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Introduction générale

Les micro-organismes ont été formellement observés la premiere fois
par Antonie van Leeuwenhoek en 1676 avec un microscope de sa création
(LEEUWENHOEK 1677). Les micro-organismes sont composés, entre autres,
des bactéries et des archées, qui forment le groupe d’organismes le plus ubi-
quitaire de notre planéte : les procaryotes (STANIER et NIEL 1962). Ils ont
colonisé tous les biomes, le sol (FIERER, BRADFORD et JACKSON 2007),
I'eau (LoucA, PARFREY et DOEBELI 2016) et I’atmosphere (BAUER et al.
2003), mais également les milieux les plus extrémes en termes de pression,
de température et/ou de radiations (STETTER 1996). Avec I’apparition des
organismes eucaryotes multicellulaires, les communautés procaryotiques ont
rapidement colonisé ces hotes et développé des stratégies conduisant a la
création de mutualisme ou de symbiose.

Les procaryotes présentent une grande plasticité génomique et une ex-
tréme diversité métabolique en lien avec leur omniprésence dans ces environ-
nements (OREN 2009). L’homme a appris tres tot a se servir de ces capacités
métaboliques & son avantage (HANNIFFY et al. 2009) et a chercher a mieux
caractériser ces organismes dans un objectif de maitrise de leur fonction-
nement. Pour rendre intelligible la vaste diversité du monde procaryotique
et comprendre les relations entre les individus, identifier, nommer et classer
sont alors des étapes incontournables. On fait alors appel a la taxonomie. La
taxonomie est une science en perpétuelle évolution, qui a connu et connait
encore de profonds bouleversements au rythme des progres de la biologie,
passant de criteres phénotypiques aux avancées de la biologie moléculaire et
des techniques de séquencage a haut débit (KAMPFER et GLAESER 2012).
Il est désormais possible de découvrir de nouvelles especes sans observations
phénotypiques, sans culture microbiologique, ni connaissance préalable de
leurs caractéristiques métaboliques (PASOLLI et al. 2019). Ces découvertes
conduisent a des remaniements de la classification sans pour autant résoudre
la définition de I'espéce qui reste une difficulté majeure chez les procaryotes
(ROSSELLO-MORA et AMANN 2015). Dans ce contexte d’afflux de données
métagénomiques conduisant a l'identification de nouvelles espéces, il appa-
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rait fondamental de questionner les résultats d’affiliation taxonomique issus
de chaines de traitements automatisés.

La volonté d’identifier et de classer les organismes est étroitement asso-
ciée a la nécessité de comprendre - voire de maitriser - le fonctionnement des
procaryotes au sein d’une communauté. Les approches par séquencage de
I’ADN a I’échelle de l'individu ou a 1’échelle massive des communautés (mé-
tagénomique) donnent acces au potentiel fonctionnel des individus et com-
munautés procaryotes (BENGTSSON-PALME 2018). Plusieurs méthodologies
existent afin d’inférer les fonctions d’une communauté procaryote dépendant
ou non de laffiliation taxonomique préalable de ces membres (FRANZOSA
et al. 2018 ; ASSHAUER et al. 2015). Mais cette détermination du potentiel
fonctionnel par inférence fonctionnelle repose a la fois sur la disponibilité
de génomes ayant une qualité de séquencage et d’assemblage suffisante, et
sur l'utilisation de banque de données répertoriant les voies métaboliques et
leurs fonctions. L'une des difficultés actuelles dans la détermination du po-
tentiel fonctionnel d’un organisme est de pouvoir disposer de données fiables
et qui évoluent en fonction des derniers développements technologiques et de
I’avancée des connaissances.

La premiere partie de ce manuscrit est consacrée a une synthese biblio-
graphique portant sur la définition d’un procaryote, le concept d’especes, et
les spécificités de la taxonomie procaryote. Ensuite, nous décrirons les mé-
thodes d’identification des organismes dans une communauté bactérienne.
Enfin, nous aborderons les grand principes du métabolisme procaryote et de
I’inférence fonctionnelle. Dans une deuxiéme partie, nous présenterons les ré-
sultats d’affiliation taxonomique d’espéces métagénomiques dans les genres
Blautia et Ruminococcus, en mettant en oeuvre des techniques génétiques
et phylogénétiques. Ces travaux ont été effectués au cours d’un séjour dans
I’équipe du Professeur Nicola Segata de 'université de Trente en Italie, dans
le cadre de la labellisation Agreenium de cette these. Ensuite, nous présente-
rons le développement de la base de données MACADAM, tache majeure de
ce travail de these. MACADAM est une base de données liant taxonomie et
informations fonctionnelles, afin d’inférer le potentiel fonctionnel de taxons.
Cette description sera suivie de deux exemples d’utilisation de MACADAM.
Enfin, nous comparerons I'inférence de voie métabolique a partir de lectures
métagénomiques et a partir de données taxonomiques. L’ensemble des ré-
sultats obtenus, ainsi que les avantages et limites de MACADAM, seront
discutés.









Chapitre A

Etat de ’art

A.1 Caractérisation des espéeces procaryotes :
intéréts et limites

A.1.1 Définition et importance

Les micro-organismes (du grec mikrds : petit) unicellulaires, également
appelés microbes, ont été les premiers organismes a se développer sur terre,
il y a 3,5 milliards d’années (CAVALIER-SMITH 2006). Le phylum des Chloro-
flexi (anciennement appelé Chlorobacteria) serait le phylum bactérien le plus
proche (VALAS et BOURNE 2009) du Dernier Ancétre Commun Universel
(DACU, Ouzounis et KYRPIDES 1996) pouvant étre défini comme le der-
nier organisme avant la bifurcation qui a donné naissance aux domaines des
Bacteria (ou Eubacteria) et des Archaea (CORNISH-BOWDEN et CARDENAS
2017). C’est dans ce dernier qu’aura lieu I’émergence du domaine des Fu-
karyota (DACKS et al. 2016). Cette classification a trois domaines (Figure
A1) a été proposée en 1990 par Carl Woese (WOESE et Fox 1977 ; WOESE,
KANDLER et WHEELIS 1990) grace aux avancées des méthodes de biologie
moléculaire et a I’étude de ’ARN ribosomique 16S, ARN constitutif de la
petite sous unité du ribosome.

Les micro-organismes sont présents dans les trois domaines de cette clas-
sification. Les domaines des Bacteria et des Archaea sont exclusivement com-
posés de micro-organismes unicellulaires. Ils sont également présents dans le
domaine des Eukaryota plus précisément dans le royaume des Plantae tel
que les algues vertes ou dans le royaume des Fungi tel que les levures du
genre Saccharomyces. Les autres micro-organismes unicellulaires eucaryotes
sont appelés protistes. Selon 'une des définitions proposées par O’MALLEY,
SIMPSON et ROGER (2013), les protistes se définissent comme un groupe pa-

5
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Bactéries Archées Eucaryotes

Bactéries
vertes
non-sulfureuses . Ciliés
Animaux Plantes vertes

Gram Methanomicrobiales

. positives [ yothanobacteriales | Halophiles .
Bactéries pourpes Fungi
Methanococcales
Ciliates
Thermococcales
Cyanobactéries Thermoproteus: Flagellates

Pyrodicticum
Flavobactéries

Microsporidia
Thermotogales

F1cUuRE A.I — Arbre du vivant en trois domaines.

D’aprés WOESE, KANDLER et WHEELIS (1990)

raphylétique composé des organismes eucaryotes n’étant jamais sous forme
multicellulaire et n’appartenant pas aux royaumes Fungi et Plantae. Dans ce
travail, nous ne traiterons que des micro-organismes unicellulaires apparte-
nant aux domaines des Bacteria et des Archaea. Cet ensemble d’organismes
est appelé procaryotes.

Selon STANIER et NIEL (1962), trois critéres majeurs permettent de dé-
finir la cellule procaryote : (i) I'absence de membrane interne qui compar-
timente la cellule en séparant le matériel nucléaire de la machinerie enzy-
matique pour la respiration et/ou la photosynthese, (ii) une division cellu-
laire qui s’effectue par scissiparité et non par mitose, et (iii) la présence de
peptidoglycane dans la membrane cellulaire (pseudopeptidoglycane chez les
archées). Ces criteres ont été définis alors que procaryotes était un synonyme
de bactérie. Mais a la suite de la séparation des domaines des bactéries et des
archées, les procaryotes sont devenus un groupe paraphylétique défini dans
le livre The Prokaryotes (ROSENBERG et al. 2013) comme étant un groupe
constitué d’organismes appartenant a deux des trois domaines du vivant :
celui des Bacteria et des Archaea. Les archées (anciennement appelées ar-
chaebactéries) étaient connues comme des bactéries extrémophiles peuplant
les grands fonds marins ou les lacs acides ou salés. Des études ont démontré
que celles-ci n’appartenaient pas au domaine des bactéries mais formaient
un domaine & part entiere (WOESE, KANDLER et WHEELIS 1990) et dont
les organismes sont présents dans tous les milieux (ROBERTSON et al. 2005 ;
CHABAN, NG et JARRELL 2006) au méme titre que les bactérie mais en plus
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faible nombre. Les archées présentent une morphologie proche des bactéries
tandis qu'une partie de leur machinerie cellulaire s’apparente a celle de la
cellule eucaryote (Tableau A.1). Elles sont les seules formes de vie a posséder
les voies métaboliques de la méthanogenese (CAVICCHIOLI 2011).

Traits Bactéries Archées Eucaryotes
Ll@lson GO S Esther Ether Esther
lipides
Qrganlsatlon des Glycerol-3- Glycerol-1- Glycerol-3-
G helaizes hosphate hosphate hosphate
des lipides PRosp PROsp PHOSP
Métabolisme Bactérien Slmllau/re. atx Eucaryote
Bactéries
Mécanisme de o
. L. Similaire aux
transcription de Bactérien Fucarvotos Fucaryote
I'ADN Y
Traduction des fac- L. Similaire aux
‘s . Bactérien Fucaryote

teurs d’élongation Eucaryotes
Taille de 'ARN ri-
bosomique de la pe- 16S 16S 185
tite sous-unité ribo-
somique
Noyau non non oui
Compartiment cel- .

. non non oui
lulaire
Methanogénése non oui non
Photosynthese , ,
dillerersllime presente absente presente

Tableau A.1 — Quelques traits caractéristiques des domaines Bacteria,
Archaea et Eukaryota.

D’apres LAVERGNE (2014) et CAVICCHIOLI (2011)

Les procaryotes ont investi tous les milieux : sol, eau, glace, racines, sys-
temes digestifs des animaux, entre autres, et catalysent des réactions uniques
et indispensables aux cycles biogéochimiques de la biosphere ainsi que la pro-
duction des composants essentiels de ’atmosphere terrestre. Leur nombre est
compris entre 4 et 6x10%° cellules. L’ensemble des procaryotes constitue un
réservoir contenant une quantité de carbone entre 60 a 100% de celle des
plantes, et dix fois plus important en ce qui concerne 'azote et le phosphore
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(5-130 x 10%g et 9-14 x 10'°g respectivement, WHITMAN, COLEMAN et
WIEBE 1998). Ils sont également & la base de tous les processus biogéochi-
miques tels que la production des gaz de 'atmospheére terrestre (WHITMAN
2009). Cette omniprésence est liée a 'extréme diversité des procaryotes.

A.1.2 Les concepts de ’espéce bactérienne

L’espéece est le taxon de base de la classification du vivant qui est sujet a
de nombreuses discussions quant a son concept ou méme son existence bio-
logique (ERESHEFSKY 1992; WILSON 1999). Le concept de I'espece le plus
accepté par la communauté de biologiste est celui proposé par MAYR (1942) :
une espece biologique est une population ou un ensemble de populations dont
les individus peuvent se reproduire entre eux et engendrer une descendance
viable et féconde dans les conditions naturelles. Le concept d’espéce chez les
bactéries! se complexifie, car ceux-ci se reproduisent de mani¢re asexuelle
par scissiparité. La scissiparité permet le transfert vertical de matériel gé-
nétique, ainsi d’'un méme organisme, deux clones sont obtenus. Toutefois,
les transferts horizontaux entre bactéries d’especes différentes constituent la
principale source de transfert de matériel génétique (TREANGEN et ROCHA
2011). Plusieurs concepts de 'espece bactérienne sont proposés dans la litté-
rature : (i) le concept d’espéce recombinante, (ii) le concept d’espece écolo-
gique, (iii) le concept d’espéce unitaire sans méthode, (iv) le concept d’espece
phylogénétique et (v) le concept nominaliste d’espéce.

Le concept d’espéce recombinante Cette approche suggere que la dé-
limitation d’une espece bactérienne est complexe du fait de la constante re-
combinaison de son génome (DYKHUIZEN et GREEN 1991) par transferts ho-
rizontaux de matériel génétique selon trois mécanismes (Figure A.II, PAUL
1999 ; THOMAS et NIELSEN 2005) : (i) la conjugaison, via contact entre cel-
lules, (ii) la transformation, via I'incorporation de matériel génétique exogene
provenant de son environnement, et (iii) la transduction, via le transfert du

1. Les Archaea ont été considérées comme des bactéries extrémophiles appartenant
au domaine des bactéries. Ce n’est qu’a partir de 1990 que celles-ci ont été isolées dans
leur propre domaine (WOESE, KANDLER et WHEELIS 1990). De nombreux travaux effec-
tués avant et au cours de cette période parlent donc d’espéce bactérienne pour inclure
les Archaea et les bactéries (I’ensemble formant les procaryotes). Notre travail se basant
majoritairement sur les bactéries, nous n’utiliserons pas le terme d’espece procaryotiques
mais celui d’espece bactérienne car, bien que de nombreux concepts tel que celui de I’es-
pece soient transposables aux Archaea, celles-ci n’ont pas été étudiées en détail dans notre
travail.
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FiGURE A.Il — Mécanismes de transferts horizontaux de genes chez les
bactéries.

