio-mZsenchimateu@MT) est un phZnomene qui conduit une
cellule ZpithZliale polarisZe ~ perdre ses caractZristiques hithZét ~ acquZrir un
phZnotype de cellule mZsenchymateuse. Il s'agit d'un processus normal lordappeent
embryonnaire et de la cicatrisation, mais qui devient pathologique lors fdwdse et du
cancer. Ce changement de phZnotype est caractZrisZ par un remaniement duetigpsque
l'augmentation des capacitZs de migration et d'invasion, une rZsidemate "A'apoptose et
l'expression de certains marqueurs spZcifiques. Cette reprogrammatioteesarfaiertains
facteurs de transcription spZcialisZs comme Snail, Twist et Zehoflille et al. 2014; Voon
et al. 2013). L'inflammation chronique est un facteur prZdisposant ~ I'ENE ghZnomene a
dZj~ ZtZ dZcrit lors de la fibrose des gencives par certaines drogueisalHa015; Sume et
al. 2010). L'EMT est un processus dZsormais reconnu comme participarniatidmiet ~ la
progression tumorale et qui confere des propriZtZs de cellules souches cascareus
cellules ZpithZliales diffZrenciZes. laslules souches cancZreud€&SC) sont une sous-
population minoritaire des cellules d'une tumeur qui a conservZ ou acquis leZt@mopri

dOauto-renouvellement et de division asymZtrique des cellules souches (Singh 2013).

Au moins deux Zquipes montrent l'implication Rlegingivalis dans des processus
d'EMT et d'apparition de CS(igure 37). Une Zquipe de CorZe du Sud a ZtZ la premisre
publier que la co-culture de cellules dOOSCC Bvgmgivalis produit une internalisation des
bactZries dans les cellules et induit des changements morphologiqueseviEMT,
l'acquisition de capacitZs de migration et dQinvasion, la rZsistancexganis de
chimiothZrapie et des propriZtZs de CSC (Ha et al. 2015). Une collaboratiopetOdegii
ftatsUnis et du Royaume-Uni a confirmZ ces rZsultats en utilisant desnkZysts
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inmortalisZes dZrivZs de I'ZpithZlium gingival et ont observZ une augomedtafacteur de
transcription ZEB1, entra’nant une EMT et des capacitZs de migratioreltldssc La
bactZrie est Zgalement capable dOaugni@aixpression de ZER1 vivo (Sztukowska et al.
2016).

Tous ces rZsultats sont similaires ~ ceux obtenus pour une autre batelciEhacter
pylori et sa relation avec le cancer gastrique qui est actuellementntex par toute la
communautZ scientifique comme un acteur important de IOoncogenese digestivarsAde
mes Ztudes de Master ~ I'UniversitZ de Bordeaux entre 2012-2014, jai pafttitpZ
description de I'EMT induite paH. pylori sur des cellules ZpithZliales gastriques et "
l'apparition de cellules avec des propriZtZs de CSC (Bessede et al. 2@t@lestent ~ la
mise en Zvidence dOun mZcanisme molZculaire qui conduit ~ l'inductiondgsplasie
gastriquein vivo et l'acquisition de propriZtZs de C8Cvitro (Bessede et al. 2016). Ceci
ouvre des possibilitZs Znormes d'ZtuBliegingivalis et des especes tres proches (comime
gulad dans le contexte de carcinogZnese et il semble pertinent de segpgsestion : este
guePorphyromonagingivalis est IHelicobactemylori de la bouche ?

Objectifs de cette these

Comme toute these scientifique, deux types d'diffeco-existent dans les travaux qui
seront prZsentZs par la suite.

Tout d'abord, le premier concerne mes objectifs personnels de formation. Je suis
microbiologiste, formZ aux analyses biomZdicales des agents infectidaxpidchimie
clinique, ~ I'nZmatologie et I0immuno-hZmatologie. Au Costa Rica, mon pays cedt
Zventail de connaissances sont proposZes aux Ztudiants comme toutessldsrendtions
des sciences de la santZ (mZdecine, pharmacie, odontologie), dans une férmpatipn
appelZe "Microbiolog’a y Qu’'mica Cl'nica". C'est ma formation initidlai dZcidZ de
poursuivie mes Ztudes pour devenir chercheur en microbiologie. Apres un master en

N

Microbiologie-Immunologie I'UniversitZ de Bordeaux, jai obtenu une bourse de
I'Universidad de Costa Rica pour me former en bioinformatique lors dOun doctorat. Mon

objectif principal Ztait d'acquZrir des compZtences en bioinformatiqme deis rapidement
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apersu que ce domaine est tres vaste et j'ai choisi de concensesffods en gZnomique et
en biocuration. L'intZret pour mon futur employeur Ztait le meme, et je retalang mon
pays avec des connaissances que je n'aurais pas pu obtenir sur plac& g@ofarmouvoir

A

dZvelopper des projets de recherche et participer la formation des nouveaux

microbiologistes.
D'un point de vue scientifique, les objectifs de cette these sont:
¥ DZcrire le panorama des gZnomes bactZriens disponibles dans les bases de donnZes

¥ Expliquer les raisons de l'incomplZtude de ces gZnomes, notamment auggeimpeu
des Bacteroidia

¥ |dentifier les causes de la plasticitZ gZnomique (ou mosascitBprg@yromonas

gingivalis

¥ Analyser les diffZrences gZnomiques qui pourraient expliquer les diffZrences de
virulence des souches d&rphyromonas gingivaljsnotamment leurs facteurs de

virulence

¥ DZcrire, pour un de ces facteurs de virulence, les fimbriae, la rZpartitiseiradu
genrePorphyromonagt faire le lien avec la phylogZnie du clade

¥ DZcrire la dysbiose liZe "~ la parodontite en rZutilisant les donnZesjyasbipour
distinguer les microbiotes des sites sains par rapport ~ ceux de sites atteints

¥ Reconna’tre limportance de la biocuration et sa valeur ajoutZe darsviestde
gZnomique

55



RZsultats



1. ARTICLE 1 : RZpZtitions gZnomiques et erreurdOassemblage
Ztude du resZqueneage en long read des souches de rZfZrence de

Porphyromonas gingivalis

Genomic repeats and misassembly: a case study withréaalgresequencing of

Porphyromonas gingivaliseference strains

In press" BMC Genomics2018

La capacitZ actuelle de sZqueneage et la volontZ de descriptiercemprZhension
des microbiotes ont permis " plusieurs Zquipes " travers le monde déedZésilbactZries
associZes aux humains. Le matrobioteest utilisZ meme dans des revues de vulgarisation
scientifique et est associZ " plusieurs Ztats de santZ. léstZattendus de ces Ztudes sont
Znormes, de la meme manisre que 10Ztaient ceux des travaux sur feasyde gZnome

humain.

Pour comprendre les fonctions associZes "~ certains microbiotes, ilpdanbir
extrapoler les potentialitZs mZtaboliques des organismes prZsents et daire lavec
prZcision, il est nZcessaire dOidentifier le plus prZcisZment ptesiblpeces (voire les
souches) prZsentes au sein de la communautZ ZtudiZe et de connaiiZadmues. Sans les
sZquences gZnomiques, les capacitZs de comprZhension des interactibastérige et h™te

sont tres limitZes, incomplstes voire incorrectes.

La grande majoritZ des phyla prZsents dans les microbiotes humaimsaghagferes
sont les Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria et ProteobacteriimBant au tube
digestif, les Bacteroidetes et Firmicutes reprZsentent pres de 90% de testbactZries
prZsentes. Au niveau de la bouche, la rZpartition de phyla prZsents estiisdigsilibrZe
sauf en bactZries anaZrobies qui sont prZsentes principalement au nivilan dingivo-
dentaire.
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Le premier article prZsentZ dans ce manuscrit concerne une Ztude gZrdwsique
Bacteroidetes, phylum important dans les microbiotes humains, tant en nombre (pgercent
d'individus prZsents) quOen terme de capacitZs physiologiques. Dans un premieotamps
avons fait un Ztat des lieux descriptif des gZnomes disponibles daasdesde donnZes pour
ce phylum et nous les avons comparZ aux autres phyla. Ainsi, nous avons pu naser que |
gZnomes des Bacteroidetes ne reprZsentent que 2% de tous les gZnomesrie®e bactZ
disponibles, et ceci malgrZ leur prZpondZrance dans les microbiotes hurdairstettes les
niches Zcologiques prZsentZes en introduction de ce document. De plusafque rde
gZnomes s'ajoute un tres faible niveau de complZtude de ceux-ci, puidqus s gZnomes
disponibles, ~ peine 15% sont des gZnomes finis (complets), la vaste majméghondant ~
des gZnomes "en brouillon" (drafts) composZ dOune collection de sZquences contigu's
(contigs),et rendant difficiles les Ztudes de gZnomique comparative.

La raison de cette accumulation de gZnomes drafts est principalemiésultat dOune
contradiction dans la conception de nombreux projets de recherche qui, tentZ&gititZla
de sZquencer " des prix toujours plus bas, se lance dans des sZquenedggeng@ssimes
microbiens sans expertise en gZnomique et/ou en bioinformatique et sars gwvésinps et
en personnel, dans les Ztapes pourtant tres importantes de finition et deatinocdes
gZnomes. Ces Ztapes sont pourtant cruciales puisqu'elles valident, orierdassbogéent
correctement les contigs gZnZrZs automatiguement par les logicielsmi@ass et
permettent de pointer sur des expZriences complZmentaires ~ rZaliser poer el

confirmer la reconstruction du gZnome ZtudiZ.

La valeur des gZnomes draft est insuffisante parce que la certisoEZa ~ leur
assemblage est faible. De plus, leur utilitZ en gZnomique comparateaZduite. lls sont
difficilement utilisables pour Ztudier l'architecture du gZnome, les gtnesont annotZs
peuvent |Oetre de fason incorrecte (par transfert automatique dOannotations eetonZes)
IOorfZome proposZ est souvent incomplet avec des genes sZparZs, malsasaernthlt
simplement non reconstruits et donc interprZtZs " tort comme absents du ginomsi les
drafts peuvent stre utilisZs pour analyser le transfert horizontal de dangsylogZnomique,
I'’Zvolution de la syntZnie du gZnome et les analyses de pangZnome (tpoedgwZsents
dans des souches proches et qui pourrait expliquer des diffZrences phZnotypigedesintre

les conclusions sont moins solides quOavec des gZnomes complets.
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Un autre rZsultat surprenant de cet article est la grande variahilitbmbre de
contigs par gZnome draft que ce soit dans un meme genre bactZrien ou aungeinsdie
espece. Le nombre de variables qui peuvent impacter I'assemblage du g&tarend et
inclut des considZrations de laboratoire comme I'extraction, la purifiegtiarfragmentation
de IOADN, sans parler des possibles contaminations. DOautres raisoranpet®etpliquer
la variabilitZ des ces drafts proviennent des mZthodes de sZquen-agentizge (logiciel
utilisZ, parametres utilisZs) et finalement du gZnome Ilui meme (poagente GC, taux de
rZpZtitions nuclZiques, taux de paralogie).

Les mZtadonnZes associZes aux projets de sZqueneage des gZnomegslispotabl
base de donnZes du NCBI sont incompletes et mal renseignZes, les reesipagets sont
tres rarement mis ~ disposition. Nous nous sommes efforcZs de faire wuree approfondie
des mZtadonnZes des gZnomes disponibles en draft, mais nous ne soremesgestZ de
pointer sur une raison particulisre pour expliquer la variation des gZnomes drafthonai
pouvons Zliminer un certain nombre de possibilitZs. Par exemple, 'analyseudkes de
Bacteroidedragilis est assedZmonstrative. La grande majoritZ des souches (99 sur 107) ont
ZtZ sZquencZes avec une seule technologie (lllumina) et plus des de(B9tisus 99)
assemblZs avec un seul logiciel (MaSuRCA). Pourtant, la variabilitZ du ndenboatigs est
Znorme, de 31 "~ 2566 selon les drafts. L'autre espece avec un nombre sdffismafts pour
stre analysZs estorphyromonagjingivalis avec 17 gZnomes sur 20 sZquencZs en lllushina
assemblZs avec le logiciel Velvet. Comme prZcZdemment, la vifiasti remarquable,
allant de 22 ~ 192 contigs par draft. Les hypotheses sur la technologie de sfmiende
logiciel d'assemblage semblent donc insuffisants pour expliquer ces Vidsadilnous avons
donc cherchZ IOimpact des caractZristiques intrinseques aux gZnomes.