Source: STECHER, MAIER et HARDT (2013)

matériel génétique par un bactériophage entre cellules.

Les transferts horizontaux sont facilités entre organismes présentant des
génomes peu divergents, mais ils sont aussi possibles entre des organismes de
niveau taxonomique éloigné (méme au niveau des domaines GOGARTEN et
TOWNSEND 2005). Ces échanges ont pour conséquence une diversification des
populations bactérienne, mais rendent difficile - voire impossible - le concept
d’espece bactérienne. Il est toutefois possible d’identifier et de prévoir cette
diversification des lignées (LAWRENCE 2002). Le concept d’espece recombi-
nante a été mis a mal par la mise en évidence de certains taxons ou les
recombinaisons (c.-a-d. les transferts horizontaux) sont rares (DYKHUIZEN
et BARANTON 2001) et les transferts de matériel génétique seraient majori-
tairement verticaux. Ce concept serait donc limité aux taxons apparentés ou
aux organismes d’especes différentes vivant dans les mémes environnements
(BEIKO, HARLOW et RAGAN 2005).

Le concept d’espéce écologique Le concept d’espece écologique a été
proposé par COHAN (2002) : « Une espece dans le monde bactérien peut
étre comprise comme une lignée évolutive liée par une sélection périodique
spécifique a 1’écotype », ou I’écotype est défini comme « Un ensemble de
souches vivant dans la méme niche écologique de tel sorte que si un mutant
mieux adapté apparait, alors il marginalise jusqu’a ’extinction les souches
de la niche écologique dont il est issu ». Selon ce concept, les especes bacté-
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riennes sont adaptées a leur environnement, et cet environnement applique
des vagues de forces de sélection permettant d’épurer la divergence des or-
ganismes composant cette espece. Les traits phénotypiques les plus adaptés
sont conservés, tandis que ceux moins adaptés disparaissent. Selon cette ap-
proche, les especes que nous connaissons a ’heure actuelle sont a rapprocher
d’un genre plus que d’une espece bactérienne. Ce concept d’espece écologique
est invalidé si les souches composant 1’écotype tendent plus a transférer leur
matériel génétique par transfert horizontal que par transfert vertical. Ces
transferts horizontaux pourraient permettre 'adaptation des écotypes a ces
vagues de pressions de sélection (FRASER, HANAGE et SPRATT 2007).

Le concept d’espece unitaire sans méthode Le concept d’espece uni-
taire sans méthode est défini comme un concept ou les especes sont des
lignées de métapopulations (QUEIROZ 2005; ACHTMAN et WAGNER 2008).
Une métapopulation est un ensemble de populations réparties dans I'espace
ou dans le temps, entre lesquelles il existe des échanges (d’individus et/ou de
matériel génétique). Une lignée de métapopulation est le développement de
cette métapopulation au cours du temps. La seule contrainte de ce concept
d’espece est donc que la lignée de métapopulation évolue séparément des
autres lignées de métapopulations. Ce concept est tres large au niveau des
individus qu’il englobe et ne semble pas permettre de classifier les especes
qu’il définit dans un systeme universel.

Le concept d’espece phylogénétique Ce concept se base sur ’ADN afin
de déterminer les relations phylogénétiques entre les différents organismes. Ici
les especes sont définies comme des clades, c’est a dire des groupes monophy-
létiques (groupe ou tous les organismes descendent d’un méme ancétre com-
mun ROSSELLO-MORA et AMANN 2001). Cette approche utilise le matériel
génétique présent dans les organismes pour définir des relations phylogéné-
tiques. Le matériel génétique et les techniques utilisés peuvent étre : (i) le géne
de PARNr 16S (WOESE et Fox 1977; WOESE 1987 ; STACKEBRANDT et al.
2002), (ii) I'hybridation ADN/ADN de 'intégralité du génome de l'organisme
(MARMUR et DOTY 1962 ; GRIMONT 1988), (iii) la séquence du génome afin
de calculer le score ANI (Average Nucleotide sequence Identity) (KONSTAN-
TINIDIS et TIEDJE 2005a), (iv) les geénes composant le pangénome (ROSs-
SELLO-MORA et AMANN 2001) de I'espece. Celui-ci est composé du génome
ceeur (en anglais : core genome), ensemble de genes partagé par I’ensemble des
souches constituant l’espece, et par le génome dispensable (en anglais : dis-
pensable genome), ensemble des génes présents dans certaines souches mais
absents dans certaines (TETTELIN et al. 2005; MEDINI et al. 2005), ainsi
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que (v) le contenu en G+C (SUEOKA 1961; MUTO et OsAawA 1987). Ces
techniques seront décrites plus en détail dans la partie A.1.5.2, page 15. Les
phylogénies obtenues a partir de ces différentes méthodes n’aboutissent pas
au méme résultat. C’est donc dans cette incertitude que le quatrieme concept
d’espece a vu le jour.

Le concept nominaliste d’espece Le nominalisme est la « doctrine
soutenant que les faits, les lois et les théories scientifiques ne sont que des
constructions mentales nécessairement conventionnelles, mais empiriquement
fécondes » (JERPHAGNON 1973). Le concept nominaliste de I’espéce bacté-
rienne implique que 'espéce bactérienne n’existe pas en tant que tel dans le
vivant et que sa description est subjective. Celle-ci est nécessaire et permet
de progresser dans la connaissance des bactéries. Erko Stackebrandt, an-
cien rédacteur du journal International Journal of Systematic Bacteriology
(IJSB) maintenant connu sous le nom de International Journal of Systema-
tic and Evolutionary Microbiology (IJSEM) |, déclare dans The Prokaryotes :
« L’inexistence d’espéces comme catégorie objective et comme produit de
la sélection naturelle (...) est reconnue par les microbiologistes depuis plus
de 20 ans. Les microbiologistes, en particulier, suivent des principes et des
recommandations pour assurer la stabilité, la reproductibilité et la cohérence
de la taxonomie — Bien que dans I’analyse finale, la description de 'espece
est toujours subjective » . Le concept de 'espece nominaliste bactérienne est
donc un groupement d’organismes permettant aux microbiologistes de rai-
sonner, d’expérimenter et de communiquer entre eux, mais n’existe pas dans
la nature.

Selon ROSSELLO-MORA et AMANN (2001), le « concept d’espéce phylo-
phénétique » qui est une espece décrite comme « un groupe monophylé-
tique et génomiquement cohérent d’organismes dont de nombreuses carac-
téristiques indépendantes ont un degré élevé de similarité générale, et qui
peuvent étre identifiés par un caractere phénotypique discriminant ». Ce
concept permet de réunir des organismes dans un taxon qui est réel, mais
celui-ci ne peut porter le nom d’espece au sens strict du terme. Cette défi-
nition a été complétée en raison de l'avancée des techniques de séquencage
haut-débit : « une catégorie qui circonscrit des populations monophylétiques,
génomiques et phénotypiques cohérentes d’individus qui peuvent étre claire-
ment distinguées d’autres entités de ce type au moyen de parameétres norma-
lisés » (ROSSELLO-MORA et AMANN 2015). Il est méme défendu que chaque
espece bactérienne est unique en son genre et doit étre définie par ses propres
limites (PALMER et al. 2019).
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A.1.3 La définition de ’espece bactérienne

Bien que le concept d’espece bactérienne fasse débat, il a été nécessaire
d’établir une définition de I’espece bactérienne, afin de pouvoir classifier les
organismes connus et développer une taxonomie bactérienne.

La définition de I’espéce bactérienne selon la commission de Wayne
et al. (1987)

En 1987, un comité ad hoc de I'International Committee for Systematic of
Prokaryotes s’est réuni pour donner une définition phylogénétique de 1’espece
bactérienne. Il a été convenu que le premier critére pour définir si différentes
souches forment une méme espece est un seuil d’hybridation ADN/ADN d’en-
viron 70% ou plus, et d’'une valeur de ATm de 5°C maximum. Selon cette dé-
finition, a la suite de 'application de ce critere, les caracteres phénotypiques
de l'espece doivent correspondre a cette définition et ne doivent outrepas-
ser ce critere que dans de rares cas. Des especes différentes génétiquement
(on peut parler d’espece génomique, genospecies en anglais) et présentant
les mémes caractéristiques phénotypiques ne doivent pas étre nommeées tant
qu'un caractére phénotypique les discriminant n’est pas trouvé. Il est inté-
ressant de constater que ce comité releve I'importance future du potentiel
phylogénétique des ARNSs ribosomaux, ainsi que la possibilité de séquencer
I'intégralité d’un génome bactérien malgré les limites techniques de I’époque.

En raison des avancées techniques, un second comité s’est réuni afin de
réévaluer ’espece bactérienne.

La définition de ’espéce bactérienne selon la commission de Stackebrandt
et al. (2002)

Ce comité décide de maintenir le critére d’hybridation ADN/ADN précé-
demment défini pour définir une espeéce, et publie une série de recommanda-
tions afin d’intégrer les nouvelles techniques génomiques dans la déclaration
d’une nouvelle espéce : (i) il convient d’encourager des techniques génomiques
innovantes pouvant compléter ou supplanter ’hybridation ADN/ADN. Le co-
mité cite notamment le séquencage de genes de ménage ou tout autre gene
conservé, 'empreinte génétique ou encore les puces a ADN, (ii) les especes
doivent étre identifiables par les techniques les plus simples possibles, (iii) les
descriptions des especes doivent étre uniformisées, (iv) la séquence du gene de
I’ARNr 16S d’une taille supérieure a 1 300 nucléotides et avec un taux d’in-
certitude de moins de 0.5% doit étre soumise dans la description de 'espece,
(v) l'indication du contenu en G+C de la souche type de I'espece type d'un
nouveau genre doit étre incluse dans la description, (vi) il est encouragé de
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soumettre plus d’une souche pour toute description d’une nouvelle espece, et
(vii) I'utilisation de la terminologie Canditatus pour les especes non cultivées
est encouragée.

Il est donc encouragé de décrire les especes de la maniere la plus précise
possible et avec un maximum d’approches possibles : phénotypique, géno-
mique ou phylogénique. Cette définition de l’espece est appelée approche
polyphasique. Ce mot a été introduit pour la premiere fois par COLWELL
(1970) dans sa description du genre Vibrio. C’est cette définition de l'es-
pece qui est aujourd’hui appliquée. Elle permet d’apporter une définition
de I'espece la plus précise possible, les organismes composant ’espéce étant
monophylétiques, elle présente une cohérence génomique et phénotypique
(ROSSELLO-MORA et AMANN 2015).

A.1.4 La taxonomie procaryote

Le terme taxonomie (du grec tazis : placement et nomos : loi) a été
utilisé pour la premiere fois en 1813 dans Théorie élémentaire de la botanique
(CANDOLLE 1813). La définition de ce terme varie selon les auteurs (WILKINS
2011) et est sujet & un débat de terminologie entre taxonomie, taxinomie et
taxionomie (TARDIEU 2011; MAYR 1966). Dans notre cas nous utiliserons
les définitions données par SIMPSON (1961) : la taxonomie est considérée
comme 1’étude théorique de la classification, y compris ses bases, principes,
procédures et régles. Les régles pour nommer les taxons (unités taxonomiques
de base) tiennent, elles, de la nomenclature. La systématique se définit comme
I’étude scientifique des types et de la diversité des organismes et de toutes
les relations entre eux (GILLOTT 1995).

La classification des étres vivants est présente dans la nature de ’Homme
depuis la nuit des temps. Les premieres traces écrites d'une classification
sont I'oeuvre d’Aristote dans Histoire des animaux et Parties des animaur,
ou il décrit les étres vivants par leurs attributs, tels que le nombre de pattes
ou encore la couleur de leur sang. Carl Linnaeus avec son livre Systema
Naturae (LINNE et SALVIUS 1758) a permis d’uniformiser les noms donnés
aux organismes, notamment grace a l'introduction du nom binomial. 11 est
le pere de la classification classique. Enfin, Charles Darwin avec son livre On
the Origin of Species by Means of Natural Selection, Or, The Preservation
of Favoured Races in the Struggle for Life (DARWIN 1859) a fondé la théorie
de T'évolution et a apporté les connaissances nécessaires au développement
de la classification phylogénétique et a la représentation de la taxonomie en
forme d’arbre.

La taxonomie des procaryotes, du fait de leur premiere observation en
1676 par Antoni van Leeuwenhoek (LEEUWENHOEK 1677), n’a pris forme
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qu’a partir du XVIII®™e siecle. Ceux-ci étaient alors appelés animalcula et
étaient considérés comme des animaux étant observables seulement au mi-
croscope. A la fin du XVIII®*™e siecle, Otto Friedrich Miiller a été le premier
a proposer une classification bactérienne sur des critéres morphologiques. On
parle alors de classification phénotypique, ne se basant que sur une infor-
mation réduite et avec des criteres subjectifs. Il a distingué deux genres de
bactéries : Monas et Vibrio. Le XIX®™ et les deux premi¢res décennies du
XXeme sigcle ont vu augmentation du nombre de bactéries décrites ainsi que
les premieres cultures bactériennes. En 1923, est paru le Bergey’s Manual of
Determinative Bacteriology (BERGEY 1923) qui est la premiere clé d’iden-
tification des bactéries. Il n’y avait pas a I’époque de concertation dans la
communauté scientifique sur la classification des procaryotes et les erreurs de
nomenclature étaient fréquentes. Le Bergey’s Manual of Determinative Bac-
teriology devient la référence en matiere de classification des procaryotes. A
la fin des années 1950 est apparue la taxonomie numérique (SNEATH 2015),
qui via l'utilisation d’algorithmes numériques (ROGERS et TANIMOTO 1960),
permet d’agréger ’ensemble des états de caracteres phénotypiques et la for-
mation de groupes de bactéries similaires via le calcul d’un indice numérique
(I'indice et le coefficient de Jaccard). Celui-ci évalue les similitudes phéné-
tiques des souches d’intéréts et calcul une distance taxonomique entre cha-
cune d’entre-elles. Cette derniere permet d’obtenir des groupes homogenes
d’organismes que 1’on peut appeler espece, et d’organiser ces especes en genre
et en rang de plus haut niveau. Grace au développement des techniques de
biologie moléculaire, cette période a aussi permis I’émergence de la chimio-
taxonomie qui a pour objectif d’identifier et classer les organismes par les
différences et similitudes de leur composition biochimique. Les éléments chi-
miques d’intérét sont entre autres les protéines, les sucres ou encore les lipides
constitutifs de la membrane (VANDAMME et al. 1996).

Mais le début des années 60 marque aussi I’approfondissement des connais-
sances sur ’ADN et fait apparaitre des méthodes tirant profit de ces avan-
cées. Des approches génétiques sont utilisées afin d’identifier et de classer les
souches procaryotes. L’hybridation ADN/ADN est notamment reconnue par
la commission de WAYNE et al. (1987) comme principal critére pour définir
une espece procaryote. Le contenu en G+C a également permis de compa-
rer différentes souches et leur proximité. Dans les années 70, le séquencage
de PADN a permis le début des approches phylogénétiques, notamment la
reconstruction d’arbre phylogénétique basée sur le gene de ’ARNr 16S. La
baisse des cofits et les progres en matiére de séquencage ont permis l'appa-
rition d’autres méthodes phylogéniques, telles que l'identification génétique
(génotypage), le typage par séquengage multilocus ou le séquengage entier de
génomes.
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Ces différentes approches phénotypiques, génétiques et phylogéniques com-
binées ont permis I’émergence de la taxonomie polyphasique (aussi appelée
taxonomie mixte et consensuelle, VANDAMME et al. 1996; GEVERS et al.
2006). Cette approche de la taxonomie permet d’agréger des données prove-
nant de différentes sources, afin d’obtenir une classification consensuelle avec
le moins de contradictions possibles. Elle reprend les principes décrits dans
la définition de I’espece polyphasique : la convergence de toutes les informa-
tions génotypiques, phénotypiques et phylogénétiques afin de déterminer les
taxons bactériens (ZAKHIA et LAJUDIE 2006).

A.1.5 Meéthodes utilisées pour la classification bacté-
rienne

A.1.5.1 Les méthodes phénotypiques

Les caracteres phénotypiques sont les caractéristiques observables qui ré-
sultent de 'expression des genes d’'un organisme (MOORE et al. 2010). Les
premiers caracteres phénotypiques utilisés étaient purement morphologiques
et caractérisaient I'organisme : taille, forme, présence d'un flagelle, endospore,
corps d’inclusion, ou la colonie : couleur, forme, dimension. Ces criteres sont
dépendants des conditions de culture ou de ’environnement. La composition
de la paroi cellulaire est également un caractére phénotypique permettant de
discriminer différentes bactéries via notamment la coloration de Gram qui
réagit en fonction de la composition de la paroi cellulaire (SCHLEIFER et
KANDLER 1972). Le sérotypage des cellules via les anticorps (HENRIKSEN
1978), l'analyse des isoprénoide quinone présentes dans la membrane cellu-
laire (COLLINS et JONES 1981) et la comparaison des profils protéiques des
individus (KERSTERS et al. 1994) permettent également de classifier les bac-
téries. La liste des techniques présentée ici n’est pas exhaustive et il existe des
approches propres a certains taxons. Toutefois, ’ensemble de ces méthodes
ne permet d’avoir acces a l'expression d’une partie réduite du génome.

A.1.5.2 Les méthodes génotypiques

Les caractéristiques physico-chimiques de PADN ont servi de base
au développement des premieres méthodes permettant de délimiter I'espece
bactérienne.

L’hybridation ADN/ADN repose sur les propriétés de dénaturation
et de renaturation de ’ADN. Le chauffage progressif d’'une molécule d’ADN
entraine la rupture des liaisons hydrogenes reliant les paires de bases entre les
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deux brins. Les brins deviennent indépendants 'un de 'autre et seul un re-
froidissement lent permet de rétablir ces liaisons hydrogenes. La température
de dénaturation est dépendante du contenu en G+C du génome (la tempé-
rature augmente si un génome présente un fort contenu en G+C, MARMUR
et DOTY 1962). L’écart entre la température de renaturation de I’ADN et
celle de dénaturation est comprise entre 22 et 26°C.

Afin de déterminer si deux organismes appartiennent a la méme espece,
leur ADN est mélangé dans une méme solution. Apres dénaturation, la tem-
pérature de la solution est abaissée afin que les brins d’ADN se réassocient. La
température de renaturation de ’ADN est en moyenne de 24°C inférieure a sa
température de dénaturation. Lors de la renaturation on obtient deux types
de duplex : (i) des homoduplex d’ADN formés de deux brins d’ADN prove-
nant du méme organisme et (ii) des hétéroduplex d’ADN formés de deux brins
provenant chacun d’un organisme différent (hybrides). C’est le ratio d’hété-
roduplex qui est pris en compte dans le taux d’hybridation ADN/ADN. Plus
les brins d’ADN des deux especes sont complémentaires, plus cela favori-
sera Iapparition d’hétéroduplex. S’il y a plus de 70% d’hétéroduplex, alors
les deux bactéries peuvent étre considérées comme étant de la méme espece
(WAYNE et al. 1987). Il existe plusieurs techniques afin de mesurer le ratio
d’hétéroduplex, notamment (i) la méthode a ’hydroxyapatite (BRENNER et
al. 1969), (ii) la méthode a I’endonucléase S1 (CROSA, BRENNER et FALKOW
1973) et (iii) la méthode de renaturation optique (LEY, CATTOIR et REY-
NAERTS 1970). Les deux premieres méthodes permettent la caractérisation
de la stabilité thermique de ces hétéroduplex vis-a-vis des homoduplex par
le calcul du AT,,, c’est-a-dire la différence de température entre la tempé-
rature de dénaturation des homoduplex et celle des hétéroduplex. Si cette
différence de température est faible, alors les hybrides formés possedent peu
de bases non appariées et donc en conséquence une séquence d’autant plus
proche. Une différence de température de dénaturation entre les homoduplex
et les hétéroduplex entre 1 et 2.2% correspond & 1% de bases non appariées
dans I'hétéroduplex. Ainsi, en plus de 70% d’hybridation ADN/ADN, deux
organismes appartiennent a la méme espece si le AT, n’est pas supérieur a

5°C (WAYNE et al. 1987).

Le contenu en G+C d’un génome est également utilisé pour compa-
rer les génomes des procaryotes sur la base des paires d’acides nucléiques
G-C est un prérequis pour déterminer les conditions de températures devant
étre utilisées lors de '’hybridation ADN/ADN. Ce pourcentage était dans un
premier temps estimé a partir de méthodes indirectes (c.-a-d. qu’elles ne font
qu’estimer le contenu, elles ne permettent pas d’obtenir une valeur absolue)
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basées sur la température de dénaturation de 'ADN (MARMUR et DoTY
1962), la centrifugation a 1’équilibre dans une solution de chlorure de césium
(SCHILDKRAUT, MARMUR et DOTY 1962), des températures de fusion de
I’ADN (OwEN, HILL et LAPAGE 1969) ou encore par des méthodes plus
récentes comme la PCR quantitative (MOREIRA, PEREIRA et THOMPSON
2011) ou la chromatographie (Ko et al. 1977). Les avancées en matiere de sé-
quencage de génome complet permettent la détermination précise du %G+C
grace a 'acces a la séquence des acides nucléiques et via la formule suivante
(ROSSELLO-MORA et AMANN 2001) :

%G +C =[G+ Cl/[A+T +C+G] x 100

Le %G+C varie entre 13 et 76% chez les procaryotes (VANDAMME et al.
1996 ; McCUTCHEON et MORAN 2010) et le %G+C des organismes d’une
méme espece bactérienne ne doivent pas différer de plus de 3% ou 5% selon les
définitions de l'espece (MESBAH, WHITMAN et MESBAH 2011 ; ROSSELLO-
MORA et AMANN 2001) et de plus de 10% dans le cas d’un genre.

Ces techniques sont toujours utilisées de nos jours (MEIER-KOLTHOFF,
KLENK et GOKER 2014) le %G+C devant étre soumis dans la description
d’une nouvelle espece et 'hybridation ADN/ADN étant encore la méthode
de référence pour définir une espece bactérienne (TINDALL et al. 2010). Mais
cette derniere est trés lourde a mettre en ceuvre, notamment pour les orga-
nismes ne pouvant étre cultivés. Le deuxieme comité de définition de 'espece
bactérienne (STACKEBRANDT et al. 2002) encourage a compléter I’hybrida-
tion ADN/ADN par de nouvelles méthodes quantitatives pouvant étre vali-
dées sur de nombreuses collections de souches. Si une méthode suivant ces
principes se dégage, alors elle pourrait remplacer ’hybridation ADN/ADN
comme technique de référence.

Le gene de PARNr 16S est le gene qui code ’ARN ribosomal 16S.
L’ARNTr 16S forme, avec un ensemble de protéines, la petite sous-unité 30S
du ribosome bactérien. Il a été I'un des premiers genes marqueurs utilisés
dans la classification des bactéries (WOESE 1987), car celui-ci est présent
chez les bactéries et les archées. Ce gene présente une taille relativement
constante (1 378 nucléotides valeur médiane avec un écart-type de 57 nucléo-
tides avec des valeurs minimales et maximales de 1 112 et 2 369 nucléotides
respectivement. Cette valeur est calculée sur l'intégralité des séquences com-
pletes des genes de ’ARNr 16S présente dans GreenGenes 13.5, MCDONALD
et al. 2012). Il est constitué de neuf régions variables entourées de régions
conservées (Figure A.III).
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F1GURE A.III — Structure secondaire de ’ARNr 16S chez Escherichia coli

composée de 1541 nucléotides (BROSIUS et al. 1978). Les régions variables

sont indiquées par leur nom (V1 par exemple), et les nucléotides les
composant sont indiqués en gras.

Source: YARZA et al. (2014)
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Ces régions variables ont des tailles comprises entre une quarantaine et
une centaine de paires de bases et sont nommées de V1 a V9 en fonction
de leur position (CHAKRAVORTY et al. 2007). Ces régions variables sont par
définition sujet a des substitutions, des insertions ou a des délétions de nu-
cléotides tout en conservant la structure secondaire de ’ARNT. Les différentes
régions conservées sont également tres facilement amplifiables par PCR grace
a des amorces universelles (WEISBURG et al. 1991). La principale limite du
gene de ARNr 16S est qu’il est en multiples copies dans la majorité des
génomes. En effet, Photobacterium damselae possede 21 copies (STODDARD
et al. 2015) de ce gene. Le nombre moyen de copies par organisme chez
les bactéries oscille entre 4,2 copies (VETROVSKY et BALDRIAN 2013) et
4,8 copies (selon la base de données rrnDB (Ribosomal RNA Database),
STODDARD et al. 2015). Seules environ 15% des bactéries ne contiendraient
qu’une seule copie. Pour les archées, le nombre maximal de copies est de 4
pour une moyenne de 1,7 copies. Au sein d’un organisme les copies du gene de
I’ARNr 16S n’ont pas forcément la méme séquence. Des souches différentes
présentant des séquences du gene de ARN 16S différentes sont qualifiées
de ribotype (CASE et al. 2007), chacun de ces ribotypes pouvant présenter
un génotype différent (THOMPSON et al. 2005). Ces différentes copies pour
un méme organisme peuvent mener a des problemes de phylogénie ou de
taxonomie (MARCHANDIN et al. 2003). De plus, KITAHARA et MIYAZAKI
(2013) ont montré que le géne de ’ARNr 16S pouvait étre occasionnellement
sujet a un transfert horizontal entre organismes procaryotes ce qui rend, par
conséquent, la classification des organismes plus difficile.

La commission de STACKEBRANDT et al. (2002) reconnait 1'utilité du
gene de 'ARNr 16S dans le cadre d’une taxonomie bactérienne et impose le
dépot de la séquence du gene lors de chaque description d’une nouvelle espece
bactérienne. Le seuil de 97% de similarité entre deux séquences du gene de
I’ARNT 16S avait été alors retenu (STACKEBRANDT et GOEBEL 1994) ce qui
correspond a une différence maximum de 45 nucléotides entre les genes. Ce
seuil a été choisi suite au constat que deux génomes bactériens ne peuvent
avoir plus de 70% d’hybridation ADN/ADN que si, et seulement si, la simi-
larité de leur séquence du gene de ’ARNr 16S est supérieure a 97% (Figure
A.1V). Ce seuil permet d’obtenir une premiére indication sur la possible ap-
partenance ou non de deux organismes a une méme espece sans faire appel a
I'hybridation ADN/ADN. Si deux bactéries présentent des séquences du géne
de 'ARNr 16S ayant une similarité inférieure a 97% alors elles ne peuvent
étre dans la méme espéce et il n’est pas nécessaire de réaliser une hybridation
ADN/ADN des génomes. Ce n’est que si les geénes présentent plus de 97%
de similarité de séquence qu’il est alors nécessaire de faire appel a I’hybrida-
tion ADN/ADN afin de confirmer un taux d’hybridation supérieur ou égal a
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F1GURE A.IV — Comparaison du taux de similarité de 'ARNr 16S et du
taux d’hybridation ADN/ADN dans une sélection d’organismes provenant
de différents jeux de données. Chaque symbole indique un jeu de données

différent ou 'hybridation ADN/ADN a été effectué via différentes
méthodes : x, méthode par filtration membranaire; #, 1, 2, 3 et 4, méthode
par taux de renaturation; o , méthode de la nucléase S1. La zone hachurée
(moins de 97% de similarité entre les ARNr 16S et plus de 70%
d’hybridation ADN/ADN) ne contient aucun couple d’organismes.