La principale raison invoquZe dans la littZrature pour expliquer lincapdestZ
logiciels d'assemblage ~ gZnZrer des gZnomes complets " partir dedaszdgienage est la
prZsence de sZquences gZnomiques rZpZtZes. Ces rZpZtitions, quand ellesaient de
supZrieure ou Zgale " la taille du read, crZent des problemes combinatoiss cpricluent
gZnZralement par un arrst de IOassemblage et une interruption du contig en cours de
reconstruction, provoquant des assemblages morcelZs. Si ces rZpZtitions sent souv
dZsignZes dans la littZrature comme responsables de la fragmentatigindeses, les
dZmonstrations sont rares voire absentes. En effet, pour prouver cette hypotfase, il
conna’tre le nombre de rZpZtions du gZnome avant de IQavoir assemblZ. Afin dsi p@®uve
sont bien ces rZpZtitions qui sont responsables, nous nous sommes intdregZhAvraes
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complets de diffZrentes souches de la meme espece. Dans un premg, fOUS avons
dZtectZ le nombre de rZpZtitions gZnomiques d'au moins 500 bp (avec un mirdentit/d'i

" 95%) dans les gZnomes complets des Bacteroidia. Nous avons Zgalement lebservZ
disposition dans le gZnome et leur nombre de copies. En utilisant cesscribus avons pu
montrer queP. gingivalis est I'espece avec le plus de rZpZtitions, en nombre et en frZquence et
que ces rZpZtitions se distribuent de manisre homogene mais alZatoing ldes gZnomes.
Nous avons donc choisi de poursuivre notre Ztude en nous focalisant plus erudzédies

espece microbienne.

Pour cela, nous avons utilisZ une stratZgie qui permet de simuler desdeeads
sZqueneage " partir de gZnome complet, en mimant les rZsultats obtemi@@uorsZquensage
lllumina MiSeq de type paired-end et nous avons identifiZ les ZIZmentsigZemrontenus
dans les interruptions dOassemblage (gaps) en mappant les contigs gZnZ&ré&gieniees
complstes de chaque gZnome. Les rZsultats cette expZrience, dZdfitaiticie 1, montrent
une corrZlation linZaire entre le nombre de contigs gZnZrZs " partir d'un agginesitico et
le nombre de rZpZtitions gZnomiques. De meme, nos rZsultats mettentemc&\que la
mesure de la qualitZ d'un assemblage par la taille des contigs gRiBYYest une mesure
qui peut otre trompeuse et donc ~ Zviter. Finalement, les gaps daserilElage draft des
reads artificiels nous a permis d'identifier, pBugingivalis, les sZquences responsables des
Zchecs des assembleurs, classZs en SZquences d'Insertion (IS) eteMiniatted-repat
Transposable Element (MITE), des sZquences intergZniques multicopiepZigiong dans
les rZgions codantes de genes paralogues (motifs internes rZpZtZs), lesrom&amsjues
et certains "lots gZnomiques dupliquZs. Les deux catZgories les moinstéZdas opZrons
ribosomiques et les "lots gZnomiques sont celles de plus grande : environp®ir Khacun
des quatre opZrons ribosomiques Riegingivalis et jusqu” 145 Kb pour certains ”lots
gZnomigques comme CnTPg1.

Nous avons donc choisi de rZaliser un sZqueneage déotypreadou de troisisme
gZnZration pour vZrifier si cette technologie permet de rZsoudre le proble@asderhblage
des rZpZtitions. Cette expZrience, rZalisZe sur les trois souchesetee#P. gingivalis
montre que meme en sZlectionnant des fragments de 10Kb pour sZquencée, ie/dine
des reads est plut™t proche de 6 Kb. Toutefois, cette taille pernaickeg@nsidZrablement
le nombre de contigs obtenus lors de IQassemblage. En complZment et afitir di@sbte
gZnomes complets, nous avons ZlaborZ une nouvelle stratZgie d'utilisatieaddepar le
biocurateur et permettant de limiter la validation par biologie molZeutaix gaps de taille
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supZrieure ~ 6 Kb : les opZrons ribosomiques pour les trois souches re-sZgeenoYes
transposon conjugatif dupliquZ pour IOune dOentre elles. Nous avons eu la surprise, en
comparant les gZnomes que nous avons re-sZquencZs, re-assemblZs ettvZeifiXs e
dOorigine, dOidentifier les erreurs suivantes :

¥ Le mauvais assemblage dOorigine pour le gZnome de la souche TDC60 aves: trois de
quatre opZrons ribosomiques et plusieurs protZines avec des domaines rdpZtZs ma

combinZs.

¥ Une inversion centrale au niveau du gZnome de la souche W83 et une erreur sur la
rZgion CRISPR qui est finalement plus longue quQinitialement publiZe (plus de
spacers et de direct repeats).

¥ La reconstruction, pour la souche ATCC 33277, de deux transposons conjugatifs
complets et orientZs dans la meme direction alors que la version dOaigieatc

une copie incomplete et orientZ dans le sens contraire de la copie complste.

¥  Apres la correction de ces erreurs dOassemblage, nous avons Zgalement @mgrepris
annotation biocurZe manuellement, avec plusieurs amZliorations notammeat dans
description des ncRNA et des CDS. Nous avons corrigZ la sur-annotaton d
gZnomes et avons dZsannonymZ de tres nombreux CDS initialement dZcrits de
fonction inconnue ou hypothZtique en prZdisant des domaines fonctionnels et
modZlisant des localisations cellulaires. Ce travail a permis dee£tduplus de la
moitiZ le pourcentage de CDS sans aucune description (de 22% initialement ~ 9%).

¥ L'article se termine par une analyse du pangZnome, en comparant, non pas les
sZquences via déest bidirectional hitsnais les annotations (notamment le nom
des genes) que nous avons rendues homogenes pour les trois souches et donc

facilement comparables. Ce travail a permis de prouver que :
¥ Le compartiment de genes uniques et accessoires est assez rZduit.

¥  Pres de 10% des genes sont rZpZtZs en plus de deux copies dans chacune des trois
souches.

¥ 85% des genes sont dans le core gZnome, rZpertoire commun gue nous avons proposZ

de diviser en un core constant (genes " plus de 97% dQidentitZ nuclZique), un core
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variant (moins de 97% d'identitZ nuclZique), un core avec des pseudogenes dans au
moins une des trois souches et finalement un core avec un phZnomene de paralogie
dans au moins une des trois souches. Encore une fois, la partie la plusntapteta

ces 4 core-gZnomes est le core constant qui reprZsente 93% IOensemble.

En rZsumZ, |Qarticle 1 dZmontre :

1.

2.

3.

les problemes liZs ~ I'accumulation de gZnomes drafts
la sur-accumulation de ces gZnomes depuis IQarrivZe des NGS

la corrZlation entre le nombre de contigs gZnZrZs et le nombre de rZpZtitions
gZnomiques

le risque de IQutilisation de la mZtrique N50

|Oexistence dOerreurs dOassemblage dans des gZnomes de rZfZrence, pourts

circularisZs
|GntZret du sZqueneage long-read
IOimportance de la validation par PCR des longues rZpZtitions

le gain, en gZnomique comparative, dOune annotation biocurZe et homogZnZisZe

Finalement, nous montrons que la plasticitZ gZnomique de I'éBpegegivalis est

plus liZe ~ des remaniements par recombinaison intra-gZnomiques (mosgutitfes

acquisitions de genes par transfert horizontaux (meme sQils existent). @eggBsivrent des

perspectives pour nos travaux futurs, notamment sur les genes prZsents dans éeagZ@om

variable qui sont, en grande partie, impliquZs comme des genes de virulengerethee

Ztude sur les fimbriae, structures d'adhZsion, est prZsentZe comme demidimele ce

document.
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Abstract

Background: Without knowledge of their genomic sequences, it is impossible to make
functional models of the bacteria that make up human and animal micrdbidtatunately,
the vast majority of publicly available genomes are only working drafts, ampleteness
that causes numerous problems and constitutes a major obstacle to gearatyphenotypic

interpretation. In this work, we began with an example fromclhsesBacteroidiain the
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phylum Bacteroidetes, which is preponderant among human orodigestive micréieta.
successfully identify the genetic loci responsible for assembly breakmsassemblieard
demonstrate the importance and usefulness of long-read sequencing and curated reannotation.
Results: We showed that the fragmentation in Bacteroidia draft genomes assenointed
massively parallel sequencing linearly correlates with genomic repetiis same or greater

size than the reads. We also demonstrated that some of these expeaislly the long ones,
correspond to misassersll loci in three referencd’orphyromonas gingivaliggenomes
marked as circularized (thus complete or finished). We prove that even astrooderage
(30X), long-read resequencing togethgth PCR contiguity verificationr(n operons and an
integrative and conjugative element or IGanbe used to identify and correct the wrongly
combined or assembled regions. Finally, althoughe-consuming and labor-intensive,
consistent manuddiocuration ofthreeP. gingivalisstrainsallowed us tacompae andcorrect

the existing genomic annotations, resulting in a more accurate interpretatlos ggnomic
differences among these strains.

Conclusions: In this study, w demonstrate the usefulness and importance of long-read
sequencingn verifying published genomes (even when complete) and generating assemblies
for new bacterial strains/species with high genomic plasticity. Ve show that when
combined with biologial validation processes and diligent biocurated annotation, this
strategy helps reduce the propagation of errors in shared databaseBmifing false

conclusions based on incomplete or misleading information.

Keywords

Porphyromonas gingivaljs Bacteroidetes, long-read sequencing, misassembly, genomic

repeats, annotation, biocuration, comparative genomics
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Background

Pioneer studies such as the MetaHIT consortium [1] and the Human Microbiorae Roj

have used high-throughput sequencing techniques to produce a detailed catalog of human-
associated bacterial taxa. The vast majority of prokaryotes identifigdd on human beings
belong to only four phyla: Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, and Pro&ad48}.

To date, the best-described human microbial community is the gut microbiotah|dh s

mostly (~90%) composed of members of the phyla Bacteroidetes and Firmicutes [5, 6].
Among these, the dominant classes are the strict anaerobes Bactenoid@loatridia,
respectively [7, 8]. Although their relative proportions may vary [9, 10], Bacteroidetes make
up approximately 50% of the gut microbiome [11].

The phylum Bacteroidetes (or OBacteroidaeotaO as recently proposed [12]), is highly
diverse, and its phylogenetics has beezll explored [13-15]. The &tepidia areGram
negative chemoorganotrophic rod-shaped organisms. Either non-motile or moving by gliding,
they have colonized several ecological niches, including soil, oceans,weatsh and the
abovementioned gastrointestinal tract [8]. Their genomes can undergo massive
reorganization, with extensive and frequent horizontal gene transfers (HGT#)easizes of
their genomes correlateiith their functional specialization [14]. Thelass Bacteroidia
includes some commensal genera that can present as opportunistic pathodeas, thec
intestinalBacteroidesand the oraPrevotellg PorphyromonasandTannerella[8, 14, 15].

Approximately 10 years ago, the technological breakthrough known as next-
generation sequencing (NGS, now also called SGS for second-generation methods or
massively parallel sequencing) exponentially lowered sequencing cuosking these
techniques widely accessible [16]. In recent years, massively parallel segueas almost
entirely been conducted using llluminaOs MiSeq and HiSeq platforms [17, 18]. Bmeseto

developments, most whole-genome sequencing (WGS) projects were conducted on organisms
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that were seleced due to their relevance to medicine or biotechnology [19], resultiray in
strongly biased portrait of microbial diversity [20]. Researchers such as those ihirothe
Genomic Encyclopedia of Bacteria and Archaea (GEBA) are currently attempi
compensate for this by sequencing at least one species from each known genus [19].

WGS generates primary information and a catalog of reference genomes. The
associated biological informatiors typically stored in online databases and used for
downstream purposes such as comparative genomics, transcriptomics, and prdtegamics
21-23]. For genome assembly using massively parallel methods, computationntime a
memory efficiency have led to the use of algorithms based on de Bruijn graphi [24$.
method, a genome is constructed using graphs, but if the assembly software ens@unt
genomic repeat that is equal to or longer than the read length, it eitheesritie assembly
by guessing (whicham create false joins) or breskt, leaving repeat-induced gaps [25-27].
Theseasserbly breaks are common because genomic repeats in bacteria accountX6é® to
of the total genome. Their frequentyyvariable but not adaptively neutral since repeated
DNA sequences are involved in protein-DNA interactions, bacterial immunity aiipation,
speciation and transcriptiahregulation [28, 29].

The expected outcome of WGS is the complete DNA sequence of a gé&momiial
draft sequencés usually obtained in a matter of days and then completed through genome
finishing, a cost-intensive process that may require months or even years [30]. eor som
bacteria, assembly finishingay be the most important step in genome sequencing, and there
are at least three strategies for gap closure and assembly validdi®rfirst of these
strategiegss reference-assisted gap closure, which consists of arranging contigs inttivee puta
chromosome using information from a closely related complete genome [31, 32]. This
assumes that the published reference sequences are accurate [33], biplgjidalled and

closely phylogenetically related [34]. The second strategy involves long read (re)seguenc
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using either mate-pair libraries [35] or long-read techniques such as PacBionB6] a
Nanopore [37]. The third strategy is based on genome maps [38, 39]. These methodologies
incur additional cost and require significant time investments. In faa, \WMGS project,
assembly finishing comprises over 95% of the total cast timeframe. Therefore,
researchers often decide that finishisgnot cost-effective, preferring to publish the draft
genomes, which abound in the databases [40]. The accumulation of numerous draft genomes
creates massive databases; unfortunately, the quality of the genodeeseiased since it is
based on incomplete and/or incorrect genomic data [41, 42]. Indeed, draft genontdiessem

are not sufficient for studying large-scale genome architectureddf}esult in incomplete

or incorrectly annotated genes (e.g., partitioned annotation of ORFs), and may hinder
evolutionary studies [44, 45] by leaving significant portions of the genome unclear or
inaccurate [17]. Furthermore, some studies have demonstrated the limitatiodi$fiaulties
associated with using drafts for studies involving HGT analysis, phylogesatimécevolution

of genome synteny, genome structural analysis, and pangenomic apg{84¢cH2, 46, 47].

In this study, we focuesl on Bacteroidetes genomes because of the importance of this
phylum in microbiota communities but also because this clade contains getifmhese
mostly available as draft¥Ve attempted to identify the reasons for this incompleteness. We
first explored the number of published genomes in Bacteria and determined & auprof
genomes released as drafts. We then studied species in whicht avieatrains have been
sequenced, since this is required for comparative analysis of their répedtdlowed ths
with in silico sequencinga elucidate the link between assembly and repetitions. Finally, we
narrowed in on the genomic diversity of an interesting model in this dfaphyromonas
gingivalis Using three principal reference strains, we comtbiong-read resequencing and

de novaassemblywith manually biocurated annotati®nn this way,we producel correct and
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consistent genome sequesdhat are valuable resources for future comparative genomic

studies.

Methods

Analysis ofthe NCBI genomedatabase

On 3 April 2017, we accessed all data through 2016 in the NCBI genome database
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/browse). For analysis purposes, we considered the
"FCB Bacteroidetes/Chlorobi," Terrabacteria Firmicutés," Terrabacteria Actinobacteria,

and 'All Proteobacteria" subgroups to represent the phyla Bacteroidetes, Firmicutes,
Actinobacteria, and Proteobacteria, respectively. The levels "Complede"CGhromosome”

were considered finished or complete genomes, and "Scaffolds” and "Cowntge
considered draft or incomplete genomes. Analysis was performed using R (v3.3.2) [48] and
in-house parsing scripts in Python (v2.7.10). We excluded all entries marked OCandidatusO
and entries that did not include full species identification specifyiniy thet genus and the

species.

Analysis of Bacteroidetes genomes

Bacteroidetes genomes were categorized by class and sequencing stasesju€hees of all
copies of genes encoding 16S rRNA were extracted from the complete genoigesneAt
was performed using thdAFFT (v7.222) plug-in [49]in Geneious (v10.2.3) [50] set to the
following parameters: automatic detection for the algorjthrscoring matrix of 200PAM/k

= 2; a gap opening penalty of 1.53; and an offset value of 0.123. A consensus sata®Enc

then created for each species using the default Geneious settingy, Biphalylogenetic tree

68



146

147

148

149

150

151

152

153

154

155

156

157

158

159

160

161

162

163

164

165

166

167

168

169

170

was constructed using the PhyML plug-in [51]. The tree was based on an HKY8&sahst
model [52] and features 100-bootstrap branch support; optimized topology, branch lengths,
rates, and nearest-neighbor interchange (NNI); ansubtree pruning and regrafting (SPR)
topology search. The tree was simplified to the class level accordthg téCBI taxonomy.

The isolation sources of all complete genomes were identified vis@Bd BioProject and
BioSample databases. The sources were classified into three categoriesnmental (soil,

fresh or marine water, sludge, mud, plants and algae samples), animal,(ms#uatks, fish,

birds, cattle, and domestic animals), and human (isolated from various badgfdiealthy

or sick individuals).

Complete Bacteroidia genomes and genoneigeats

Genomes of species of the class Bacteroidia were classifiedjbgrseng status ("Complete”

or "Draft") and by year of publication. The number of contigs in draft genomeanahzed

by genus. We retrieved the complete genomes (those having no assembly gdsgecies
identified as having only one chromosoméhe NCBI database. If plasmids existed, only the
chromosome was anald Species with two or more chromosomes were excluded (Table
S1). For further analysis, the complete genomes of species for which genauéenses of

two or more strains were available were studied; these included thBdotaroidesspecies

B. dorei, B. fragilis, B. ovatus,and B. thetaiotaomicron Porphyromonas gingivalisand
Tannerella forsythiaWe studied the number of contigs present in draft assemblies for those
species (Table 1). The genome-based similarity measure OrthoANI wa usesks$s intra-

and inter-species relatedness [53].
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Table 1. Information on the complete genomes used in this study

Sequencin GenBank
Species Strain q 9 Assembler Coverage | assembly

Technology ;

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
. . lllumina +

Bacteroides fragilis BE1 Nanopore SPAdes 68 + 8 GCA_001286525
Bacteroides fragilis BOB25 ‘+‘5S4a;é‘;rr”°”e”t Newbler 29 | GCA 000965785
Bacteroides fragilis S14 lllumina CLC-GW + SPAdes 73 GCA_001682215
Bacteroides fragilis YCH46 Sanger Pherd/Phrap 10 GCA_000009925
Bacteroides ovatus ATCC 8483 PacBio + lllumina | HGAP + Celera 350 GCA_001314995
Bacteroides ovatus V975 454 + Sanger Newbler 23 GCA_900095495
Bacteroides 7330 PacBio + lllumina | HGAP + Celera 395 GCA_001314975
thetaiotaomicron
Bacteroides VPI-5482 Sanger Phrap 7 GCA_000011065
thetaiotaomicron
Porphyromonas 381 454 + Sanger | Velvet + Newbler 50 GCA_001314265
gingivalis
Porphyromonas A7436 454 + Sanger Velvet + Newbler 57 GCA_001263815
gingivalis
gi%ﬁcgﬂzmonas A7A1-28 454 + Sanger Velvet + Newbler 94 GCA_001444325
;%gc&yur;monas AIW4 454 + Sanger Velvet + Newbler 60 GCA_001274615
Porphyromonas ATCC 33277 Sanger Pherd/Phrap 9.5 GCA_000010505
gingivalis
gpi%ﬁcgﬂzmo”as TDC60 454 +Sanger Newble + Phrap 9+7 | GCA_ 000270225
Porphyromonas w83 Sanger TIGR Assembler 8 GCA_000007585|
gingivalis
Tannerella 3313 sanger + 454 + | Newbler 21 | GCA 001547875
forsythia lllumina
Tannerella 92A2 Sanger Celera 12 GCA_000238215
forsythia
Tannerella KS16 sanger + 454 + | \ewbler 23 | GCA 001547855
forsythia lllumina

For complete genomes, we used Repeatoire to identify genomic repetitiomgetbat

at least 95% similar to each other and longer than 500 base pairs (bp) [54izivigubem

with Circos (v0.69) [55]. In each genome, the repeatOs initial location waadtkedstarting

point for all of the links to the other positions of that repeat, and we ocottadcthe copy

numbers of each repetition.
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Simulated reacassembly

For each genome, artificial reads were produced using ART software (v2.5.8) [56t set f
paired-end reads of 250 nucleotides (nt) each, 500 nt insert size, and a covetg&ef
built-in MiSeq simulation profile (v1) was used. For tRegingivalis genomes, elevede

novo assemblers were tested using the default parameters: A5-miseq (v20160825) [57];
CodonCode Aligner (CCA v7.0.1CLC Genomics Workbench (CLGW v8.5.1) fermi

(v1.1) [58} Geneious (v10.2.3) [50Minia (v2.0.3) [59]; MIRA (v4.0.2) [6Q] PERGA
(v0.5.03.02) [61] SOAPdenovo (v2.04) [62]; SPAdes (v3.10.1) [63]; and Velvet (v1.2.10)
[64]. For CCA and Geneious, reads were preassembled with PEAR (v0.9.10) [65]. Where
required, KmerGenie (v1.7016) was used to determink-therlength parameter [66].

After the initialted step,we seleced three software packages for assemblyalbR4
genomes. The fit was A5miseq in whichwe used the default parameters. For Geneious,
reads were preassembled with PEAR and then assembled using the dtddidm
Sensitivity/Fast setting and generating consensus with a 50% stri¢talorésr calling bases.
Finally, SPAdes was used with the default parameters but with trefu@zoption ank-mer
lengths of 21 to 127.

For each genome and assembly tool, we rejected contigs of less thanbkdéyse
they are not informativale assesseithe assemi@swith QUAST (v4.5) [67]. The fidelity of
each assembly was evaluated by mapping each set of contigs to theceefpgaome using
Geneious mapper (Medium Sensitivity/Fast option); the unmapped contigsejested, and
QUAST wasthen used again. The correlation between the number of repeats (copy number >
3) and each assembly was tested using the Oggplot20 and OnortestO paRkatjes i
identified theP. gingivalisreference genome segments that correspond to assembly gaps and

classifiedthese into five categories: genomic islams, operons, coding sequences (CDS)
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with repeated domains, intergenic sequences, and insertion sequences or mivietted-

repeat transposable elements (IS/MITE).

Bacterial strain cultureand DNA extraction

We purchased the ATCC 33277 and W83 (also known as BAA-BO§)ngivalis strains

from the American Type Culture Collection-LGC Standards (Manassas, VA, W8A)
September 2006 low (< 20) passage number was ugedgingivalisTDC60 (also known as
JCM 19600) was purchased from the Japan Collection of Microorganisms (Riken
BioResource Center, Koyadai, Japan) in November 2015, and a low (< 10) passage number
was used. All strains were cultured on Columbia European Pharmacopoeia dgar pla
(Conda, Madrid, Spain) supplemented with 5% (v/v) defibrinated horse blood (Eurobio,
Courtaboeuf, France), 5 g/L yeast extract (Conda), 25 mg/L hemin (Sigma-Aldrich, Saint-
Quentin Fallavier, France), and 10 mg/L menadione (Sigma-Aldrich). The cultwes w
incubated in an anaerobic chamber in a Whitley DG500 Workstation (Don Whitytic,
Shipley, UK) for 5 days at 37 jC in an atmosphere composed of 80%0Bb H, and 10%

CO..

For DNA extraction, each strain was cultured for 48 h at 37 %C under the same
atmospheric conditions described above. This was done in 50 mL BHI broth (BioMZrieux,
Marcy I'Etoile, France) enriched with 5 g/L yeast extract (Conda), 25 mg/Lnh@igma-
Aldrich), and 10 mg menadione (Sigma-Aldrich). After harvesting, d¥lls were washed
twice in Dulbecco's PBS (Dominique Dutscher, Brumath, France). A QIAamp MNAKIt
(QIAGEN, Courtaboeuf, France) was used for cell lysis and protein denaturation. The
following steps were performed using standard methods: DNA precipitatibnSwiol/L

NaCl (Sigma-Aldrich) and 0.7 volumes of cold isopropanol (VWR Chemicals, Fontenay-
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sous-Bois, France), twavaskesin 70% ethanol (WWR), and resuspension in sidiile-Q

ultrapure water (Merck, Darmstadt, Germany).

DNA library preparation and PacBio SMRT sequencing

Barcoded DNA library preparation and single molecule real-time (SMRT) sequeneneg w
performed using the Genome et Transcriptome (GeT) GZnoToul platform (Toulouse) France
according to the manufacturersO instructions. Quality comereperformed at each step.
DNA waspurified using AMPure PB beads (Pacific Biosciences, Menlo Park, CA, BA4),

the mass of dsDNAwas verified using a Qubit fluorometer (Thermo Fisher Scientific,
Villebon sur Yvette, France). The purity of the DNA was determined basezbsorbance
ratio using a Nanodrop spectrophotometer (Thermo Fisher Scientiza)g $Sneasurements
were performed using a Fragment Analyzer (Advanced Analytical Technologies, Evry,
France). In brief, each sample was diluted to!dmL and sheared on a Megaruptor
(Diagenode, Seraing, Belgium). Using!®/ of various barcoded adapters, a SMRThbell
Barcoded Adapter Prep Kit (Pac Bio) was used to repair and ligate 150 ng ofr&ixdents.

After end-repair and ligation usirgSMRTbell DNA Damage Repair Kit, the samples were
pooled. To remove unligated DNA fragments, the library was treated with an éeasaic
cocktail consisting of 1.81 UL Exo Ill and 0.18 W/ L Exo VIl (PacBio).