D’aprés STACKEBRANDT et GOEBEL (1994)

70% entre les deux organismes et donc de valider que ceux-ci appartiennent
a la méme espece. Cette valeur de similarité permet d’éviter I'hybridation
ADN/ADN, technique lourde et peu reproductible mais nécessaire a la dé-
finition de 'espece bactérienne. Ce seuil de 97% est appelé 1’étalon-or (de
langlais : gold standard) de l'identification bactérienne.

Il a été proposé en 2006 de modifier ce seuil pour des raisons de repro-
ductibilité des résultats et de praticité (les taxonomistes n’étant pas forcé-
ment enclins a réaliser des hybridations ADN/ADN). En effet, ’hybridation
ADN/ADN est difficilement reproductible par un pair car dépendant de nom-
breux facteurs physico-chimiques alors que le séquencgage du génome 1'est da-
vantage. La proposition est de réévaluer ce seuil entre 98,7-99% (soit entre
15 et 20 nucléotides de différence entre genes de I’ARNr 16S) afin de rendre
plus discriminante cette technique (Figure A.V) et ainsi avoir moins recours
a I'hybridation ADN/ADN (STACKEBRANDT et EBERS 2006). En dessous
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F1GURE A.V — Comparaison des taux de similarité de ’ARNr 16S et du
taux d’hybridation ADN/ADN. Chaque symbole indique un jeu de données
différents provenant d’'IJSME Volume 55 (2005). La forme du symbole
indique la technique de renaturation. La barre verticale rouge indique
'ancien seuil défini dans STACKEBRANDT et GOEBEL (1994) tandis que la
barre bleue indique le seuil de 98,7-99% proposé. Les barres horizontales
entre les carrés indiquent les résultats obtenus entre différentes méthodes
d’hybridation ADN/ADN tandis que les fleches horizontales indiquent le
recalcul in silico de la similarité de ’ARNr 16S pour les organismes
concernés.

Source: STACKEBRANDT et EBERS (2006)

de ce seuil, I'appartenance a une méme espece est a démontrer par d’autres
techniques.

Le gene de ’ARNr 16S s’imposant comme ’étalon-or de I'identification
et la classification d’espece bactérienne, il a été nécessaire de mettre en place
des banques de données de séquences. C’est dans ce cadre que naissent de
nombreuses bases de données dont The Ribosomal Database Project (RDP),
OLSEN et al. 1992 ; COLE et al. 2014). Cette base de données a été construite
en réunissant 'intégralité des séquences de précédentes collections publiques
ou privées, de GenBank, d’EMBL. Ces séquences ont ensuite été alignées
et proposées a la libre consultation, associées avec des outils permettant
des analyses et des comparaisons entre séquences. Aujourd’hui, la plupart
des séquences proviennent de 1’International Nucleotide Sequence Database
Collaboration (INSDC) qui est le fruit de la collaboration du DDBJ, EMBL-
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Rang | Seuil | Minimum (%) | Mediane (%)
Especes | 98,7 98,7 NA
Genre | 94,5 | 94,8 (94,5, 95.1) | 96,4 (96,2, 96,0)
Famille | 86,5 | 87,7 (36,8, 88,4) | 92,3 (91,7, 92,9)
Ordre | 82 | 83,6 (32,3, 84,8) | 89,2 (88,3, 90,1)
( ) ( )
) (

Classe | 78,5 | 80,4 (78,6, 82,5) | 86,4 (84,7, 88,0
Phylum | 75 | 77,5 (75,0, 79,9) | 83,7 (31,6, 86,0)

Tableau A.2 — Seuils de similarité de séquence du gene de ’ARNr 16S pour
les rangs taxonomiques majeurs. L’intervalle de confiance est indiqué entre
parentheses. Le seuil de qualification de 'espece a été déterminé par
STACKEBRANDT et EBERS (2006).

Source: ROSSELLO-MORA et AMANN (2015) et YARZA et al. (2014)

EBI et NCBI. Toutes les séquences sont affiliées a une taxonomie respectant
le Bergey’s Manual Trust (https://www.bergeys.org/) ainsi que The List
of Prokaryotic Names with Standing in Nomenclature (LPSN, http://wuw.
bacterio.net/, PARTE 2018). La base de données Greengenes (DESANTIS
et al. 2006 ; McDONALD et al. 2012, voir partie A.1.7.5, page 36) contient
également ce type de séquence, mais celle-ci ne semble plus mise a jour depuis
2013. Le projet LTP (Living Tree Project, Partie A.1.7.3, page 34) réunis-
sant plusieurs partenaires (ARB, SILVA, LPSN et the journal Systematic
and Applied Microbiology) a pour but de reconstruire un arbre phylogéné-
tique basé sur ’ARNr 16s de toutes les souches type de procaryotes (YARZA
et al. 2008). Les auteurs de la base de données SILVA (QUAST et al. 2013)
tirent parti de cet effort de curation afin de proposer des données de grande
qualité et mettent a disposition une taxonomie qui leur est propre (YILMAZ
et al. 2014). Cette taxonomie a été dernicrement réorganisée en suivant le
projet « Genome Taxonomy Database » (GTDB, Partie A.1.7.8, page 37)
qui a permis une révision de 'arbre du vivant (PARKS et al. 2018 ; WAITE et
al. 2017). Le projet EzTaxon (CHUN et al. 2007) suivi du projet EzBioCloud
(YOON et al. 2017a) propose une approche similaire permettant 'identifica-
tion d’organismes par comparaison avec une base de données d’ARNr 16S.

Grace a ces données, il a été possible de proposer de nouvelles regles afin
de limiter les rangs supérieurs a celui de I'espece (Tableau A.2). Ces rangs,
bien qu’abstraits et que leur cohérence soit inversement corrélée a leur rang,
présentent des seuils de similarité de la séquence du gene de I’ARNr 16S
(YARZA et al. 2014).

Mais l'identification via le gene de ’ARNr 16S peut ne pas étre assez dis-
criminante (FOX, WISOTZKEY et JURTSHUK 1992 ; MIGNARD et FLANDROIS


https://www.bergeys.org/
http://www.bacterio.net/
http://www.bacterio.net/

CHAPITRE A. ETAT DE L’ART 23

2006). De plus, de nombreux biais entrent en compte (différentes copies, pos-
sible transfert horizontal d’une partie du gene, biais technique lors du séquen-
cage). L'utilisation d’autres genes marqueurs de diversité pourrait constituer
une solution additionnelle a ces limites.

Les autres genes marqueurs de la diversité. Les avancées en matiere
de séquencage ont permis de séquencer des génomes procaryotes entiers. La
comparaison de ces génomes a mis en évidence l’existence d'un génome coeur
défini comme ’ensemble des genes présents dans 'intégralité des organismes
d’un clade d’intérét. Cette notion peut s’appliquer a une espece bactérienne
ou a lintégralité des procaryotes (le géne de 'ARN 16S fait partie du gé-
nome coeur des procaryotes). Une partie des génes composant le génome coeur
sont des genes dits de ménage (en anglais : housekeeping genes) assurant les
fonctions de base de la cellule et codant pour des protéines ubiquitaires aux
procaryotes (SARKAR et GUTTMAN 2004). Les génes marqueurs générale-
ment choisis sont : (i) les génes codant sur les sous-unités a et 5 de ’ADN
polymérase (rpoA et rpoB, ce dernier étant présent en une seule copie dans
chaque organisme, CASE et al. 2007), (ii) le géne codant pour la sous-unité
f de 'ADN gyrase (gyrB) ou encore (iii) recA, le géne de la recombinase A.

Aucun de ces génes n’a encore démontré son pouvoir discriminant a tra-
vers les différents phyla bactériens et, bien que les premiers résultats soient
encourageants, il est encore nécessaire de les tester dans l'intégralité des
taxons bactériens (POIRIER et al. 2018).

Bien que le comité de STACKEBRANDT et al. (2002) pensait que le séquen-
cage d’autre génes marqueurs puisse remplacer 'hybridation ADN/ADN lors
de la délimitation d’une espece, le choix d’un gene marqueur additionnel au
gene de PARNr 16S ainsi que le seuil de délimitation d’une espece n’ont
jamais pu étre définis (GLAESER et KAMPFER 2015).

L’analyse de séquences multilocus (MLSA de 'anglais : Multi-Locus
Sequence Analysis) est une technique reposant sur ces genes marqueurs per-
mettant la reconstruction de I'histoire évolutive des organismes, afin d’en dé-
duire les relations de parenté et, in fine, une classification bactérienne. Celle-
ci est dérivée de la technique du typage par analyse de séquence (MLST de
langlais : Multi-Locus Sequence Typing ) permettant d’identifier des souches
bactériennes en épidémiologie en se reposant sur les différences alléliques de
différents genes entre différentes souches (MAIDEN et al. 1998). La MLSA
reprend ce principe mais avec des genes de ménage (GEVERS et al. 2005).
Cette technique nécessite de sélectionner le plus de genes possibles et au mi-
nimum quatre ou cinq (GLAESER et KAMPFER 2015) pour des organismes



24 A.1. CARACTERISATION DES ESPECES PROCARYOTES

proches. Si les organismes sont relativement distants, alors il est nécessaire de
faire appel a un plus grand nombre de geénes ce qui permet de surmonter les
problémes de bruit phylogénétique (ROSSELLO-MORA et AMANN 2015). Les
criteres de choix des genes sont les suivants (DE Vos 2011) : (i) ils doivent
tous étre présents dans tous les organismes a discriminer, (ii) le géne doit étre
présent en une seule copie dans chacun des génomes étudiés, (iii) les différents
geénes ne doivent pas avoir subi de transferts horizontaux, (iv) la variabilité
de la séquence des genes doit coincider avec la variabilité des génomes entiers,
et (v) des amorces ? doivent étre disponibles ou peuvent étre synthétisées afin
de pouvoir amplifier les génes d’intérét en vue de leur séquencage. Une fois les
genes choisis, ils sont amplifiés par PCR et séquencés. Les lectures obtenues
d’un gene d’'un organisme sont ensuite alignées contre les lectures du méme
gene chez les autres organismes a discriminer. On parle d’alignement multiple
de séquences (en anglais : MSA : Multiple Sequence Alignment ). On obtient
donc autant d’alignements multiples de séquences qu’il y a de genes d’intérét.
Ces alignements multiples de geénes sont ensuite concaténés afin de recons-
truire un arbre phylogénétique consensus pour tous les génes. Les techniques
d’inférence phylogénétique et de reconstruction d’arbres phylogénétiques et
d’arbres phylogénétiques consensus seront abordées dans la partie A.1.5.3,
page 26. Cet arbre consensus permet d’identifier les souches appartenant a
un méme clade et donc a la méme espece ou genre. Mais comme pour les
genes marqueurs uniques, il n’existe pas de consensus sur le choix des genes,
ainsi que sur une valeur seuil pour la définition de 1’espece bactérienne.

Le séquengage génome complet et les indices globaux de parenté
génomique. Le séquencage de génome complet étant facilité par les avan-
cées techniques, il est maintenant possible de réaliser des analyses sur la
séquence complete du génome. Ces analyses rendent possible le calcul d’in-
dices globaux de parenté génomique (en anglais : OGRI (Qverall Genome
Relatedness Indices, CHUN et RAINEY 2014). Ces indices ont pour but de
supplanter 'hybridation ADN/ADN dans le processus de délimitation d’es-
pece bactérienne car ’hybridation ADN/ADN est difficilement répétable par
les paires alors qu’'une fois le génome séquencé et sa séquence déposée dans
une banque de données publique telle que Sequence Read Archive (SRA), il
est alors possible de répéter le calcul des OGRI sur la séquence facilement. I1
existe plusieurs OGRI : (i) I’ANI (identité moyenne de la séquence nucléoti-
dique, de 'anglais : Average Nucleotide sequence Identity, KONSTANTINIDIS

2. Courtes séquences se plagant par hybridation au début et a la fin du gene d’intérét,
elles permettent la délimitation du géne et servent de point de départ a ’ADN polymérase
lors de la PCR.
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et TIEDJE 2005a; GORIS et al. 2007; ARAHAL 2014, (ii) la dDDH (hybri-
dation ADN/ADN numérique, de anglais : digital DNA/DNA hybridation,
(AUCH et al. 2010) et (iii) le MUM (Nombre maximal de correspondances
uniques, de 'anglais : Mazimal Unique Matches, DELOGER, EL KAROUI et
PETIT 2009).

Parmi ces trois indices, I’ANI est le plus utilisé en substitut in silico de
I'hybridation ADN/ADN pour I'appartenance ou non & une méme espéce bac-
térienne. La détermination de I’ANT est réalisée en deux étapes. Dans un pre-
mier temps, l'intégralité des génomes des organismes comparés sont alignés
entre eux et les régions correspondantes sont identifiées. Dans un deuxieme
temps, le calcul de l'identité nucléotidique est effectué a partir de ces ré-
gions correspondantes. L’ANI correspond a la moyenne des valeurs d’identité
nucléotidique. Différentes méthodes d’alignement et différentes données d’en-
trée peuvent étre utilisées pour calculer I’ANI. Les principales méthodes sont :
(i) PANIb, méthode ot un des génomes est coupé en fragments de 1 020 nu-
cléotides et chacun de ces fragments est recherché dans le génome complet
de Tautre organisme (GORIS et al. 2007), (ii) ’ANIm, qui repose sur le lo-
giciel MUMmer (KURTZ et al. 2004) ou les deux génomes comparés ne sont
pas fragmentés (RICHTER et ROSSELLO-MORA 2009), (iii) OrthoANT, ot les
deux génomes sont fragmentés en séquences de 1 020 nucléotides et seul les
fragments présentant une orthologie sont utilisés dans le calcul (LEE et al.
2016), et (iv) FastANI, ne reposant pas sur des alignements de séquences
mais sur une estimation de 'identité des k-mers (JAIN et al. 2018b; JAIN
et al. 2018a).