Library selection in the 6-50 Kbp ramgvas performed using BluePippin 0.75%
agarose cassettes (Sage Science, Beverly, MA, USA). Primers wereednime#he size-
selected SMRTbell with the full-length libraries. The primer-temptaimplex was then
bound to the P5 enzyme using a 10:1 ratio of polymerase:SMRTbell for 4 h at 30 jC. The
magnetic bead loading step was conducted at 4 jC for 1 h. The complexgsagerk into

the PacBio RS Il sequencer, which was configured to run continuously for 6 h at acsegue

73



252

253

254

255

256

257

258

259

260

261

262

263

264

265

266

267

268

269

270

271

272

273

274

275

276

concentration of 80 pM. The sequencing results were validated using the NGGitade

next-generation sequencing storage and processing environment [68].

Genome assembly and finishing strategy

We mapped the contigs obtained from thesilico reads to each reference genome. We
identified and retrieved the sequences not covered by the contigs, which coreedpaotie:
assembly gaps. Because these gaps are repeated regions, we clustegaetices at 99%
nucleotide identity and generated a consensus sequence. Thus, each consensots r@pees
type of repeated region. We used canu (v1.3) to correct, trim, and assemble thadsaw re
[69]. We mapped the corrected long reads to each consensus sequence thaviawesypre
identified; for each, we selected only reads overhanging at least 50(bathaénds. The
selected reads weme novoassemied using Geneious at 100% nucleotide identity. They
were then used to scaffold the contigs generated by canu and to finishs¢neblgsand
reconstruct the genome organization.

To confirm our construction, PCR was used on repeats longer than the median
trimmed/corrected read length (i.een operons and CTnPg1l). The primers used are listed in
Table2. Fortherrn operons, 22 addition®. gingivalisstrains were tested6 of these were
isolated from Colombian patients with periodontitis (UIBO421B, UIBO465, UIBO472,
UIiBO537B, UIBO655H4, UIBO695H2, UIBO710B, UIBO728B, UIBO728H3, UIBO742,
UIBO760B, UIBO771H2, UIBO783, UIBO801H3, UIBO1047B, and UIBO1047H [70]), 4
were isolated from French patients with periodontitis (2J14, M71, MAJ and Tid)2a
strains (OMZ314 and OMZ409) were provided by Prof. J. GmYr of Zurich, Switzerland. F
all PCR reactions, we used 50 ng genomic DNA, 1X Phusion GC buffer, 7% DMSO, 0.02
U/!' L Phusion Hot Start 1l High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Fisher), and 20@nM

each primer (Eurogentec, Seraing, Belgium). P@&s performed under the following
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conditions: an initial denaturation step at 98 ¥%C for 3 min; 30 cycles/af 98r 20 s, 63 ¥C
for 30 s, and 72 ¥4C for 7 min 30 s; and a final elongation step at 72 ¥C for TBemi
CTnPg1l validatiorwas performed under the same conditions asrthePCR except that no

DMSO was used and the annealing temperature was 67 ¥4C.

Table 2. Primers used to validate the architecture of thd?orphyromonas gingivalis

genome
Primer Name | Primer sequence (5to 3)) Tm (YaC)
rrnlkF TCCCCACCGGCAAAAACATC 68.0
iR 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
ctnpgl 5outl | GACGGAATTTGCGTGTTGATATAGT 64.3
ctnpgl 5out2 | ATAAACGTGTGGCCGAAATAGATTC 65.3
ctnpgl 5in CAATAGCGTTTGCATTACCTCATCT 65.3
ctnpgl mid ATCGGTGGAGATGTTCATACTACTG 63.9
ctnpgl 3in GTATTTGCCCAATACTCTCTGAACG 64.9
ctnpgl 3outl | CGACAACATCGTATTTCTCTGTCAG 64.9
ctnpgl 3out2 | CACCGAGATTCAAGGTTATGTGATG 66.9

Genome annotation and biocuration

Genomes were annotated using Prokka (v1.12-beta) [71], Genix online [72], andkRAST
(v1.3.0) [73]. The annotations for the gene starts/ends, gene names, gene product dgscription
gene status (gene, pseudogene by stdpame or frame-shift), EC numbserand functional
descriptions were all manually biocurated [74]. For this purpose, we performed NCEHTBLA
searches [75] against non-redundant databases as well as domain searujpetheusi
Conserved Domains search tool [76]. The results were then compared to the precomputed

annotations from MicroScope [77].
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The presence of signal peptides was amdlysing the Sign&® 4.1 server [78] and
SOSUskignal [79]. Protein subcellular localization predictions were made using RSORT
(v3.0) [80] and CELLO (v2.5) [81]. The outer membrane proteins predicted by these tools
were then confirmed using BOR[82], and LipoP (v1.0) [83] and DOLOP [84] were used to
predict the lipoproteins.

Insertion sequence transposases were renamed as per the ISfinder [85] nomenclature
Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPRs) wereeid ersiifig
CRISPRfinder [86], CRISPRDetect [87], CRISPI [88] webtools and the CRT plug-in [89]
with Geneious. We predicted genomic islands using IslandViewer (v4) [90], which has
precomputed predictions from SIGIMM [91], IslandPath [92], and IslandPick [93]. Island
prediction was also performed using EGID [94], which implements AlienH{@&r SIGI-

HMM, IslandPath, INDeGenlUS [96], and PAI-IDA [97].

All genomic sequences and the reads used to produce them were deposited in

GenBank and in the NCBI BioProject database with links to the BioProjeztsacn number

PRJINA393092.

Comparative genomics

Genome-level comparisons were madth progressiveMauve [98] using the default settings.
The same program was used to identify locally collinear blocks (LCBs) agig-siucleotide
polymorphisms (SNPs).

For each strain, we compared the available annotation iN@Bd database to our
manually biocurated annotations feature-by-feature: rRNA; tRNA; tmRNA; ncRNA,;
regulatory; repeat region; and coding DNA sequence (CDS). The CDS were extpat@t
pseudogenes and OtrueO coding regions. é-tattércategory, the CDS/pseudogenes present

in both annotation versions were termed Ocommon,O and those that were psegeoiuon|
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new version were called Onew.O0 We noted all instances of changea @B8 to a
pseudogene and vice versa, fusion (more than one interval becoming one interval) and
separation (one interval becoming more than one interval), and changes in the taduohg s
Finally, we also analyzed the changes in start/stop codons.

We concluded our studyith apangenomi@nalysis othe P. gingivalisstrainsATCC
33277, TDC60 and W83. The CDS and pseudogenes were classified into six: groups
multiple-copy genes (nucleoid-associated proteiasgenesxer genes, and transposases in
ISPQ); those that appeatin only one copy irall of the strains and were highly conserved (>
97% nucleotide identity); those present in only one copy in all of the straimgthigequence
divergence (< 97% nucleotide identity); those preseallithree strains but present in more
than one copy irat leastone strain and/or having pseudogenes; those present only in two

strains and either copied or with pseudogenes; and those present in only one strain.

Results

The Bacteroidetesphylum is representedby few genomes mostly

incompleteandwith variable numbes of contigs

Bacterial genomes represent approximately 85% of the available genomes NCHBie
genome database. Despite the fact that Proteobacteria represeatiselyrehinor constituent
of human microbiotait is the most sequenced bacterial phylum, even in compatistire
two most abundant phyla, Bacteroidetes and Firmicutes &lg). Furthermore, the
accumulation of incomplete draft bacterial genomes is notable, comprising 8%{9&#6
entries depending on the phylum (Fig. S1b).
Within the phylum Bacteroidetes, thtasseBacteroidia and Flavobacteriia constitute

90% of the listed genomes. Flavobacteriia is mostly associated witloremeéntally obtained
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samples, particularly with aquatic species such as water and flebgpas, and rarely (18%

of complete genomesyith humans. In contrast, Bacteroidia isolation sources are human in
more than 75% of cases (Fig. S2a). Although generally considered part of the normal
microbiota, Bacteroidia are pathobionts thah become pathogens upon dysbiosis. Prior to
the introduction of massively parallel sequencing, only four complete Bactegad@mes

were published. Since 200this number has grown exponentially, mainly due to the large
number of draft genomes that have accumulated to such an extent that ttdagslds many

draft genomeascomplete genomes are available (Fig. S2b).

In addition to the preponderance of draft genomes, the Bacteroidia draft genomes are
extremely fragmented; half of them contain more than 75 contigs. The nundwmartigls per
draft ranges widely from 2n Prevotella oryzaeDSM17970 to 4357in Bacteroides
acidifaciensla3B. Observing the number of contigs per draft in bacterial gevigrat least
five draft genomes, we noted that 50% of all entaesBacteroidesand thatBacteroides
ParabacteroidesandPrevotellaall have at least one draft genome featuring more than 500
contigs. Based on their interquartile ranges (IQRs), the genera with leserasiate found
to beAlistipesandTannerella coincidentally, these wettbe generavith the smallestnumber
of draft genomes. At 93 contigs per draBacteroidesand Tannerellahave the highest
median number of draft genomes (Fig. S3a). Even when only species havingt dtvtea
complete genomed®( dorej B. fragilis, B. ovatus B. thetaiotaomicronP. gingivalis andT.
forsythig are consideredhis variability is still quite largeB. fragilis representalmost20%
of all Bacteroidia drafts and is the most variable in terms of thébauwf contigs per draft.

B. doreiandT. forsythia althoughthe species with the smallumber of drafts, are the least

variable. FinallyP. gingivalishas an intermediate profile (Fig. S3b).
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366 Draft variability cannot be explained byeguencing and assembly

367 methods

368 Several hypotheses could explain the observed variability in the featuhesdhft genomes.
369 It could be linked to differences in the assembly strategies (algorithns type&pecific
370 assembly tools) and/or the massively parallel technologies used. Tioesediytpothesesye
371 collectedall of the available information on sequencing and assembly methodologly ddr
372 the draft genomes of the sspeciesstudied here (Tabl&2). Of the 166 drafts, 144 were
373 sequenced using lllumina technology, and only six assemblers were use@ foyvo
374 assembly. Five assemblers used the De Bruijn graphs (Allpaths, Velvet, ABISS
375 Genomics Workbench), covering 40% of the drafts. The final MaSURCA assemitig, isv
376 based upon the de Bruijn and Overlap-Layout-Consensus (OLC) approaches, was used for the
377 remaining 60% of the drafts. However, the overrepresentation of MaSuURCA is dsmgtea
378 sequencing project of different strains Bf fragilis at the Institute for Genome Sciences
379 (University of Maryland, Baltimore, MD, USA). Once again, the results (whepleer
380 assembler or per bacterial speciwsye verydiverse. InB. fragilis projects using lllumina for
381 which an assembler was specified (99 of 107 drafts), MaSURCA generated 31 to2@6 c
382 (n=69), Allpaths produced 5-14 contigs<£ 10), SPAdes generated 73-343=(8), ABySS
383 produced 150-129h(= 6), CLC Genomics Workbench produced 5-156 (), and Velvet,
384 which was only used once, generated 52 contigs. The. 2ngivalisdraft genomes were
385 sequenced using lllumina technology and then assembleidn&g with Velvet (generating
386 22-192 contigs) and once each with SPAdes (92 contigs), Celera (104 contigs), and
387 SOAPdenovo (117 contigs). For all other species, the number &k dvédh known
388 assemblerss too small (< 10) to draw conclusions. At this point, therefore seems that
389 technologial differences in sequencing and assemislgmot explain the extensive
390 differences in the number of contigs per draft.
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The hypothesis that intra-species diversity might be responsible for thabiirgyri
remains to be explored. Because this hypothesis involves comparative genonycs, onl

complete genomes could be used to explore its validity.

CompletePorphyromonas gingialis genomes are the most diverse and

repeatedyenomes withirBacteroidia

By calculating the average nucleotide identity (ANI), we separated two gobspscies. The
first groupcontainedthe Bacteroideggenus whereaghe second groujncluded P. gingivalis
and T. forsythia (Fig. 1a). ANI values offela robust and sensitive way to measure the
evolutionary relationship of bacterial strains [99]. With the exception ofPthgingivalis
group (11 of 21 pairs), the ANI values of all the species are high and unifayniffi Thee
values suggest that only minor genomic differences exist within spectegeéute the
hypothesis that global intra-species diversity could explain the variainiliiye number of
contigs per draft genome. However, because small variations such as depeadenic
regions cannot be detected by the ANI method and since repeats have beed tietla the
main cause of assembly gaps, we decided to evaluate the possible refeeats in the
fragmentation of draft genomes.

We determined the number and locations of each repeat type. Because llkithina
industry standard and its MiSeq platform generates 2 x 250 nt paired read, thve low
threshold to 500 bp and looked for the répe@he histogram irFig. S4 shows the mean
number of repeaté each species (2 to 10 copies at 95% identity). Notably, althBugh
fragilis displays the greatest variation in number of contigs per drdfas an intermedie
number of repeats, and these have low copy numbers and occur a maximum of amlgssix t
P. gingivaliscan once agaihbedistinguishecashaving thelowest total number of repedtsit

the highest number of copies for each repeat type, with a total of apprdyid@teifferent
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repeats copied more than 10 times (Fig. S4).

We used a Circos figure to visualize the genomic repeats with more3 tbapies in
eachcomplete genome. The plot illustrates the distribution of the repeateahld¢heir copy
numbers in the form of a heat map, the color of which changes from blue t® tfegl @unt
increass (Fig. 2). The plots show thatll six available strainsf B. fragilis possessew types
of repeats and that repeats are not frequent. In contrast, all of theBathieroidesspecies
genomes B. dorej B. ovatus andB. thetaiotaomicrophave more repeats that occur more
often and display greater variability within the strains. Finallg observed that the sevén
gingivalis strains had the highest genomic complexity and diversity with respeepéat
frequency.

The intra-species diversity d?. gingivalis and its large number of highly frequent
repeats make this species an interesting model for analysis of gaetiof genomic repeats
on bacterial genome assembly, especiallBacteroidetesThe P. gingivalisstrainsappear as
three branches on tHeNA-DNA distance tree. Two of these branches correspond to the
previously mentioned closely related strains: ATCC 33277 with 381, and W83 W4RB6A
(Fig. 3). The ATCC 33277/381 branch contains the genomes with the most repeatenvath
loci repeated more than 25 times, followed by the W83/A7634 branch. The rentaiamud)
contains TDC60, AJW4, and A7A1-28, which display the lowest numbers and frezpanc
repetition. With the exception of W83 (from Bonn, Germany) and TDC60 (from Tokyo,
Japan), k of the cited strains were originally isolated in the USA. Despite ¢bimmon
origin, there is no apparent link between isolation populations and genomic isapetit
frequentes To test whether the variatiom genomic repeat countaffects assembly
completion and since the real sequencing reads from the initial sequenceggweye not
available, we produceith silico reads based on the complete published genome of the seven

P. gingivalisstrains andh silico simulated paired-end reads.
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Simulatedsequencingevealsa correlation between contig and repeat

counts

To generate the artificial reads, we used ART software. This stiolsf mimics the real
sequencing process and permits simulation of the data that are producedibvglynparallel
methods; the simulated data display each technologyOs inherent empoisaimed profile
gualites. For the seven complete. gingivalis genomes, 11 assemblers were tested. The
assembler spectrum was restricted to softwarectatreat lllumina reads but was otherwise
chosen to be as wide as possible. Three of the assemblers are mannwdrcial software
suites (Geneious, CLC Genomics Workbench, and CodonCode Aligner); the otherslare free
available for academic purposes. Since de Bruijn graphs are inescapablar¢thesed by
A5-miseq, CLC Genomics Workbench, Geneious, Minia, MIRA, SOAPdenovo2, SPAdes,
and Velvet), we made an effort to also include different assembly metiraxiisding
Overlap-Layout-Consensus (CodonCode Aligner), string graph (fermi), and greedy algorithm
(PERGA).

We assessed each assemblyOs fragmentation andembimfmathat of the others using
QUASTOs N50 parameter. ForRallgingivalisstrains, Geneious produces thegestcontigs
and thefewest per assembly. SPAdes and rAiSeq are just behind, with very similar
performances. The other assemblers generate more fragmented assemidiesieaf\elvet
and PERGA) do not even seem suitable for this bacterial group éigCldser examination
of the results of the three assemblers producing the highest N50 (Fig. 4b, uppeshmane
that the number of contigs obtainisdelow the median (90.5) of the published draft genomes
assembled with real reads (Fig. S3b).

N50 can be misleading, however, because it provides no information on assembly

accuracy;t cantherefore give the impression that one tool is more algorithmicallyiexffi
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466 than amother even whents results do not agree with the biological sequence. Since the
467 simulated readsvere created from the complete NCBI reference genomes, mapping the
468 resulting contigs against the genomes should be bialbgiconsistent. The unmapped
469 contigs would therefore be rejected as believed to be incorrect, resultiggraph shown in
470 the lower panel of Fig. 4b. The plot demonstrates that despite their 8@ykdiles, Geneious
471 contigs, especially the longer ones, are not consistent with the real sequikacplot line

472  will therefore fall short of the expected genome size, resulting in dietsare not at all
473 complete. In contrastASmiseq and SPAdes yieldimilar plots since they accurately
474  reproduce the biologat sequences, despite the fact that their resulting contigs are shorter.
475 Evaluating assembly completeness solely based on the N50 medribad idea, and it is
476 preferable to obtain a draft genome that is correct eveit i more fragmented.
477 Consequently, ASmiseq and SPAdes produce the best results fer givegivalisgenomes

478 (modeled with MiSeq reads), amde confirmed this to be true for the other Bacteroidia
479 species as well (Fig. Sba).

480 A direct positive linear correlation can be observed in the numb@&. gingivalis

481 genomic repeats (at least three copied loci) and the number of biologicafig sontigs

482 produced by Abiseq or SPAdes from the silico simulated reads (Figic). This correlation

483 is also observed for the other complete Bacteroidia genomes studied lger85(b)i. In the

484 case ofP. gingivalis it is true even when all genomic repeats, including duplications, are
485 included (Fig. S5c).

486 We can classify the functions of the elements that are annotatieel lmeaking points
487 of the Abmiseq and SPAd&s gingivalisassemblies. These gaps coincide with the repeated
488 regions in the genome, and two thirds of them correspond to copied insertion se@i&nces
489 or miniature inverted-repeat transposable elements (MITEs) with a maxiemgtin of 1.1

490 Kb. In order of their occurrence, the other four categories are: intergenic unannotated regi
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repeats found in coding regions (such as gingipains) that have several paralogeraadl i
repeated motifsrn ribosomal RNA operonfresent in four copies iA. gingivalig; and the
least frequent, genomic islands (Fig. 4d).

This study shows that to correctly assemble a genome from IlluminayvVé&ds of a
few hundred nucleotides, ig helpful and even indispensable to hawdeata good estimate
of the quantity and frequency of genomic repeats. This knowledge permitsdbkatoah of
contig counts with little or no misassembly expected. It could alsoihehge choice of the
best finishing strategy for the assembly. However, as seen here, this knovgealfgen
impossible to obtain in advance, since even among bacterial speeietrdins are very

diverse.

Choosing Porphyromonas gingivalisstrains for resequenimg and

reassembly

Taking into account our initial results and observations, we chose to resedoereR.
gingivalis strains (ATCC 33277, TDC60, and W83) using long-read technology from PacBio.
We chose thgestrains because they are commercially available, allowing otherclesesato
reproduce our results, and because of their geographic diversity (they appear in North
America, Europe, and Asia). Moreover, thesere the first P. gingivalis strains to be
sequenced and are considered reference strains. In addition, ATCC 33277 and W83 are
frequently used to study mutants, in functional analysis, in adherence/invasoimwelving
different types of human cells, and for other purposes.

For each strain, the mean coverage was approximately 30X (29.7 to 30.4), and the
median corrected/trimmed read length obtained from cmas 63 Kb. The reads were
assembled with canu, producing 18, 28, and 11 contigs for ATCC 33277, TDC60, and W83,

respectively, and the finishing strategy described in the Methods sectiblecrasembly
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completion. All of the resulting complete assemblies differ from ithially published
sequences. To validate the results, we performed PCR to confirm the organdkie large
genomic multicopy regions. These included titmeoperors (Fig. S6a) and, for ATCC 33277,
the duplication of the CTnPgl genomic island and the orientation of theopiesqFig. S6b-
c). All of the RNA ribosomal operons from the ATCC 33277 and W83 strains weretedlida
and found to correspond to the published structures. Howsearrected 3 of the &n in
the TDCG60 published genome, and this result confirms the observatades by Naitcet al.

in 2008 gee their Supplementary Fig. 3) [100]. The most surprising rewa the
reorganization of 2rrn loci in W83 compared to the other two strains (Fig. S6a). To
determine whether this reorganization occurs only in this strain, 22 additicaiak svere
subjected to PCR verification; we found thiats in fact restricted to W83 (Fig. S6d). The
general arrangement oh operons irP. gingivalischromosomethereforeseems remarkably
stable despite the varied positions of these operons relative to the origplicdtion ¢riC)
due to the high genomic mosaicism of the species. Homologous recombinatiwrrat
extremities seems extremely rare and probably accidental since of appebxiBta strains

only W83 isaffected

Differences from published genome sequences

With all three circular genomes confirmedg proceeded to identify the ways in which these
genomes differed from the previously published sequences for these straingsed/e
progressiveMauve, which identifies locally collinear blocks (LCBs) to companeuthieshed
genomeswith our constructions. Insertions and deletions indeaovoassembly compared
to the published sequence were noted (EWy. The differences are reported in detail below.
In ATCC 33277, CTnPgl is found to be completely duplicateith both copies

oriented in the same direction (Fi§7). The other differences in this strain are three deletions
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541 and one insertion (Fig. 88 Since the ANI values showed a significant similarity of the
542 ATCC 33277 and 381 strains and the 381 stadsio has two complete CTnPgl copies, we
543 compared our ATCC 33277 genome reconstruction with the 381 genome [101]. We=dbserv
544  two collinear genomes with length difference of only 1 kb and approximately 100 SNPs.
545 The dissimilarities, which are minor, occur mainly in repeats anldeilCRISPR1 regiorAs

546 the complete 381 genome was assembled from 454 reads using Velvet andr Nibetde
547 could be assembly errors. By mapping the lllumina HiSeq reads of the recent|@8tcseg
548 [102] to ourde novoATCC 33277 constructionye positiored 99.5% of the reads without
549 any gaps, suggesting that these American strains could be variants of the same strain.
550 TDC60 is the most changed, since, as discussed, 3 of the were incorrectly
551 assembled during the initial construction. This means that in our nemlalys large sections
552 of the genome are translocated (LCB2 and LCB5) and inverted (LCB3)3BigThe other
553 differences are one insertion into a BrickBuilt 7 MITE [103] and four deletions (Fig S8b).
554 Finally, the new W83 strain has a central inversion (LCB2) (Big. The new
555 sequence consists only of a 523-bp insertioncwisbrresponds to eight additional direct
556 repeats and the same number of new spacers in the CRISPR2 region (Fig. S§ehorhe
557 length differences and numbers of SNPs in the three strains are shown in detail in Fig. S7.

558

559 Annotation and manuabiocuration of three selectedP. gingivalis

560 strains

561 We automaticallyde novoannotated the threl@orphyromonas gingivalistrains using three
562 pipelines, after which they were manually biocurated. This allowed usatalastlize the
563 structural (syntetic) annotation, which consists mostly of CDS start/stop codon positions, and
564 the functional annotation, using a single ontology for gene names and fahdgsoriptions.

565 The number and nature of all 12 rRNA genes (in four operons), 53 tRNA genes, and 1
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tmRNA gene are identical to those in the published genomes, although thenpasitsome
relative tooriC vary due to the reassembly. Seven of the riboswitches (5 cobalamin and 2
thiamine pyrophosphate riboswitches) were already annotated in all of thes,stadwe
added 1 S-adenosyl methionine (SAM)-II long-loop riboswitch per strain. It is noteworthy
that d of these riboswitches were described by Haatilal [104]. For the small non-coding
RNA (ncRNA), only rnpB (bacterial RNAse P) is present in the previous annotation. We
positioned and annotated additional ncRNAsne each ctRNA (antisense RNA),
Bacteroidales-1 RNA, and bacterial signal recognition particle (SRP RNA)atdr strain.
We also added various group Il catalytic introns: 5 in ATCC 33277; 4 in TDC60; and 3 i
W83. For all riboswitches and ncRNA, the synteny is conserved. Two group Il catalyti
introns are present imaeRand inpunA The variation in numbers in this group is explained
by the paralogy irraE (a gene containing this ncRNA is present once in W83 \aite tn
ATCC 33277 and TDC60) and by an additional ncRNA in the ATCC 38217 gene that is
absent from the other two strains.

For ATCC 33277, TDC60, and W83, we added 213, 199, and 188 peptide signals and
23, 19, and 21 mobile elements (genomic islands, transposons, and conjugative trapsposons
respectively, to the original annotations. We further completed the annotatiotergfenic
sequences with repeated elemenBsickBuilt/MITEs (complete or partial), dispersed
genomic repeats (> 500 bp with at least 95% identity), and CRISPR regions. We did not
annotate any short repeats (3 to 31 bp) or sequence-tagged sites.