L’indice ANT est exprimé en pourcentage d’identité. Une valeur d’hybri-
dation ADN/ADN supérieure a 70% correspond & un ANT supérieur ou égal a
94%. ROSSELLO-MORA et AMANN (2015) définit ce seuil & 96% car entre 93%
et 96% il existe une incertitude. L’ANI est fondé sur la séquence du génome
complet. Il est donc nécessaire, pour calculer I’ANI dans le cadre d’étude
métagénomique d’environnement complexe, de séquencer avec la plus grande
qualité et profondeur possible. Il est recommandé d’effectuer un assemblage
présentant des séquences de grandes tailles pour calculer I’ANI (JAIN et al.
2018b; CHUN et al. 2018). On peut notamment se baser sur l'indicateur
N50 qui est la taille du scaffold® tel que 50% de la longueur cumulée de
I'ensemble des scaffolds (ou contigs) obtenus apres assemblage soit contenue
dans des scaffolds (ou contigs) de taille égale ou supérieure (BRUTO 2010). A
noter que ’ANI n’est pas un bon indicateur pour les organismes tres distants

3. Ensemble de contigs ordonnés et orientés. Un scaffold contient des parties de sé-
quences ou les nucléotides ne sont pas connus, mais malgré ces interstices il existe des
preuves supportant ’ordre et 'orientation des contigs composant le scaffold.
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(présentant un ANI inférieur a 80%). Il est recommandé dans ce cas de se
baser sur 'AAI (Moyenne d’identité des acides aminés, en anglais : Average
Amino acid Identity, KONSTANTINIDIS et TIEDJE 2005b ; RODRIGUEZ-R et
KONSTANTINIDIS 2014).

Les indices OGRI pourraient remplacer 'hybridation ADN/ADN pour
déterminer si une souche séquencée appartient a une espece déja connue. Elle
permet aussi de délimiter de nouvelles especes bactériennes. Il est actuelle-
ment proposé que ces indices, accompagnés d'un maximum d’information sur
le séquencage et de statistiques sur I'assemblage, soient exigés pour la décla-
ration de nouvelles especes (CHUN et al. 2018). Cela a pour but de faciliter
la reproductibilité des analyses taxonomiques et de faciliter les approches
taxonomiques futures.

Les seuils des différentes méthodes génotypiques évoquées dans cette par-
tie sont résumés dans le tableau A.3.

Méthodes Seuil Inconvénients
Hybridation 0% Peu reproductible, lourd tech-
ADN/ADN niquement

Définition limitée au genre, ri-
ARNr 16S 98,7% botype et possibilité de trans-

fert horizontal

Choix du/des gene(s) et du
Non consensuel | seuil intrinseque au clade d’in-
térét

Autre genes mar-
queurs (gyrB, TpoA,
rpoB, recA), multilo-
cus sequence analysis

ANI 93-96%

Dépendant de la qualité de sé-
quencage et d’assemblage

Tableau A.3 — Seuil de définition de 'espece associé aux différentes
méthodologies.

A.1.5.3 L’apport de la phylogénie

Dans les différentes techniques vues précédemment (ARNr 165, MLSA),
ainsi que dans la définition de I’espéce phylogénétique (Partie A.1.2, page 10),
il est intéressant de considérer plusieurs organismes en méme temps, et de ne
pas se limiter a une comparaison organisme a organisme. Pour cela, il est pos-
sible de générer des arbres phylogénétiques qui représentent les relations évo-
lutives entre différents organismes en se basant sur leurs similarités ou leurs
différences. Chaque branche représente la persistance d’une lignée génétique
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a travers le temps et chaque noeud représente la naissance d’une nouvelle
lignée (YANG et RANNALA 2012). Un clade est défini comme l'intégralité des
organismes partageant un méme ancétre commun. On peut également par-
ler de groupe monophylétique. Les arbres phylogénétiques ne peuvent étre
directement observés et doivent étre reconstruits a partir de séquences nu-
cléotidiques telles que le géne de ’ARNr 16S ou de séquences protéiques de
genes marqueurs. L’inférence de ’arbre phylogénétique fait donc appel a des
méthodes de reconstruction d’arbres phylogénétiques. Il existe trois méthodes
principales, elles-mémes pouvant inclure des sous-méthodes :

Méthode basée sur une matrice de distance Dans un premier temps,
une distance est calculée entre paires de séquences grace a leur alignement.
Chacune de ces distances est calculée grace a un modele d’évolutions des
séquences d’ADN;, des codons, ou des acides aminés (ARENAS 2015). Une
matrice de distance est obtenue. Un arbre est ensuite généré grace a plusieurs
méthodes, telle que la méthode des moindres carrés, de I’évolution minimum,
ou UPGMA (Unweighted pair group method with arithmetic mean). La plus
utilisée est toutefois celle du « Neighbor Joining » (SAITOU et NEI 1987).

Méthode basée sur les caracteres Il existe deux principales méthodes
basées sur les caracteres : (i) le maximum de parcimonie, ou le nombre de
changements d’état de caracteres (autrement dit, de changement de nucléo-
tide pour un site donné dans la séquence) doit étre réduit au maximum. Le
meilleur arbre est celui qui implique le moins de changements d’état de carac-
tere. (ii) Le maximum de vraisemblance, qui repose également sur un modéle
d’évolution tel que décrit précédemment, ainsi que sur la loi des probabilités
conditionnelles. Il permet d’obtenir I'arbre ayant la plus forte probabilité de
représenter ’évolution des séquences conduisant aux séquences sources.

Méthode bayésienne La méthode bayésienne est une méthode statistique
permettant de calculer a posteriori la probabilité qu'un arbre soit vrai, sa-
chant les données que 'on possede. Cette méthode demandant une puissance
de calcul tres importante, elle est combinée avec 'utilisation de chalnes de
Markov avec technique de Monte Carlo, qui permet de guider la méthode a
travers I’ensemble des arbres possibles.

L’analyse phylogénétique de larges jeux de données Avec les avan-
cées en matieres de séquencage, il est désormais nécessaire que les méthodes
d’inférence phylogénétique puissent gérer des données tres importantes en
terme de taille. C’est le cas, par exemple, pour la MLSA (Partie A.1.5.2,
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page 23), ou les relations phylogénétiques de plusieurs génes marqueurs sont
considérées. Il est donc question d’assembler ces relations phylogénétiques,
afin de composer un arbre final des relations phylogénétiques. Pour cela il
existe deux méthodes (SANDERSON, PURVIS et HENZE 1998) : (i) 'approche
du « super arbre », qui assemble chacun des sous arbres définis pour chaque
géne en un seul arbre et (ii) I'approche « super matrice », qui concaténe
I’ensemble des alignements de séquences et ensuite trace un arbre phylogé-
nétique.

La phylogénie joue un réle prépondérant dans la taxonomie polyphasique
(Partie A.1.4, page 14), mais celle-ci doit étre complétée par d’autres mé-
thodes lors de la description d'un nouveau taxon.

A.1.6 Nomenclature bactérienne

Dans les précédentes parties nous avons décrit les critéres permettant
d’affilier une souche a l’espéce ou a un autre rang taxonomique. Néanmoins,
afin de faciliter la communication entre chercheurs, il est nécessaire d’établir
des régles concernant les noms des procaryotes. Les procaryotes possedent
leur propre code intitulé International Code of Nomenclature of Prokaryotes
ou ICNP (PARKER, TINDALL et GARRITY 2019). La premiere pré-version
a été publiée en 1947 (BUCHANAN, ST. JOHN-BROOKS et INTERNATIONAL
CONGRESS FOR MICROBIOLOGY 1947), mais la premiére publication n’a lieu
que 28 ans plus tard en 1975. Depuis, des révisions ont été validées en 1990 et
publiées en 1992 (LAPAGE et al. 1992) ainsi que proposées en 2008, présentées
en 2014 et publiées en 2019 (PARKER, TINDALL et GARRITY 2019). Avant la
publication du premier code de nomenclature des procaryotes, la nomencla-
ture de ceux-ci était soumise au code International Code of Nomenclature for
algae, fungi, and plants (ICN, anciennement International Code of Botanical
Nomenclature, TURLAND et al. 2018) qui gere la nomenclature des plantes,
algues et champignons. Les cyanobactéries, unique phylum contenant des
bactéries étant capables de réaliser la photosynthese afin d’obtenir de 1’éner-
gie et longtemps considérées comme des plantes unicellulaires sont encore
soumises aux reégles de nomenclature 'ICN en parallele de celle de 'TCNP
(OREN 2011 ; OREN et VENTURA 2017), bien que des efforts soient faits pour
trouver un consensus (PALINSKA et SUROSZ 2014 ; PINEVICH 2015).

L’ICNP définit ’ensemble des principes et des regles qui régulent les noms
des taxons. Les principes de bases sont les suivants : (i) le principal objectif
est la stabilité des noms dans le temps. Les noms pouvant causer des erreurs
ou des confusions seront rejetés et la création de noms inutiles doit étre
proscrite. (ii) Les noms des rangs supérieurs ou égaux au genre (tels que
par exemple le nom des ordres et des familles) ne doivent pas étre présents
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dans 1'International Code of Nomenclature for algae, fungi, and plants et
dans ' International Commission on Zoological Nomenclature (code régulant
la nomenclature du domaine des animaux). Cette régle ne s’applique pas a
I'épithete de I'espece. (iii) Les noms des taxons doivent provenir du latin, du
grec ou latinisés. (iv) Le nom d’un taxon sert en premier lieu a ce que 1'on
se réfere a lui, et non pas a indiquer les caracteres ou 'histoire des taxons.
(v) Chaque taxon possédant une délimitation, une position et un rang, ne
peut porter qu’'un seul nom. (vi) Le nom d’un taxon ne peut étre changé que si
des études taxonomiques l'indiquent comme erroné, ou si celui-ci contrevient
aux regles du code.

F1GURE A.VI — Rangs taxonomiques majeurs régulés par le code de
nomenclature des procaryotes. Les phyla sont indiqués en pointillés, car non
régis a I’heure actuelle par le code, bien qu'une proposition ait été effectuée

(OREN et al. 2015).

D’apres Peter Halasz, Wikipedia

Les regles du code régissent ensuite les noms des taxons des rangs taxo-
nomiques indiqués dans la figure A.VI. L’ordre de ces rangs ne peut varier,
contrairement & leur définition (par exemple, comme vu précédemment, la
notion d’espéce bactérienne peut varier selon 1'approche choisie). Il est im-
portant de noter que le nom des phyla ne sont pas concernés, au moment de
I’écriture de ce manuscrit, par les régles du code, mais des propositions de
changement des regles du code ont été formulées (OREN et al. 2015).

Les regles majeures du code sont présentées dans le tableau A.4. Celles-
ci sont rétroactives (sauf exceptions) a chaque nouvelle révision. Le nom des
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Rangs taxonomiques | Suffixe Type nomenclatural
Sous-espece Souche type choisie lors de la
Espeéce premiere définition de 'espece
Sous-genre Espéce type choisie lors de la
Genre premiere définition du genre
Sous-tribu -inae
Tribu -eae
Sous-famille -oideae
Famille Caceae Genre type provenant du nom du
Sous-ordre -ineae taxon
Ordre -ales
Sous-classe -idae
Classe
o C . Choix d'une classe type parmi |
! Phylum I -geota ! celles qui composent le !

777777777777777777777777777777777777777777777

Tableau A.4 — Récapitulatif des régles du code de nomenclature des
procaryotes (PARKER, TINDALL et GARRITY 2019). Les rangs
taxonomiques en gras sont obligatoirement présents lors de la définition
d’une espece. La ligne en pointillés indique les propositions faites pour le
rang taxonomique phylum.

espeéces est binominal (AUBERT 2016), c¢’est-a~dire qu’il est composé d’'un nom
générique combiné avec un épithete spécifique. Le nom générique doit étre le
nom du genre de I'espeéce considérée (par exemple : Escherichia), tandis que
I'épithete est libre (coli). La nomenclature binominale des especes provient
des travaux de Carl Linnaeus (LINNE et SALVIUS 1758). Les autres rangs
taxonomiques sont, eux, composés d’un mot. Le choix du nom d’un genre est
libre, tant qu’il respecte les regles du code. Les noms des rangs supérieurs
doivent étre définis selon le genre type défini pour ceux-ci. Les noms de
taxons inférieurs a la sous-espece (tel que le nom des souches) ne sont pas
régis par le code. C’est aussi le cas des termes associés aux taxons inférieurs
a l'espece (par exemple : pathovar, biovar, serovar, clone ou culture). Chaque
rang taxonomique est associé a un taxon inférieur de maniere permanente. On
parle de type nomenclatural, et celui-ci doit étre choisi lors de la définition du
taxon. Dans le cadre de 'espece, la souche type doit étre cultivable si cela est
possible pour I'une d’entre elles. Il existe également des souches de référence
si la souche type d’une espéce n’est pas celle qui fait 'objet du plus grand



CHAPITRE A. ETAT DE L’ART 31

nombre d’études scientifiques. C’est le cas, par exemple, pour FEscherichia
coli dont la souche type est Escherichia coli DSM 30083 = JCM 1649 =
ATCC 11775, tandis que Escherichia coli K12 MG1665 est une souche de
référence.

Le code contient également les regles de publication et de validation d'un
rang taxonomique. Afin qu'un nom soit valablement publié, il faut que celui-
ci respecte les regles suivantes : (i) le nom doit étre correct vis-a-vis du code,
(ii) celui-ci doit étre publié dans IJSEM, (iii) un type nomenclatural doit lui
étre assigné (Tableau A.4), (iv) le nom doit étre accompagné d’une descrip-
tion, indiquant s’il s’agit de la description d’un nouveau taxon (sp. nov. :
« species nova » pour une espéce) ou d'un changement de nom (comb. nov. :
« combinatio nova »). La description doit également inclure ’étymologie si
le nom est nouveau. Enfin, les propriétés intrinseques du taxon doivent étre
décrites, (v) certains taxons possedent des normes minimales afin de pouvoir
décrire une nouvelle espece ?. (vi) depuis 2001, toute nouvelle description d’es-
pece est forcément accompagnée par le dépdt de la souche type dans deux
collections de culture, dans deux pays différents. Ces collections doivent étre
accessibles librement. Pour les organismes présentant des risques sanitaires
trop importants, des conditions de culture trop extrémes ou incultivables, il
est possible d’obtenir une dérogation au cas par cas.