Finally, the longest and probably the most important biocuration work involved the
CDS and pseudogenes, which we were able to dramatically improve. Tafadigceability
in publications and databases, we kept the initial locus_tags whenNtAes&guence was
unchanged or very similar (only having a new start and/or stop position). When the

differences were larger (e.g., changes in the coding strand, ORF fusenegwar CDS),we
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591 created new locus_tags marke@N_n PGTDC60_nandPG_nfor ATCC 33277, TDC6O,

592 and W83, respectively. In the previous versions, the pseudogenes had coding sequences and
593 gene annotations, with pseudogene status annotated in the gene qualifi€y Omege. could

594 be classified into the categories Oframeshifted,0 Oincomplet®idtaml stop.O Following

595 the NCBI Prokaryotic Genome Annotation guidelines

596 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/genomesubmit_annotation/), we annotated the

597 pseudogenes with the gene feature only (no CDS) and added an asterisk to thergene na
598 field so that pseudogenes could be easily distinguished from normal coding regions. The
599 gene_desc qualifier field describes the function of the pseudogenized gertes egason for

600 the pseudogenization (OfragmentO or OframeshiftO) is listed in the ritge. §ulatre they

601 are relevant, gene fusions and coding strand changes are also mentioned in the OnoteO field.
602 For the three strains, our revised annotation confaimer CDS and pseudogenes than

603 are found in the original annotations (Table 3). These differences areialsdnt to over-

604 annotation of the original genomes and to gentorgenome annotation propagation caused
605 by the difficulty of distinguishing between small coding ORFs and EvtleLFellows or

606 ELFs [105, 106]). These are regions that can accidentally produce ORFs that are not
607 biologically verified. To avoid erroneous elimination of real small ORFsidemtified ORFs

608 as ELFs only if one of the following conditions applied: if the ORFs vesmeotated in

609 intergenic repeats such as MITEs, which by definition do not code [107]; if Ries vee

610 not conserved in all 30 availabRe. gingivalis complete and draft genomes but the DNA
611 sequences and synteny were conserved; and if the ORFs were small andedoases

612 AMIGA status thatwasOwron@[108]. We systematically predicted the cellular localizations
613 and/or the conserved functional domains of the small conserved ORFs. Thisnssmet
614 enabled us to improve the annotation of the hypothetical functions of small i@DS

615 Olipoprotein,O Oinner membrane,O Operiplasmic,0 Oouter membrane,©®dcd Gawalhet
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the use of manual biocuration permitted us to correctly identify some coglijugrsces as
pseudogenes and vice versa, to fuse two initial CDS/pseudogenes into onedmmkta
CDS/pseudogene to create two or more. In rare caseshf, our re-annotation produced a

coding strand change for the ORF involved (Table S4).

Table 3. Summary of CDS and pseudogenes (in pares)hies¢he original and curated

annotations
Original Curated Common to| Curated Eliminated
annotation | annotation | both start/stop ELFs
positions
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)

Comparison of the original annotations aodr comprehensiveyntectic re-

annotations

To compare the original and curated annotations, we began by summarizing thencomm
CDS and genes in the two versions as well as the number of curatemhdtatbp positions
and eliminated ELFs (Table 3). Additionally, for ATCC 33277, we added 55 new coding
sequences; these usually corresmaitd the re-establishment of a complete CTnPgl copy or
the reconstruction of complete ISPg CDS copies. For the TDC60 strain, we 2duead
pseudogenes (ISPg) and 6 new CDS (coding for 2 ISPg, an NAP, a peptidase, a rhodanase,
and a PF07877 domain-containing protein). Finally, in the W83 straidew®voannotated
6 pseudogenes (5 ISpg and a PFO7877 domain-containing protein) and 12 CDS (these encod
7 ISPg, 2 integrases, an NAP, a transcriptional regulator HxIR, and a viruleaiesi@huM
protein).

To compare the functional annotations in the two versions, we grouped the common

features into five categories: nucleic acids and protein metaboliptic@teon, transcription,
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translation, histones, proteases, etc.); metabolism and transport of mohsother
macromolecules (transporters, porines, ion channels, ferritin, kinases, hydrolases, etc
mobile elements (conjugation, competence, phages, etc.); proteins withgoeddsiblogical
functions but with a predicted subcellular localization or possessingeatified functional
domain (lipoproteins, inner/outer membrane, or proteins which contain GLPGLI or zinc
finger domains, etc.); and proteins that are conserved in all avaialjegivalisgenomes

but to which we could not assign a function (DUFs, FIGs, and some COGsaraktd as
hypothetical).

Our biocuration and re-annotation work on the coding sequences and pseudogenes
shared by the two versions resulted mainly in the de-anonymization of hypalheti
CDSl/proteins of unknown function (Fig. 5). These constituted approximately 22% of the
original annotation and now represent only approximately 9%. Thiy mscribed functions
were placed into four other categories as follows: 6% were added to noéecata/ion
transport and metabolisran additional 3% were placed in nucleic acids/protein metabolism,
mobile elements increased by 2%, and 2% were added icstleé CDS with a predicted
conserved domain and/or subcellular localization. Finally, we noted that foneive
pseudogenes and coding sequereesvell as allof the other changes (features, fusions,

separations, etc.), the new annotations are particularly enriched in mabienet (Table

S4).

Pamgenome analysis

All gene annotations (both true CDS and pseudogenes) from the three strardassified
into the five previously cited categories (Fig. 6). As shown in $8y.with the exception of
genes related to mobile elements, the absolute number of genes integoinycia uniform.

These transposases, integrases, phages, and conjugation genes are overreprédebéd in
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33277, and underrepresented in TDC60. Even after manual biocuration, 16.8% of all genes
remain poorly characterized; 7.7% have only subcellular localization prediotidnsctional

domains, and 9.1% of the proteins conserved. igingivalisstill have unknown functions.

TheP. gingivalisATCC 33277, TDC60 and W8Bangenome can bdivided

into four categories

The firstclassis genes that are present in at least 2 copies in all of the ststdaas; thee
represent 10.1% of the total number of genes in ATCC 33277 and 7.5% of the totahgenes i
the other two strains. Some, such as DNA helicase, transcriptional oeguétthe lelix-
turn-helix HTH) 17 family, and nucleoid-associated proteins (NAP), are involved in nucleic
acid metabolism. The others are associated with horizontal gene itramgfeinclude
integrases, tetracycline-resistance elemets, genes of conjugative transposons, and
transposasegncoded by several types of insertion sequenéeg. (S10a). Transposases
represent more than a third of the multicopy genes and ary fpgiudogenizd, particularly
in W83 (Fig. S10b). Their distribution in the straiasrariable; ISPg8 (previously known as
ISPg1) occurs the most frequently, followed by IS195 (formerly ISPg3). It is notable that
W83 is the only strain rich in ISPg4. In ATCC 33277, we annotated a pseudogenized ISPg5
despite this geneOs being described as absent by Celitdr{a09] (Fig. S1@).

The next categoris the Odispensable/accessory genome,O which consists of genes that
are present in only two of the three strains (70 genes in ATCC 33277, 82 in TDC60, and 49 i
W83). Genes with unknown function are more abundant, with 40% (38.6 to 44.9%) poorly
characterized genes in the accessory genome vs. 17% in the core (Fig. 5). Magseof t
genes are in chromosomal regions that have been annotated as genomic islands.

The third gene class (Ostrain-specific or unique genesO) consists ofhgerars

present in only one of the three strains. This class includes 3.3% of tharg@i€3C 33277,
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2.9% of the genes in TDC60, and 4.7% of the genes in W83. Within this classygjates

to mobile elementper se are rare (< 5%), and genes of unknown function represent
approximately 45% in ATCC 33277 and approximately 35% in TDC60 and W83. The
singularity of these OuniqueO genes is relative since BLAST araflyRphyromonas
genomes yields homologs in at least one other genome. This is often ¢ehtorc@sTCC

33277 genes in the 381 or HG66 strains and for W83 genes in the A7A1-28, A7536, and
AJW4 strains. Some of the unique genes present in the three strains baad aitnerella
forsythiagenomes. Many of the unique genes are clustered in the genome.

The final gene class can be referred to as the OcoreO genome becmiams the
genes that are present in all three strains. €laissincludes more than 80% of all genes
(82.8% in ATCC 33277, 85.0% in TDC60, and 84.7% in W83) and can be further subdivided
into a constant core, a variable core, a paralogy core, and a pseudogenized cofdel @yig. S
Due to paralogy, the total number of genes in the core genome variagsstauts at 1522
genes.

The first subgroup of genes in the core genome i©tiwre genomeensus strictd or
the Oconstant core genome,O which contains genes with only one ortholog iraisaahds
more than 97% nucleotide identity. The constant core represents the majoliy obre
genes If = 1424, 93% of the core); we classified these genes into the functidegbicas
described above (Fig. S11b). There are only four genes related to horizontal g&iee, taad
all four (pir, yhal, vrgG, and p12) correspond to phage-related proteins. Since no phage
infecting P. gingivalis has been described [110], it would be interesting to study th
significance of this finding. We also observed four pseudogenes that are [metbenthree
strains: COG4335,a hypothetical protein with a conserved domain associated with DNA
alkylation activity [111] pspB,which erncodes alpha-ribazole-50-phosphate phosphatase, an

enzyme involved in coenzyme B12 biosynthesmirD, coding for dihydroorotate
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dehydrogease, which is involved ithe de novobiosynthesis of pyrimidine; and finaltgtR,
which encoésa transcriptional regulator.

The second subgroup is the Ovariable coreO, consisting of genes that alseeonly ha
one ortholog but display less than 97% nucleotide identity (ranging from 96.9 to 66.3%). This
subgroup represents only 3% of the core or 47 variable genes (Fig. S11c).

The third subgroup is the Ocore with paralody@ontains genes with only one
ortholog in a strain but with duplications in at least one of the strainms. Subgroup
represents only 2.5% of the core genes=(36). The genes in this subgroup are related to
DNA transcription, modification and repaialkD, betl, btr,and ytxK), and transportitA,
ndvA, and ydf). There are also four genes of known functianpA protease,epsJ
glycosyltranferasegra GTPase, and thehuM virulence protein) and four hypothetical
proteins (Fig. S11d).

The fourth and final subgroup is the Ocore with pseudogenization®, whickesnclud
genes with only one ortholog in each strain but also at least one pseudogantbén strain.

This group contains 36 genes, represents 2.5% of the core genes, and includestgenes wi
unknown function as well as genes involved in adaptation and/or pathogenicéyafople,

genes involved in transport, nucleic acid metabolism and cellular appendages (Table S5).

Discussion

Bacteroidetes dominate human intestinal bacterial communities [112], battthe are also
associated with other animals and found in soil and aquatic environmentsugpests that
they play an important role in biogeochemical processedr&ilico modeling allows us
switch from describing microbial communities to actually predictingogge-phenotype

relationships and microbe-microbe and microbe-host interactions, but it requires genomic

93



737 reference sequences that are both accurate and exhaustive [113, 114]. The exaisgpd

738 contain thousands of bacterial genomes, but their quality is poor since nearly 906 of
739 available bacterial genomes are merely drafts [40, 115]. Furthermore, the biodiotthie

740 databases is biased because the data were primarily obtained from pathogeni
741 biotechnologically/economically interesting bacteria [116-118]. As an example,
742 Bacteroidetes, despite their abundance among human microbiota, represent & ofitlogit

743 species in genome databases, with some overrepresentexs speth a8acteroides fragilis

744  Moreover, even when a reference genome is available for a bacterialsspbiseis not

745  sufficient to permit evaluation of the true biological diversity of itaigs [119].0f even

746 more concern, the number of drafts is actually underestimated sincegeommes marked

747  OcompleteO or Ofiresh are fragmented and have not been fully annotated. For example,
748 observed (Table S1) that two of niforphyromonas gingivaligenomes described as
749 complete were artificially circularizedHG66 [120] has an assembly gap of unknown length
750 (represented by 100 N), and JCVI SC001 [121] contains 282 assembly gaps, abnormalities
751 also noticed by Cheet al.[122].

752 Draft genomes are made up of a set of contigs of varying size and unknown order,
753 orientation, and quality. Thayay contain sequencing and assembly errors as well as absent,
754 fragmented, and/or frameshifted genes and othedaei[44, 117, 123, 124], and these
755 irregularities can also occur in closed genomes, as demonstrated bydhis/gorse, without

756 a complete genome it is difficult to identify possible contaminaquesgces; in some draft

757 genomes, even human genome sequences can be observed [125-127]. Nevertheless, most
758 current sequencing projeteans settle for drafts)imiting our knowledge of the genomic

759 structural organizations crucial for understanding bacterial evolution and atigp{aBB].

760 Comparative genomics of two incomplete genomes can yield a description obirtbe

761 protein-coding genes, but only complete genomic informatidh allow us to explore the
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frequency and localization of repeated sequences, paralogy, synteny, and genomic
rearrangements. Incomplete data also hamper the interpretation of ecoingasls and
evolutionary reconstructions [116, 129].

Draft quality assessment is difficult, especially in the abseh@ereference genome
[130]. It is usually evaluated using the N50 parameter [117, 131], with arhigiue
indicating better quality [132]. However, our study shows that N5@adequate for judging
an assemblyOs biological value becaitséavors long contigs even when they are
misassembled. Dozens of assembly software packages exist, and compstaties have
shown that their effectiveness depends on factors such as genome simge;asequencing
technology, and the presence of atypical DNA (transposons, plasmids, and phagd<34124,
136]. Our analysis shows that this biological variability also influences assembly.