Les principaux roles des collections de culture sont de préserver et de dis-
tribuer les souches bactériennes et archéennes. Ce sont également des lieux
de recherche sur la systématique et la taxonomie. Le tableau A.5 présente les
abréviations de collections de cultures majeures. Celles-ci peuvent étre asso-
ciées avec un identifiant, afin de former un nom de souche permettant d’iden-
tifier dans quelles collections la souche a été déposée, comme par exemple
FEscherichia coli DSM 30083 = JCM 1649 = ATCC 11775 (Tableau A.5).

Le code reconnait également le statut de « Candidatus », qui est un sta-
tut permettant de reconnaitre les taxons pour lesquels une séquence d’acides
aminés est disponible, ainsi que d’autres éléments attestant de son existence,
mais qui ne peut remplir les critéres du code car certains éléments sont man-
quants. Les critéres nécessaires pour déclarer un taxon « Candidatus » sont
disponibles dans 'appendice 11 du code de nomenclature et sont tirés des
travaux de MURRAY et SCHLEIFER (1994). Il est actuellement proposé que

4. A titre d’exemple, ces régles minimales pour la classe des Mollicutes imposent lors de
la description d’une nouvelle espéce d’inclure (BROWN, WHITCOMB et BRADBURY 2007 ;
WHITCOMB 2007) : (i) une description des interactions biologiques de l'organisme, (ii) une
description de sa morphologie et de sa motilité, (iii) tester sa capacité a se développer
a différentes températures et en présence ou non d’oxygene, (iv) effectuer des analyses
sérologiques et (v) déposer 'antisérum de la souche type dans une collection. Ces derniers
criteres se rajoutent aux critéres minimaux d’une description d’une espéce bactérienne.
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lorsqu’un taxon est publié et validé, son nom candidat soit retenu en prio-
rité sur les autres noms proposés lors du dépot (WHITMAN, SUTCLIFFE et
ROSSELLO-MORA 2019).

Abréviation | Nom complet Pays

ATCC American Type Culture Collection Etats-unis

CCUG Culture Collection, University of Sudde
Gothenburg

CIP Collection de I'Institut Pasteur France

Deutsche Sammlung von

DSM/DSMZ Mikroorganismenund Zellkulturen Allemagne
JCM Japanese Collection of Microorganisms Japon
LMG/BCCM | Laboratory of Microbiology Ghent Belgique
National Collections of Industrial, _
NCIMB Marine and FoodBacteria Royaume-uni
NCTC National Collection of Type Cultures Royaume-uni

Tableau A.5 — Sélection de collections de cultures majeures. L’ensemble des
abréviations est disponible sur le site d’IJSEM.

D’apres LAWSON et al. (2016) et
http://www.bacterio.net/-collections.html

A.1.7 Les bases de données taxonomiques

Dans la partie précédente nous n’avons abordé que brievement les regles
du code. Bien que celles-ci soient fondamentales dans la microbiologie, elles
souffrent d’une latence importante entre la découverte d'un nouveau taxon
et sa publication valide. Les chercheurs en microbiologie font donc appel a
des bases de données taxonomiques, afin de connaitre la classification d’or-
ganismes d’'intérét. Il en existe actuellement huit majeures répertoriant des
noms taxonomiques associés a une classification.

A.1.7.1 List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature

La List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature (LPSN,
http://www.bacterio.net/, EUZEBY 1997 ; PARTE 2014 ; PARTE 2018) est
une liste incluant tous les noms publiés de maniere valide dans IJSEM. Dans
cette liste, chaque nom taxonomique est associé a la souche type, a un lien
permettant d’accéder a la séquence du gene de I’ARNr 16S, ainsi que le lien


https://www.microbiologyresearch.org/marketing/editorial/IJSEM_Culture_Collection_Abbreviation_14082015.pdf
http://www.bacterio.net/-collections.html
http://www.bacterio.net/
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vers la publication ayant déclaré le nom. Le LPSN est une liste permettant
de voir rapidement la validité d’un nom vis-a-vis de la nomenclature.

Aucune construction de classification n’est réalisé par le LPSN. La clas-
sification présentée sur le site provient du NCBI Taxonomy (Partie A.1.7.2,
page 33), du « Taxonomic Outline of the Bacteria and Archaea », « Taxono-
mic Outlines » Volumes 3 et 4 du Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology
(Second Edition) ainsi que du « The All-Species Living Tree Project » (Partie
A.1.7.3, page 34).

A.1.7.2 NCBI Taxonomy

Le NCBI Taxonomy (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy, FEDERHEN
2012) est la base de données taxonomiques de I'INSDC (formée par GenBank,
Embl et DDBJ). Elle contient une nomenclature qui suit 'ICNP et une clas-
sification phylogénétique. La base de données a été créée en 1991 lors du
projet « The Taxonomic Project » par le NCBI (FEDERHEN 2003). Ce projet
a permis de réunir plusieurs taxonomies et classifications phylogénétiques en
une seule.

Cette base de données initiale a ensuite été et est toujours enrichie par
le dépot de nouvelles séquences dans I'une des trois banques de données de
séquences de 'INSDC (GenBank, Embl et DDBJ). Si une nouvelle séquence
déposée appartient a un nouveau taxon, alors son propriétaire doit prendre
contact avec le comité du NCBI Taxonomy lors du dépdt, afin de justifier de
sa position dans la classification. La littérature ayant trait a la systématique
et a la phylogénie est la principale source de ce comité. Aucune analyse
phylogénétique n’est menée par le NCBI Taxonomy. Chaque nom de taxon
est lié a un identifiant (TaxID) stable dans le temps. En 2014, la décision a été
prise que les souches ne se verraient plus associées a un TaxID, car il n’était
plus possible d’assurer leur curation (FEDERHEN et al. 2014). Chaque taxon
est lié a son type nomenclatural, a son nom formel, a ses noms informels, aux
séquences se rapportant a ce taxon, a la littérature propre a ce taxon, ainsi
qu’a des liens externes permettant d’explorer les informations disponibles sur
ce taxon dans d’autres banques de données, via le service LinkOut.

Le NCBI Taxonomy positionne également dans sa classification des orga-
nismes non cultivés et non publiés dans IJSEM. C’est le cas notamment des
organismes associés aux séquences obtenues lors de prélevements environne-
mentaux. Ces organismes présentent donc une classification hypothétique. Le
nombre de noms de taxon est présenté dans le tableau A.6.

La figure A.VII montre ’évolution du nombre de noms de genres et d’es-
peces publiés et validés dans le NCBI Taxonomy.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/linkout/
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Genre | Espéce
Archaea 176 671
Bacteria | 3 426 18 354

Tableau A.6 — Nombre de noms d’especes et de genres dans le NCBI
Taxonomy. Ces chiffres excluent les noms d’espéces et de genres
non-classifiés, non cultivés et les noms informels.

Source: NCBI Taxonomy. Consulté le 30/08/2019

A.1.7.3 The All-Species Living Tree Project

The All-Species Living Tree Project (LTP, https://wuw.arb-silva.de/
projects/living-tree/) a débuté en 2007 et son but est de fournir une
taxonomie phylogénétique basée sur le gene de 'ARNr 16S (YARZA et al.
2008 ; YARZA et al. 2010; MUNOZ et al. 2011). Il réunit des données prove-
nant de plusieurs entités : (i) le LPSN et le Bergey’s Manual of Systematic
Bacteriology servent de sources pour les noms de taxons, (ii) les journaux
Systematic and Applied Microbiology et IJSEM, et (iii) les séquences com-
plétes du gene de I’ARNT proviennent de la base SILVA (QUAST et al. 2013).
Une seule séquence est considérée, sauf si les différentes copies sont diver-
gentes de plus de 98%. Les séquences des souches types sont associées a leur
classification du LPSN. Cet ensemble de séquences est ensuite utilisé afin
de générer un arbre phylogénétique, grace a la méthode du maximum de
vraisemblance et au logiciel RAXML (STAMATAKIS 2014). Cet arbre est en-
tierement recalculé tous les deux ans environ. L’arbre est ensuite examiné
afin d’évaluer la monophylie de chaque taxon. Les clades se voient ensuite
attribuer un nom selon les genres types présents dans celui-ci. Cet arbre est,
dans sa version 132, composé de 13 903 séquences d’ARNr 16S de souches
types. Cet arbre est de petite taille, mais comme celui-ci est formé a partir
de l'intégralité des séquences d’ARNr 16S de souches types, il est considéré
comme exhaustif taxonomiquement en ce qui concerne les souches types .

A.1.7.4 La taxonomie SILVA

La taxonomie SILVA (https://www.arb-silva.de/documentation/silva-
taxonomy/) est basée sur un arbre phylogénétique guide, de séquences du
geéne de PARNr 168 initié en 2004 par le projet ARB (LuDwiG et al. 2004 ;
Y1LMAZ et al. 2014), auquel sont rajoutés régulierement des nouvelles sé-
quences. La curation du placement des nouvelles séquences est réalisée a pos-
teriori, en incluant les retours de la communauté d’utilisateurs. Les clades


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/taxonomyhome.html/index.cgi?chapter=statistics
https://www.arb-silva.de/projects/living-tree/
https://www.arb-silva.de/projects/living-tree/
https://www.arb-silva.de/documentation/silva-taxonomy/
https://www.arb-silva.de/documentation/silva-taxonomy/
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FIGURE A.VII — Evolution du nombre de noms de genres (A) et d’espéces
(B) dans le NCBI Taxonomy. * : Le nombre pour 2019 a été arrété au

30,/08/2019.

sont affiliés & des noms de taxons issus des Bergey’s Taxonomic Outlines
(GARRITY, BELL et LILBURN 2004), qui est un index des taxons contenus
dans le Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology. Le LPSN est également
utilisé afin d’obtenir les noms de taxons actuels et conformes a la littérature
actuelle, ainsi que pour corriger les noms non valides et « Candidatus ».
Les Bergey’s Tazonomic Outlines et le LPSN n’étant pas uniquement basés
sur un arbre phylogénétique mais sur une classification polyphasique, il peut
exister des contradictions entre ces derniers et la taxonomie SILVA. La taxo-
nomie SILVA fait également appel aux avancées de classification des arbres
phylogénétiques basés sur des protéines marqueurs (GTDB, Partie A.1.7.8,
page 37) qui ont mené a des changements drastiques dans le phylum des
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proteobactéries (PARKS et al. 2018), ainsi qu’a des sources spécialisées dans
certains clades, afin de préciser certaines parties de sa classification et afin
de palier le manque de pouvoir discriminant du gene de 'ARNr 16S pour
certains taxons.

A.1.7.5 Greengenes

Greengenes (https://greengenes.secondgenome.com) est une base de
données de séquences de genes de 'ARNr 16S qui contient également une
classification et une taxonomie (MCDONALD et al. 2012). Un arbre phylo-
génétique de l'intégralité des séquences 16S contenues dans Greengenes est
calculé et un script permet d’assigner aux clades un rang taxonomique pro-
venant du NCBI Taxonomy. Cette base de données n’est plus mise a jour
depuis mai 2013.

A.1.7.6 The Ribosomal Database Project

The Ribosomal Database Project (RDP, https://rdp.cme.msu.edu/)
est a la fois une base de données de séquences alignées et annotées de genes de
I’ARNr 16S et une compilation d’outils permettant d’analyser ces séquences
ou des séquences extérieures (COLE et al. 2014). La taxonomie RDP est basée
sur sur le Bergey’s Tazonomic Outline of the Prokaryotes (GARRITY, BELL
et LILBURN 2004). L’ensemble des génes de ’ARNr 16S des especes types
sont tirés de GenBank et sont alignés les uns contre les autres. RDP classifier
(WANG et al. 2007) permet ensuite d’assigner a de nouvelles séquences une
hiérarchie. La taxonomie RDP ne contient pas le rang d’espece et assigne les
séquences au genre le plus proche.

A.1.7.7 Open Tree of Life

Open Tree of Life (OTL, https://tree.opentreeoflife.org/) est un
projet de construction de super arbre phylogénétique représentant l'intégra-
lité des organismes vivants (HINCHLIFF et al. 2015). Celui-ci est composé
d’arbres phylogénétiques de plus petite taille obtenues depuis Tree Base
(P1EL, DONOGHUE et SANDERSON 2000), Dryad (site de dépot de don-
nées scientifiques) et directement aupres d’auteurs d’arbres phylogénétiques.
En parallele de ce super arbre est construit ’OpenTree Taxonomy (OTT)
(REES et CRANSTON 2017) qui est composé de plusieurs sources de taxono-
mie, notamment pour les procaryotes : SILVA, le NCBI Taxonomy, Global
Biodiversity Information Facility (GBIF) et I'Interim Register of Marine and
Nonmarine Genera (IRMNG). Ces taxonomies sont rassemblées et converties
en un format commun. Chaque noeud se voit attribuer un identifiant unique.


https://greengenes.secondgenome.com
https://rdp.cme.msu.edu/
https://tree.opentreeoflife.org/
https://www.treebase.org/
https://datadryad.org
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L’arbre phylogénétique et la taxonomie sont ensuite rassemblés pour former
un arbre de la vie.

A.1.7.8 Genome Taxonomy DataBase

Genome Taxonomy DataBase (GTDB, https://gtdb.ecogenomic.org/)
est une base de données taxonomique (PARKS et al. 2018). Un arbre phylo-
génétique est inféré en utilisant 'intégralité des génomes bactériens et d’ar-
chées provenant de RefSeq et en s’appuyant sur 120 protéines bactériennes
marqueurs (122 protéines pour les archées). Le NCBI Taxonomy est ensuite
utilisé afin de donner un nom aux clades de l'arbre. Certaines régions sans
organismes cultivés nécessitent 1'utilisation de GreenGenes ou SILVA, afin
de pouvoir nommer ces régions. Le LPSN est utilisé pour la curation des
synonymes. Cette base de données est indexée sur les nouvelles versions de
RefSeq. A chaque nouvelle version, la base de données est recalculée. A la
suite du calcul de cet arbre, 58% des génomes provenant de RefSeq ont subi
un changement de taxonomie dans GTDB qui au moment de ’écriture de ce
manuscrit n’a pas été répercuté sur le NCBI Taxonomy.


https://gtdb.ecogenomic.org/
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A.1.7.9 Analyse comparée des bases de données taxonomiques

Les différentes méthodes de construction des classifications, ainsi que la
source des noms taxonomiques sont résumées dans le tableau A.7.

Dans BALVOCIUTE et HUSON (2017), cinq classifications taxonomiques
ont été analysées. Les auteurs ont identifié les noms de genres communs en
totalité ou partiellement ou uniques aux cinq classifications.

La figure A.VIII présente les résultats de cette correspondance entre taxo-
nomies. On observe que le NCBI Taxonomy partage plus de noms taxono-
miques avec SILVA qu’avec RDP et Greengenes. Mais peu de noms sont
partagés entre toutes les taxonomies : 73% des phyla, 70% des classes, 63%
des ordres, 90% des familles et 89% des genres ne sont pas partagés et sont
uniques soit a SILVA, RDP, Greengenes ou au NCBI Taxonomy (OTT est
exclu de ce calcul). OTT contient quant a elle plus de noms que 'union des
quatre bases taxonomiques au niveau du genre.

La figure A.IX, page 41, présente les indices de dissimilarité entre les dif-
férentes bases de données selon que 1’on applique une correspondance stricte
(« Strict mapping ») ou une correspondance lache (« Loose mapping »). En
correspondance stricte Greengenes présente un indice de dissimilarité le plus
faible et proche de 0.25. La seule autre valeur proche de 0.25 est la corres-
pondance du NCBI Taxonomy sur OTT. Cela peut s’expliquer par le fait que
OTT est formé en grande partie par le NCBI Taxonomy. En correspondance
lache on peut observer que le NCBI Taxonomy et OTT présentent une forte
similitude quel que soit le sens de correspondance.

Les principales conclusions de cet article sont que les taxonomies SILVA,
Greengenes et RDP peuvent facilement correspondre avec celles du NCBI
Taxonomy et ces quatres bases de données correspondent facilement avec les
données d’OTT. L’inverse (faire correspondre le NCBI Taxonomy sur OTT
par exemple) est problématique. Un des désavantages d’OTT est qu’il n’est
pas associé avec une banque de données de séquences, ce qui rend difficile
son utilisation pour I'affiliation de lecture de séquencage.

Aucune de ces bases n’est donc parfaite, et de nombreuses erreurs dans la
conception et leur taxonomie ont été relevées, en particulier dans les bases de
données reposant sur le gene de 'ARNr 16S (EDGAR 2018a). L’arbre guide
de SILVA présente par exemple des incohérences avec l'arbre Greengenes.
Environ 17% des annotations dans Greengenes et dans SILVA seraient en
conflit. Les classifications sont peu reproductibles hormis celle de RDP. Parmi
toutes les bases de données taxonomiques ici présentées, le NCBI Taxonomy
se révele comme étant centrale par rapport aux autres car cette base de
données permet de relier les séquences génomiques entre elles (ARNr 16S,
autres génes voire génome complet) grace a un identifiant unique.
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ALL oTT

NCBI RDP
ALL oTT

Class
NCBI RDP
ALL oTT
Order 1358
NCBI RDP
ALL oTT
Family 7892/ 7626
NCBI RDP
ALL oTT
Genus * 134281

Greengenes

F1cUrge A.VIII — Diagrammes de Venn de 'intégralité des noms de taxons
(formels et informels) présents dans une ou plusieurs bases de données
taxonomiques. Les diagrammes de gauche présentent, pour chaque rang
taxonomique, les noms présents dans NCBI Taxonomy, Greengenes, SILVA
et RDP. Le diagramme de droite présente 'union des taxonomies
précédentes contre OTT. Les nuances de gris indiquent le pourcentage de
noms taxonomiques contenus dans l'intersection.

Source: BALVOCIUTE et HUSON (2017)



CHAPITRE A. ETAT DE L’ART 41

Strict mapping

SILVA J C
RDP ) J
Ref. taxonomy
GG ) X e SILVA
e RDP
NCBI o [ ( GG
NCBI
oTT [ e OTT
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Loose mapping
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RDP e
Ref. taxonomy
GG ) e SILVA
e RDP
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oTT L ® e OTT
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

F1GURE A.IX — Dissimilarité entre les cinq bases de données taxonomiques
fondées sur les correspondances de noms de taxons par paires. Plus l'indice
de dissimilarité est proche de 1, plus les taxonomies sont différentes.

« Strict mapping » : un méme nom taxonomique doit se trouver dans les
deux bases au méme rang. Des qu’'un nom taxonomique est absent, les
rangs taxonomiques inférieurs sont également considérés comme incorrectes.
« Loose mapping » : reprend le principe précédent mais si un nom
taxonomique est absent, les rangs fils sont considérés indépendamment.

D’aprés BALVOCIUTE et HUSON (2017)
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A.2 Méthodes de détermination de la compo-
sition procaryotique d’un environnement

La culture de souche pure était, dans le passé, la seule méthode d’identi-
fication des procaryotes. La culture microbiologique était également utilisée
pour identifier les especes et les quantifier dans un environnement complexe.
Cette stratégie a toutefois montré ses limites dans les années 1990, les descrip-
tions d’especes bactériennes cultivables devenant de plus en plus rares. En
effet, toutes les bactéries ne sont pas cultivables dans les milieux de culture
« classiques »car certaines demandent des nutriments et/ou des conditions
environnementales particulieres. Les bactéries forment également des com-
munautés, et une espece bactérienne peut dépendre d'une autre pour sa sur-
vie (VARTOUKIAN, PALMER et WADE 2010 ; STEWART 2012). Dans le cas de
culture d’échantillons environnementaux, la culture microbiologique possede
un biais qui ne permet pas d’évaluer la quantité de toutes les especes présentes
(The Great Plate Count Anomaly, AMANN, LUDWIG et SCHLEIFER 1995).
En 1985, bien que l'exploration des especes bactériennes incultivables soit
encore un probléme mineur, les premieres expérimentations d’exploration de
la diversité bactérienne ont lieu, grace aux avancées en biologie moléculaire,
parmi lesquelles le séquencage de genes amplicons, notamment du gene de
I’ARNr 16S (Partie A.1.5.2, page 17) (OLSEN et al. 1986 ; PACE et al. 1986).
Avec I'avenement du séquencage a haut débit, les communautés bactériennes
peuvent désormais étre analysées par séquencage de l'intégralité de 'ADN
(Partie A.1.5.2, page 24) présent dans une communauté et par ’assemblage
des génomes des organismes présents (VENTER et al. 2004; TYSON et al.
2004). Aujourd’hui, ces deux approches sont utilisées de maniére routiniere
pour déterminer la composition des communautés bactériennes. Nous pré-
sentons ici ces deux approches d’affiliation taxonomique de procaryotes au
sein d’un écosysteme : par amplicons et par séquencage de l'intégralité de
I’ADN présent dans un écosysteme.

A.2.1 Approche amplicon

L’approche amplicon nécessite 'amplification par PCR du gene marqueur
d’intérét (pour l'identification de la composition d’une communauté proca-
ryotique, il s’agit couramment de gene de PARNr 16S) et son séquencage.
Les lectures sont ensuite réunies dans des groupes de séquences proches ap-
pelés Unités Taxonomiques Opérationnelles (OTU, de l'anglais : Operational
Tazonomic Unit).
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A.21.1 OTU

Le terme OTU a été utilisé pour la premiéere fois par SOKAL (1963) dans
le cadre de la taxonomie numérique (Partie A.1.4, page 13). Ce terme évo-
quait alors un ensemble d’organismes présentant des similarités. Dans le cadre
d’analyses de communautés procaryotiques par gene amplicon, une OTU est
I’ensemble des séquences proches, c’est-a-dire ayant une suite de nucléotides
similaires. Ce concept présente plusieurs avantages : (i) réunir les séquences
en groupes et ne prendre qu'une seule séquence représentative pour chaque
groupe permet de gagner en temps de calcul pour 'affiliation taxonomique.
La taille du jeu de données passe de millions de lectures en sortie de séquen-
cage a quelques milliers. (ii) Cela permet de se rapprocher de la définition de
I'espece bactérienne, méme si ’'OTU ne peut prétendre a ce statut. (iii) Per-
met de regrouper les séquences altérées lors des biais techniques (PCR et
séquengage par exemple) a la séquence graine.

A.2.1.2 Techniques de groupement de séquence

Par pourcentage de similarité de séquence La premiére technique de
groupement de séquence (de l'anglais : clustering) repose sur la similarité des
séquences entre elles. Des groupes (clusters) sont formés par alignement de
séquences. La similarité entre deux séquences est calculée en pourcentage.
Le seuil de similarité par défaut des outils, communément accepté par la
communauté scientifique, est de 97% de similarité de séquence, pour les sé-
quences du gene de ’ARNr 16S. Ce seuil est dérivé du seuil de ’espece bacté-
rienne précédemment évoqué (Partie A.1.5.2, page 17), ainsi que d’une étude
empirique sur la similarité de séquence du gene de ’ARN 16S entre souches
(KONSTANTINIDIS et TIEDJE 2005a). De nombreux outils permettant le grou-
pement de séquences existent, parmi lesquels : VSEARCH (ROGNES et al.
2016), UPARSE (EDGAR 2013), mothur (SCHLOSS et al. 2009) et QIIME
2 par lintermédiaire de ses extensions (BOLYEN et al. 2019). Cette tech-
nique fait actuellement 1'objet de critiques (NGUYEN et al. 2016; EDGAR
2018b), dont notamment le seuil de 97% (MYSARA et al. 2017) ainsi que la
dépendance a la séquence initiale utilisée pour former chaque groupe.

Il existe des méthodes sans alignement reposant sur les k-mers, mots de
petite taille fixe. Ceux-ci peuvent étre indexés tres rapidement et étre utilisés
comme unités de comparaison entre deux séquences. RDP et KRAKEN 2
(WoOD et SALZBERG 2014) utilisent cette méthode.

Par essaim 1l est également possible de former des clusters par la mé-
thode de l'essaim dans des outils tels que Swarm (MAHE et al. 2015) ou
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b

FI1GURE A.X — Schéma de deux méthodes de groupement de séquences. A :
par identité de séquence. Les ronds rouges sont les séquences centrales
choisies au hasard pour former un groupe a t % de similarité. Bien que les
différentes séquences soient proches, elles appartiennent a différents
groupes. B : par essaim. Une séquence est choisie au hasard et toutes les
séquences avec d nucléotides de différence sont ajoutées aux groupes. Une
fois cette opération réalisée, elle est répétée pour les séquences ajoutées.
Toutes les séquences appartiennent ici a la méme OTU.

Source: MAHE et al. (2014)

SUMACLUST (MERCIER et al. 2013). Elle se base sur un nombre maxi-
mal de différences entre séquences, et non sur un pourcentage de similarité
(Figure A.X). Bien que cette méthode s’éloigne de la définition de l'espeéce
bactérienne, elle est tout a fait adaptée aux problématiques d’erreurs de sé-
quencage introduites dans les séquences cycle apres cycle d’amplification de
PCR. De plus, ces algorithmes sont indépendants de l'ordre d’entrée des
séquences a clusteriser, contrairement aux algorithmes qui agglomerent les
séquences par leur similarité (Partie A.2.1.2, page 43).

Amplicon Sequence Variants La méthode des « Amplicon Sequence
Variants » (ASV) est une alternative a la construction d’OTUs utilisée dans
des logiciels tels que DADA2 (CALLAHAN et al. 2016) et Deblur (AMIR et al.
2017). Celle-ci consiste a corriger les lectures de leurs erreurs de séquengage et
de PCR (biais techniques connus). Ces séquences corrigées permettent d’infé-
rer des séquences uniques présentes dans ’échantillon original. Cette méthode
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a été décrite comme permettant d’atteindre une résolution de séquence plus
fine ainsi qu'une plus grande reproductibilité (CALLAHAN, MCMURDIE et
HoLMES 2017).

A.2.1.3 Affiliation taxonomique

Une fois les groupes de séquences formées, leurs séquences représenta-
tives sont taxonomiquement affiliées. Pour cela, le choix d’une base de don-
nées de séquences d’amplicons associée a une taxonomie est nécessaire. On
peut citer par exemple SILVA, Greengenes, RDP, ou encore GenBank (Par-
tie A.1.7, page 32). Un outil d’affiliation est également nécessaire, tel que
BLAST+ (CAMACHO et al. 2009), RDP classifier (WANG et al. 2007) ou
encore classify-sklearn de QIIME 2 (BOLYEN et al. 2019). Certains outils
prennent en charge l'intégralité des étapes des lectures brutes jusqu’a 1’ob-
tention de la table d’abondance représentant l’abondance relative des groupes
associés avec leur affiliation taxonomique. On citera notamment FROGS
(EscupiE et al. 2018), UPARSE (EDGAR 2013), Mothur (SCHLOSS et al.
2009), DADA2 (CALLAHAN et al. 2016) et QIIME 2 (BOLYEN et al. 2019).