Using anin silico sequencing strategyp evaluatede novoassemblies obtained using
different software packagesie compared the number of genomic repetitioms pperons,
insertion sequences, adhesins, proteases, etc.) and the number of obtainedespiigsthe
fact that repetitions are often cited as being responsible for assembly [k6ak423, 137,
138], as far as we know our study is the first to demonstrate a strong conréletiiveen the
number of repeats and the number of contigs. These repeats ObreakO tig asdeane
quite often present as individual contigs or at the ends of contigs irgdradtnes. However,
repeated elements are important for genome plasticity (rearrangements,atounsic
inversions), and even considering that their genome covasagstimatedat 6.9% for
prokaryotes [139], their apparent percentages vary widely even within the sanes $pei
to 6.7% forP. gingivalis 1.5 to 2.4% foB. fragilis), and they are impossible to evaluate
initio. Genomic repeats are frequently transposases in insertion sequences [140, 141], and

they representtwo-thirds of the breakpoints iP. gingivalis assemblies. Sequencing

95



786

787

788

789

790

791

792

793

794

795

796

797

798

799

800

801

802

803

804

805

806

807

808

809

810

technologies that generate reads shorter than the repeat length are not fenitasielving
these assembly problems [123, 142, 143].

All of themolecular studiesf the P. gingivalisgenomepublishedin the last 10 years
have shown that the genomes Rf gingivalis strains are highly varidd [144-148]. Our
average nucleotide identity (ANI) calculations show, however, that as desbgbether
authors [144, 149]P. gingivalisis a single species with a genomic heterogeneity indicating a
non-clonal population. Furthermore, this variability is common to opportunistic pathogens
that are responsible for chronic colonization and infection [150, 1B1]gingivalis is
therefore an interesting model for exploring the relationship between strain getivansity
and potential differences in pathogenicity and virulence. The potential AfrB&mbination
in this diversityis facilitated by the natural competenceRofgingivalis[148]. This suggsts
that the species represents a panmictic population [d4B]high genomic mosaicityas
confirmed in our study. The nutritional use of exogenous DNA as a carbon and enegy s
certainly facilitates recombination [148].

In this study, we chose to resequence tHPeggingivalis reference strains from
international collections. We demonstrated that even modest long-read co(e3ajg
combined with biocurated assembly and some PCR contiguity validation could ¢tbeset
highly plastic genome assemblies. This result is supported by previous sbiididiser
bacterial species [38, 43, 152, 153].

Our work confirmghe genomic diversity and plasticityf P. gingivalisbut alsoshows
that the species includes clonal subpopulations of closely related .stifaigss especially the
casefor ATCC 33277 and 381 and to a lesser extent for the W83 and A7436 stkns.
confirmed the relatedness of ATCC 33277 and 381 mainly through the reconstruction and
reorientation of two full copies of the CTnPgl conjugative transposon in the ATCC 33277

genome. These twsirains are either cited as identical strains [102, 122, 154] or as variants
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(ATCC 33277 being a natural streptomycin-resistant mutant [155, 156]). Our study shows the
importance of submitting the sequencing retaddatabases such as the NCBI SRA sequence
read archive so that thegan be reused for further analysis. This allows the scientific
community to complete the study of genomes, adding value to the work of tte initi
researchers. Unfortunately, however, many reads are not publicly availablejt s;cmt
mandatory to upload them (even if it is highly recommended).

As previouslystated the main reason for sequencing several strains from a single
species is comparison of their genomes with the goal of explaining phendiffprences
and understanding the evolutionary history and adaptation of the species. T®,dwethi
compared the three resequenéedyingivalis strains after performing thorough manually
biocurated annotation. Similar to Guet al. [157], our biocuration strategy involves
homogenizing transcription initiationtas, rigoroudy identifying frameshifts, internal stop
codons, and intergenic low complexity repeats, and eliminélegCDS predictions; finally,
if coding sequences only have hypothetical functions, we assign functions or phedict
subcellular localizations of their gene products.  Although manual biocurasiotime
consuming and labor-intensivié,is essential for proper comparison [115, 158] and to avoid
the false positives and negatives propagated by automatic annotation pifEh@e61].
After this step, the mean genetic densityas 85.6%, closer to the mean value of
approximately 85% that has been described for prokaryotic genomes [162] than to the value
of 87.5% obtained through automatic annotation. CDS boundaries were analyzed via
comparative ortholog analysis, and we made corrections in the corresponding gehes for
three strains. Biocuration resulted in changes in start codon useAugh(Met) used in
97.4% of cases for the three strains (an increase from 889€).(Leu) is the next alternative
codon at 2.5% (initially 9.5%), an@UG (Val) is usedin 1.1% of cases (vs. the original

5.5%).
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836 Our consistent annotation yields an accurate description of the pangenonsveHow
837 the multiple-copy genes deserve a study of their own to agidigir content and to determine
838 how frequency differences are related to phenotyesdentified 1522 constant core genes,
839 equivalent to 82.5-85.0% adll protein-coding genes. This is close to the 83% (1488)
840 estimation of Dashpeet al. [102], the 1490 described as common by Neital. [100], and

841 the 1476 core genes identified by Bruneeal. [163] but very different from the 55% &

842 1037) estimated by Chest al. [122]. Why are these values so different? There are at least
843 four possible reasons for this. First, the number of strains studied varieg (@#8gP, 8, and

844 19 in the studies of Dashper, Naito, Brunner, and Chen, respectively). This xpialith ¢he

845 smaller differences (0.7% to 3.8%) between our study and the firstcitedstudies, but not

846 the difference of greater than 30% between our results and those ofeCaemlNext, the

847 differences may result from the nature of the studied genomes. Unlike our shicly was

848 based only on complete and verified genomes, the Chen and Dashper groups based their
849 results mostly on draft genomes. As previously mentioned, incompletenesslsaly f
850 indicate that some coding regions are absent and can artificially enrgplrewstrain-specific

851 coding sequences. This may have been the case in the Chen analysis anekplauidthe

852 small number of core genes that were detected. Another possible explaratitime f
853 differencesis the way in whichwe calculated the core genes. Chen compares all of the
854 automatically annotated CDS, without any evident biocuratiteyeas Dashper used a more
855 biocurated annotation. Finally, in the description of the core genome, we incladeble

856 genes a well aspseudogenized or duplicated genes that are functional orthologs. These hav
857 all evolved differently, and due to low nucleotide identity in reciprocal bestBhfsST

858 analysis were previously wrongly described as unique or strain-specific genexample,

859 this is the case for the major fimbrillin gefimA, which displays 66.3% nucleotide identity

860 and 60.1% protein identity the three strains.
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Comparison of the essential genes described by Keial. (n = 463) [164] and
Hutchersoret al. (n = 281) [165]to those inour classificationshows thathe vast majorityf
essential genes are present in the constant core genome (96% and 98.5%, tgsp@ontive
the genes described as essential by Klein but not by Hutcherson wenmatddnby our
biocuration due to the presence of MITEs or because the observations showedraedons
nucleic acid sequence but not an ORF. The genes eliminated were shdosard the 5'- or
3'-UTRs of coding genes (11 250 nt). This polar effect could be caused by the transposon
mutagenesis used in both of the abovementioned studies, with a change innene ge
perturbing the transcription of adjacent genes [166]. Two essential ge@és (919and
PGN_121% described by Klein but not by Hutcherson are specific to the ATCC 33277 strain
in our study, but their presence can be obsenvéld gingivalisstrains 381 and HG66 ail
other bacterial genera in various phyla, includiRgrabacteroidesand Prevotella in
BacteroidetesBacillusin Firmicutes andRhizobiumandVibrio in Proteobacteria. Thisight
indicate an exogenous origin, which would be consistent with their locations iear
genomic islands. This observation confirms the importance of the biologicaktdrézation
of proteinswith unknown functiongnd shows that such effo vital for functional genomic
interpretation and identification of proteins of interest [167]. The presence of homologs
of strain-specific genes in other strains or species challenges ttenegisf ORFans, unique
or orphan open reading frames [168]. Our re-assembly and re-annotation work produced two
noteworthy and highly correlated improvemeifigsver genes of unknown function and fewer
ORFans imall three strains. The number of unique genes in ATCC 33277, TDC60, and W83
was initially 461, 415 and 382, respectively [100, 169]. This represents 17-22% of ati-prote
coding genes anglasreduced to approximately 3% in our study, a value that is closer to the
estimate of 6-7% unique genes obtained using experimental microarrays [145, 18#. Of

382 unique genes described for TDC60, more than two-thirds were described as hypothetica
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[169]. Naito et al. noted that more than 60% of the unique coding sequences had similar
sequences in other strains that did not fulfilittstudyOs criteria (cut-off of > 60% alignment
length and > 90% identity) [100]; tke could be allelic isoforms of the same gene [170].
Since unique genes might be involved in adaptive responses to environmental chhasges, i
important to obtain accurate annotations. Our analysis of the three stnains that many

loci initially described as unique correspond to regions of synteny that displégotile
sequence homology but coding loss in one or many strains. In some of these regions,
biocurated annotation identifies pseudogenes or non-coding repeated interspersadiselem
such as MITEs. In others, it is more likely that the coding loss invoheemserved region

that expresssa promotera terminator, or even a common NncRNA but not a Cl/8. mly
included the regions that conserved their coding capagcit all 29 P. gingivalis strains
studied (Tables S1-S3) and that did not have new overlapping annotations.

It is interesting to note that the genes in the variant core that hemedyorted in the
literature are mostly associatedith virulence factors coding fimbriae/pili [171],
hemagglutinins, surface proteins and transporters [149, 163k amgknes, completing and
reconfirming the observations of Igboat al. [145]. However, although we have predicted
their subcellular localizations, the products of some of these genesillacd anknown
function. Perhapsasin the case of many membrane proteins, these loci encode proteins that
have new functions, are involved . gingivalis environmental interactions or confer
differential pathogenicity or virulence [170, 172], since virulence differences arebproba
due to differing external envelope components and adhesion capacities [173].

In ATCC 33277, our reannotation positioned 23 mobile elements (MES) in 14 regions
(2 of these were separated by less than 2 kb); this is in accordantieenithatypical regions

initially described [100]. In contrast, in W88e only annotated 12 MEs in 11 regions, 10
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fewer than in the initial annotation [174]. In TDC60, we again annotated 12 MEs in 11
regions, thus actually enriching the previous annotation, which only included 4 [169].

As a final remark, reference-guided genome assembly should be avoided for
bacterial phylum such as Bacteroidetes (and espedisljorphyromonagyenus) that has
high genomic plasticity and frequent repeats. The method is unreliabls anslource of
errors due to the numerous genomic rearrangements. Longleaaalvoassembly is clearly
the strategy of choice for obtaining complete and accurate finished gertoraaghough the
sequencing and assembly of complete genomes is expensive, time-consuminguaed re
manual biocuration, it should be the goal for high-quality sequencing projects [175, 176]. In a
bacterial species, having several consigierdequenced, assembled, annotated, and
biocurated genomes is essential for comparative genomic studies, perthitiagalysis of

genomic plasticity and evolutionary mechanisms [177].

Conclusions

Current sequencing capacityyielding more and more bacterial genomes at a continuously
lower price, yet the vast majority of these projects release draft genbmeggeement with
previous observations, in this study we showed that assembly breaks are cagsednbiyg
repeats that are equal to or longer in length than the sequencing reads. Nmsgrtheke
repeats encompass a vast variety of elements that are essergethdme organization,
stability, and function. They are therefore inherent parts of genomes, yeamaogit shown

in draft genomes. When possible and according to the biological question tonszesha
complete finished genome should be the prefearsdof sequencing projects, and long-read
sequencing makes this feasible. We have demonstrated that this technddogy tak

verification of bacterial genomes that have been sequenced, assembbéddadzed using
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934 massively parallel sequencing technologies. This metilbdlso detect misassembly errors
935 that are often associated with erroneous combinations of ribosomal operons oongery |
936 genomic islands. Finally, we have validated the importance of biocurating atidom
937 amotations and have shown that a strategy based on comparative genomics is very powe
938 for improving both structural and functional annotations.

939

940 Figure titles and legends

941 Figure 1. Relatedness of complete Bacteroidia genomes for species havindgeast two

942 different strains. a. Dendrogram of theinter-species relatedness calculated with the
943 OrthoANI algorithm, clustered using UPGMA, and shown with the corresponding pairwise
944 identity heatmap.b. Dendrogram of theintra-species relatedness, shown with the
945 corresponding pairwise identity heatmap.

946 Figure 2. Genomic distribution of repeats (at least 3 copies) in each genome studlie

947 Circos representations of each strainOs chromosome,ori@h positioned at the first

948 nucleotide of thelnaAgene. For each repeat, its first occurrence in the genome is the starting
949 point of each line that links it to all of the other positions. As thycwumber increases, the
950 line colours range from light blue to red. The total number of repeats carubézéd as the

951 number of intersections of the circular chromosome. Strains of the saoiesspe grouped

952 together and arranged in ascending order of repeat counts.

953 Figure 3. Genomic repeats irPorphyromonas gingivaligP. g) strains. From left to right,

954 strain relatedness, genomic repeat distribution, and number of copies. The dendogram show
955 intra-species relatedness calculated with OrthoANI and clustered WBMA. The circular

956 chromosome of each strain is presented using Circos,aniith positioned at the top. For

957 each repeat (at least 3 copies), its first occurrence in the genoheesttting point of the
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975

976
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982

lines that link it to all other positions. As the copy number increasedindgsego from light

blue to red. On the right, the number of repeats by copy number. Since all repeatt ha
least 2 copies, the total number of repeats corresponds to the light blue bar.

Figure 4. A de novogenome assembly oPorphyromonas gingivalisartificial reads. a.
Eleven programs were used foe novoassembly of the seven strains in study. The main
cumulative lengths were calculated, and plotted here against the contig bndée three
assemblers that produced the highest N50 were plotted in the same mamar agper
panel), then the assembly was mapped to the reference and only the mapjgsdwsenet
plotted (lower panel)c. The number of contigs (A5-miseq and SPAdes) was plotted against
the amount of repeats (with at least 3 copids)dentification of gaps: after assembly with
A5-miseqor SPAdes, genomic regions not covered by contigs were extracted. The gaps were
classified into five categories: genomic islands, ribosomal RNA) (operons, coding
sequences (CDS) with repeated domains, intergenic sequences, and insertioneseguenc
miniature inverted-repeat transposable element (IS/MITES).

Figure 5. Functional comparison of the common coding sequences in two
Porphyromonas gingivalisannotations. Comparison ofa. an annotation available at the
NCBI, andb. this studyOs manually biocurated annotation. For both, the common CDS were
classified into five categories. Both pie charts reflect mean values.

Figure 6. Pangenome overview of ATCC 33277, TDC60, and W83 strains, focusing on
accessory and unique genome$he central triangle represents the core genome, which has
at least 1522 genes (see text for details). Each cornePasplyromonas gingivaligP. g)
strain, with a pie chart showing the unique genomeOs distribution of functidntalitand
absolute counts shown. On each triangle side, stacked histograms shovesisergagenome

of the strains in the adjacent vertices. Total and absolute countsh@m,sand the

differences between strain numbers are due to paralogy.
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Additional files: Figure and table titles and legends

Additional file 1. Supplementary Figure 1. NCBI genome database distriiion of the

main bacterial phyla associated with humans. &Pie chart featuring the genomes present in
the database, by phylurh. Stacked bar chart of the incidence of the genomes belonging to
the four main phyla associated with humans. Absolute counts are presented by ahglum
classified as either finished/complete (having at least one chroreoandior plasmid), or
draft/incomplete (having multiple contigs or scaffolds).

Additional file 2. Supplementary Figure 2. Bacteroidetes genomes by classOn the left,

a phylogenetic tree based on the 16S rRNA genes of complete genomes, groupesl By clas
stacked bar chart then shows the number of genomes belonging to each Bactaraisietes
The absolute genome counts are given, and classified as being eithedfausimete or
draft/incomplete (having multiple contigs or scaffolds). Pie charts on theinditate the
isolation sources for each genome: environmental (soil, fresh or marine aradeplants),
animal (insects, molluscs, fish, birds, and mammals), or human (different kdedyasid
health conditions)b. Stacked bar chart of Bacteroidia genomes grouped by status (complete
or draft), presented by their publication year.

Additional file 3. Supplementary Figure 3. Bacteroidia draft genomes binned bgenus

and by species. aBox plot of draft/incomplete Bacteroidia genomes grouped by genus. With
the exception offannerellawhich has complete genomes, any genus with less than 10 draft
genomes was classified as Oother.O The number of assembliesiispeds®/e the plot, and
the median is shown for each box. If a genus has drafts with more than 500/ scatfigisls,

it is marked with! : Bacteroidesr(= 17, 557 to 4357 contigs); Parabacteroiaes 2, 1471

and 1920 contigs); and Prevotellm € 3, 553 to 3171 contigs)b. Box plot of
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draft/incomplete Bacteroidia genomes for which at least two completengss exist,
grouped by species, as par The drafts which have over 500 contigs/scaffolds are

Bacteroides fragilis(n = 7, 557 to 2566 contigsp. ovatus(n = 1, 556 contigs), ané.

thetaiotaomicronn = 2, 1730 and 2372 contigs).

Additional file 4. Supplementary Figure 4.Genomic repeats by speciessenomic repeats
were identified for each genome, and the cumulative mean copy numbers anthttuzirds
deviations are presented. The light blue bar indicates the total number atsréggeleast 2
copies).

Additional file 5. Supplementary Figure 5.De novoassembly of artificial reads of the
studied Bacteroidia genomes. @QUAST graph (cumulative length versus config index) for
each assembly of each strain. The left column shows all contigs (> 1 wfg,the right
shows only the contigs that mapped to its reference. The dotted line reptbgerdference
genome sizeb. For all 24 genomes, the contig counts from A5-miseq and SPAdes were
plotted against the repeat counts (with at least 3 comiess b, but showing all sevep.
gingivalis strains.

Additional file 6. Supplementary Figure 6. PCR validation of 3P. gingivalis strain
constructions. a. Agarose gel electrophoresis (0.8% in 1X TBE buffer, stained with 1X
GelRed) of PCR products for rrn operons. Primers used and verified strains are dnioycate
lane, and the primer names were simplified (OrrnO is not mentioned). DBAIlAGIveight
size markers were used in the first and last lanes. The first b&nidkisand the second is 4
Kb. b. Schematic representation (not to scale) of both copies (Oa0® and ObOybfr@finP
P. gingivalisATCC 33277. Thede novoassembly identified two complete copies with the
same orientation. The published ATCC 33277 strain had two copies, but the second was
partial and inverted when compared to the first. Size and orientation aretpdef® clarity,

and the dotted line indicates the absent CTnPgl-b region in the published gerioraes P
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names were simplified (Octnpgl_O is not mentioned). The ctnpgl_5in is rethdhe3in is
green, and all other primers are blackAgarose gel electrophoresis done asu.irfior the
primer combination indicated over each lane. In the order shown, the expecteatsiZes,
3.5, 3.0, 3.5, 5.0, 6.5, and 10 kh.Agarose gel electrophoresis as aboverfioroperons in

22 P. gingivalis strains. For PCR conditions, primer sequences, and strain origins, see
Methods.

Additional file 7. Supplementary Figure 7. Whole-genome alignments of the tee
resequencedP. gingivalis strains. Published andle novoassembled genome architectures
are compared. Locally collinear blocks (LCBs) were detected using the progvémsiee
algorithm. Shown are translocations and inversions, insertions (green arrows), amhgleleti
(thin red arrows), along with size differences and SNP counts. For ATCC 33277, the blue
blocks represent CTnPgl copies; in TDC60, they arertheperons. For W83, thae novo
sequence OaO was assembled from the published genomeOs ObO ande@¢Eesdenefar
details).

Additional file 8. Supplementary Figure 8. Insertions and deletionsn the de novoP.
gingivalis assemblies as compared to the published genombsall cases, alignment zooms
are presented for the corresponding insertions or deletions detailed in Fig. $8lendeixt.
The upper genome is tle novaassembly and the bottom is the published anéhe ATCC
33277 strain has four indels. TDC has four indels, with an additional 22-bp deletion in an
intergenic region (not depicted). W83 has a single insertion.

Additional file 9. Supplementary Figure 9. The threeP. gingivalis strains binned by
their CDS/pseudogene functionsThe coding sequences and pseudogenes glassified
into five categories as shown, and the histogram is based on their absolute counts.
Additional file 10. Supplementary Figure 10. CDS/pseudogenes of all strai that have at

least two copies in all threeP. gingivalisgenomes. aHorizontal histogram of absolute gene
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1057 counts binned by category. Three of these categories are related to nuiclei¢Did¢A

1058 helicases, regulators mainly containing the HTH 17 domain, and histones), tivbile
1059 remaining ones are related to mobile elements (integrases, transpdsaseycline-

1060 resistance genes, and tin@ conjugative transposond). Histogram of all transposases coded
1061 by genome and divided into CDS and pseudogenégeatmap table of transposase families
1062 separated into coding sequences and pseudogenes. Absolute numbers are preskated, as t
1063 copy numbers grow, the cell color move from light blue to dark red.

1064 Additional file 11. Supplementary Figure 11. Overview of the core genomes P.

1065 gingivalis strains ATCC 33277, TDC60, and W83. &ie chart of genes present in all three
1066 strains grouped by categories: constant (more than 97% nucleotide identity, none has
1067 paralogs); variable (less than 97% nucleotide identity, none have paralogs); witlypéaa

1068 least one strain has paralogs); and with pseudogenisation (at least anehasaa

1069 pseudogene, another a functional CDS, and none have pardlogd®nstant core genes
1070 classified into five categories. Genes in variable core genome. The 47 genes are presented
1071 grouped by functiond. Core genes with paralogs. Gene names and products are listed, and
1072 the number of paralogs detailed by strain. To facilitate reading, celts siiaded when at

1073 least two paralogs exist. *, pseudogenes; , a hypothetical gastered with genes from the

1074 BFO0131 conjugative transposon.

1075 Additional file 12. Table S1. Complete genomes not included in this styd When

1076 available, the species, strain, sequencing technology, assembler, coverage, Hdpmed
1077 release date, exclusion reason, and FTP link are presented for each genomendwWhe
1078 publication was found, genomes were marked as Ounpublished,O and the sequencing organisn
1079 was identified. Key: BCoM, Baylor College of Medicine; BU, Bielefeld UniugrsbOE-

1080 JGI, United States Department of Energy-Joint Genome Institute; FI, drsgtlf Institute;

1081 HMP, Human Microbiome Project; JCVI, J. Craig Venter Institute; LIAEPBhhiai Institute
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for Agricultural Engineering Potsdam-Bornim; Sl, Sanger Institute; and UoB, University of
Bern.

Additional file 13. Table S2. The 166 draft genomes of the six Bacteroidia sjpes studied

here. Species, strain, sequencing technology, assembler, number of contigs, Pubmed ID,
release date, and FTP links are presented. When no publication was found, geroees
marked as OunpublishedO and the sequencing organism was identified. Key: *, monggque
centre could be identified; BCoM, Baylor College of Medicine; Bl, Broad InstituBE-DGl,

United States Department of Energy-Joint Genome Institute; FMBA, Fettedical-
Biological Agency, Russia; HMP, Human Microbiome Project; IGS, InstituteGemome
Science, University of Maryland; JCVI, J. Craig Venter Institute; TUD, Teahhiniversity

of Denmark; UoS, University of Sheffield; and WU, Washington University.

Additional file 14. Table S3. CDS/pseudogene differences by strai@omparison of the
publically available annotations accessed via NCBI versus this studyOsiamsbtaved that

coding sequences changed to pseudogenes, pseudogenes changed to CDS, features fusec
single features split into two, and coding strands changed. See the Resulfigrmation on

shared CDS and pseudogenes, eliminated CDS/genes, and all other featuresRIRAIA,
NcRNA, tmRNA, riboswitches, mobile elements, signal peptides, and repeat regions).
Additional file 15. Table S4. Classification of additional CDS/pseudogenegfter a

manual biocurated annotation, the changes were separated into five funetegalies. The
absolute counts of the new CDS/pseudogenes, CDS changed to pseudogenes or vice versa,
feature fusions or splitting of single features into two, and coding strand shamnge
presented here, strain by strain. The results are emphasised via a hbatrgaps from lilac

to burgundy. For re-annotation of the CDS/pseudogenes that are shared between the two

versions, see Results and Fig. 4.
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Additional file 16. Table S5. Core genes with pseudogenisatioBene names and products
are listed for all 36 genes that are present in this subset of core genasterisk indicates
the strains in which they are pseudogenised, and genes with pseudogenes immoret

strain are bold.
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Figure 1. Relatedness of complete Bacteroidia genomes for species havindeast 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 irPorphyromonas gingivaligP.g.) strains.
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Figure 4.A de novogenome assembly dPorphyromonas gingivalisrtificial reads.
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Figure 5. Functional comparison of the common coding sequences in two

Porphyromonas gingivali@nnotations.
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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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Additional file 1. Supplementary Figure 1. NCBI genome database distribution dhe

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 binnedy genus

and by species.
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Additional file 4. Supplementary Figure 4.Genomic repeats by species.
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