A.2.1.4 Avantages et inconvénients

Les avantages de I’approche amplicon sont multiples : (i) le cott du sé-
quencage est peu élevé et permet d’obtenir une profondeur de séquencage
élevée, (ii) de nombreux outils existent permettant une prise en charge ra-
pide des lectures issues du séquencage. Ces outils demandent peu de moyens
informatiques. (iii) Des banques de données contenant un nombre important
de séquences du gene d’ARNr 16S existent et permettent d’affilier facilement
les séquences. Mais cette méthode souffre aussi de certaines limites : (i) le
choix du géne marqueur dépend de la composition de la communauté bacté-
rienne. Le choix de la région variable, en ce qui concerne le 16S, est également
primordial (EDGAR 2018b; BUKIN et al. 2019), (ii) la résolution est limitée a
I'espece mais & ce niveau elle est considérée comme peu fiable, (iii) le nombre
de copies du geéne de ARNr 16S est variable selon les organismes, (iv) ac-
ces a une abondance relative des différents taxons et non a une abondance
absolue. Ceci est dii au biais d’amplification lors de la PCR.

A.2.2 Approche par séquencage métagénomique

L’avancée des techniques de séquencgage ont rapidement permis de séquen-
cer l'intégralité de I’ADN présent dans une communauté bactérienne et un
environnement donnés. Cette technique génere des millions de lectures qu’il
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convient ensuite de traiter afin de déterminer la composition microbienne
du milieu. La métagénomique permet de mettre en évidence le contenu en
genes d'une population microbienne et de déterminer ainsi leurs capacités
fonctionnelles. Cette approche demande plus de ressources de séquencage et
est donc moins sensible que la précédente pour étudier la biodiversité. Deux
approches majeures existent afin d’analyser ces lectures.

A.2.2.1 Approche avec référence

Cette approche implique d’aligner les lectures de séquencage contre des sé-
quences de références affiliées taxonomiquement, le plus souvent des génomes
complets d’organismes, via notamment BLAST (ALTSCHUL et al. 1990). 11
est également possible d’assembler de novo les lectures en contigs. Cette étape
est optionnelle mais permet d’obtenir des séquences de plus grande taille faci-
litant Daffiliation taxonomique. Cette étape fait appel a des outils spécialisés
dans I'assemblage de lectures provenant de métagénomes dont MegaHit (L1
et al. 2016) et metaSPAdes (NURK et al. 2017) entre autres (AYLING, CLARK
et LEGGETT 2019).

Cette approche est tres performantes pour reconnaitre les especes pré-
sentes connues, mais reste extrémement limitée dans la découverte de nou-
velles especes, les séquences de références n’existant pas.

A.2.2.2 Approche sans référence

Il existent deux approches sans référence majeure. La premiere nécessite
un assemblage des lectures en contigs. Ces contigs peuvent ensuite étre as-
semblés en génomes grace a la cooccurence de ’'abondance des contigs dans
le métagénome. On parle alors de génomes assemblés par métagénomique
(MAG, de l'anglais : Metagenome-Assembled Genomes). Mais 'assemblage
de MAGs reste une technique en cours de développement, les especes rares
n’étant pas assemblées et la diversité des souches ne pouvant étre déterminé
(SCZYRBA et al. 2017).

Le binning ou groupement de lectures métagénomiques sans référence est
une technique rappelant le groupement des séquences amplicons en OTUs.
Elle consiste & rassembler les lectures métagénomiques (ou les contigs si
les lectures sont assemblées dans un premier temps) dans des groupes ap-
pelés bin. 11 existe pour cela plusieurs algorithmes (BREITWIESER, LU et
SALZBERG 2017). Chaque bin est censée étre constituée d'un seul taxon et
peut alors étre assemblée et /ou affiliée taxonomiquement. Si la bin contient
des génomes reconstitués apres assemblage, il est possible de parler d’es-
peces métagénomiques (MGS, de 'anglais : MetaGenomic Species, ZEPEDA
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MENDOZA, SICHERITZ-PONTEN et GILBERT 2015).

Les méthodes sans référence permettent d’extraire des organismes taxo-
nomiquement rares ou inconnus. Ceci ouvre la porte a une meilleure compré-
hension des communautés bactériennes.

A.2.2.3 Avantages et inconvénients

L’approche métagénomique via séquencage métagénomique propose plu-
sieurs avantages par rapport a ’'approche amplicon : (i) plus de biais d’ampli-
fication. Les abondances des lectures sont quantitatives au vu du nombre de
lectures séquencées. (ii) Elle permet de s’approcher de la reconstruction in-
tégrale des génomes des organismes présents dans 1’écosysteme et d’effectuer
des analyses plus approfondies des génomes reconstruits sur celui-ci notam-
ment au niveau des genes. (iii) La résolution taxonomique est au niveau de
I’espece, voire de la souche dans certains cas. Mais cette approche présente
aussi des limites : (i) un cott de séquengage supérieur avec I'obtention d’une
profondeur de séquengage plus faible que l’approche amplicon, (ii) 'ana-
lyse des lectures est longue et demande une puissance de calcul suffisante
(VINCENT et al. 2017), (iii) les génomes complets de référence sont présents
en faible nombre dans les bases de données ce qui freine I'affiliation taxono-
mique.
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A.3 Exploration du potentiel fonctionnel des
procaryotes

A.3.1 Le métabolisme procaryote

Le métabolisme (du grec uetaBoAn, metabolé : changement) désigne Ien-
semble des réactions biochimiques se produisant dans une cellule. Ces ré-
actions biochimiques permettent de transformer des composés chimiques de
petites tailles moléculaires (< 1 500 Da) - appelés métabolites - ou des ma-
cromolécules en un ou plusieurs autres métabolites/macromolécules. Ces ré-
actions peuvent également produire ou nécessiter de I'énergie et sont, dans
une majorité des cas, catalysées par des enzymes qui leur sont spécifiques.
Quand plusieurs réactions sont liées en série entre elles, elles forment une
voie métabolique (Figure A.XI) telles que : (i) le cycle de Krebs permet-
tant de dégrader des glucides, des graisses et des protéines afin d’obtenir
de I'énergie chez les organismes anaérobiques, (ii) la voie d’Embden-Meye-
rhof-Parnas, aussi appelée glycolyse, produisant de 1’énergie en assimilant le
glucose, (iii) la fermentation de la L-lysine en acétate et butyrate.

D

|

A—1—B—2—C—3—E
| —)
Métabolite Enzyme

AN J
Réaction

Voie métabolique

FI1GURE A.XI — Les acteurs du métabolisme. Les lettres représentent des
métabolites tandis que les chiffres représentent des enzymes. L’ensemble
métabolite(s) d’entrée (substrat(s), B), enzyme (2) et métabolite(s) de
sortie (produit(s), C) est appelé réaction. Une suite de réactions forme une
voie métabolique.

Le métabolisme d’une cellule est divisé en deux types : (i) le métabolisme
primaire (HODGSON 2000), impliqué dans la croissance, le développement et
la reproduction de la cellule. Ce métabolisme contient ’ensemble des voies
(nommeées voies métaboliques primaires) et des réactions nécessaires a la
vie. Bien que le métabolisme primaire soit étudié depuis plus d’un siecle,
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certaines parties sont encore inconnues (NIELSEN 2017). (ii) Le métabolisme
secondaire (aussi appelé métabolisme spécialisé) (HASLAM 1986) contient les
voies métaboliques (secondaires) qui ne sont pas indispensables a la vie de la
cellule ou de I'organisme, comme par exemple la production d’antibiotiques.
La difficulté de I’étude du métabolisme secondaire provient du fait qu’il est
spécifique a des groupes taxonomiques précis et présente des métabolites
chimiquement treés diverses (BERDY 2005).

Le métabolisme peut également se décomposer en deux parties : (i) une
partie catabolique, constituée de voies métaboliques dégradant des macromo-
lécules en énergie (ATP, NADH) et/ou en métabolites plus petits pouvant
étre utilisés dans des réactions de biosynthese. On peut citer comme voies ma-
jeures du catabolisme la voie d’Embden-Meyerhof-Parnas, dégradant le glu-
cose afin de produire de I’énergie et du pyruvate, ou encore le cycle de Krebs
produisant de I’énergie et des précurseurs aux acides aminés non-essentiels.
(ii) Une partie anabolique, ou des voies métaboliques de biosynthese utilisent
les métabolites précurseurs produits lors du catabolisme afin de synthétiser
des composants cellulaires tels que les protéines, les acides nucléiques ou les
polysaccharides. La biosynthese de ces éléments entraine la consommation
d’énergie produite lors de la partie catabolique du métabolisme. On peut
citer, par exemple, I'’ensemble des voies permettant la synthese des acides
aminés ou la voie de la biosynthese du peptidoglycane chez les bactéries.

Les bactéries ont une diversité métabolique plus grande que les eucaryotes
(OREN 2009) et I'Homme utilise cette diversité métabolique procaryote a son
avantage, par exemple en exploitant certains genres bactériens possédant des
voies métaboliques impactant le gotit du fromage, tels que les genres Lacto-
bacillus, Streptococcus ou encore Lactococcus (SMIT, SMIT et ENGELS 2005 ;
HANNIFFY et al. 2009). Les archées n’ont pas, a I’heure actuelle, d’application
directe dans l'industrie malgré des perspectives encourageantes (SCHIRALDI,
GIULIANO et DE RosA 2002; CABRERA et BLAMEY 2018).

A.3.2 Les acteurs du métabolisme

Dans cette partie nous nous attarderons sur les différents acteurs compo-
sant le métabolisme.

A.3.2.1 Les métabolites

Les métabolites sont présents dans les différents compartiments de la
cellule. Ils sont les intermédiaires et les produits des réactions chimiques.
Un métabolite peut aussi étre le substrat (élément de départ) d’une réaction
métabolique, mais les réactants peuvent aussi étre importés de ’extérieur de
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la cellule. On parle alors de nutriments (dans le cas de molécules apportées
par l'alimentation) ou de xénobiotiques (dans le cas de composés étrangers
a la cellule).

Briques élémentaires et

Métabolite Abréviation macromolécules
produites

Glycogene,

D-glucose-6-phosphate G6P lipopolysaccharides
Paroi celullaire

D-fructose-6-phosphate F6P (peptidoglycane)
D-ribose-5-phosphate R5P His, Phe, Trp, nucléotides
D-erythrose-4-phosphate E4P Phe, Trp, Tyr
D-glyceraldehyde-3-phosphate GAP Lipides
glycerate-3-phosphate 3PG Cys, Gly, Ser
phosphoenolpyruvate PEP Tyr, Trp
pyruvate PYR Ala, Ile, Lys, Leu, Val
acetyl-CoA ACA Leu, lipides
2-ketoglutarate 2KG Glu, Gln, Arg, Pro
succinyl-CoA SCA Met, Lys, tetrapyrro,le\(par
ex., I'héme)

Asn, Asp, Ile, Lys, Met,

oxaloacetate OXA Thr, nucléotides

Tableau A.8 — Les douze métabolites précurseurs ainsi que leur devenir
dans la production de briques élémentaires et macromolécules chez
Escherichia coli.

Source: Adapté de NOOR et al. (2010)

Le métabolisme se base sur 12 métabolites précurseurs (Tableau A.8,
NOOR et al. 2010) qui sont issus de la dégradation du glucose (via les voies de
la glycolyse, des pentoses phosphates et du cycle de Krebs entre autres) pour
les organismes hétérotrophes ou via la fixation du CO? pour les organismes
autotrophes. Ces précurseurs sont les squelettes carbonés nécessaires pour la
synthese de tous les monomeres et « briques élémentaires » présents dans la
cellule.

Les « briques élémentaires » sont des métabolites qui en se polymérisant
forment des macromolécules essentielles a la vie. Il en existe une cinquantaine,
dont les acides aminés, les acides gras et les nucléotides (NIELSEN 2017).
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Nom d’usage | butyrate
Nom IUPAC | butanoate
Formule CyH70O9—
Numéro CAS | 107-92-6
O
Structure M o)
InChI 1S/C4H802/c1-2-3-4(5)6,/h2-3H2,1H3,(H,5,6) /p-1

Tableau A.9 — Nom IUPAC, formule, numéro CAS, structure et [IUPAC
International Chemical Identifier du butyrate.

Chaque métabolite est défini par sa formule et sa structure chimique.
Chaque métabolite est lié & un numéro de registre CAS (Chemical Abstract
Service), qui est un identifiant unique associé a des composés chimiques (pas
uniquement aux métabolites). Les noms des métabolites devraient, quant a
eux, suivre la nomenclature de 'TUPAC (International Union of Pure and Ap-
plied Chemistry, LEIGH 2011), mais cette nomenclature donnant des noms
complexes pour les molécules, est rarement utilisée par les biologistes. L’iden-
tifiant InChl (IUPAC International Chemical Identifier HELLER et al. 2013
permet de connaitre la formule d’un métabolite (ou de toute autre substance
chimique), ainsi que sa structure. Le tableau A.9 contient, comme exemple
I’ensemble de ces informations pour le butyrate, un acide gras a chaine courte
produit par les bactéries du microbiote intestinal (MORRISON et PRESTON
2016).

L’ensemble des métabolites d'un organisme est appelé le métabolome. Les
métabolites y sont classés en tant que métabolites primaires ou métabolites
secondaires (ayant le méme sens que le métabolisme primaire et secondaire).
A titre d’exemple, 3 755 métabolites ont été décrits chez FEscherichia coli
K-12 MG1655 au moment de I’écriture de ce manuscrit (SAJED et al. 2016).

L’étude du métabolome d’un organisme se nomme la métabolomique. Elle
permet d’avoir un cliché instantané des métabolites présents dans la cellule
et de les quantifier. Il existe pour cela deux techniques : la spectrométrie
de masse et la résonance magnétique nucléaire (NMR), cette derniere étant
plus sensible a des petites quantités de métabolites tandis que les études
menées par NMR sont hautement reproductibles (Emwas 2015; MARKLEY
et al. 2017). Lors de ces analyses, les résultats sont donnés sous forme de
spectres, qui doivent ensuite étre analysés via des méthodes bioinformatiques,
en faisant appel a des banques de données de spectres de composés purs. Ces
méthodes bioinformatiques sont un domaine en pleine expansion (JOHNSON
et al. 2015; MEIER et al. 2017). Il est également possible de réaliser des
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analyses métabolomiques sur des communautés d’organismes. On parle alors
de meta-metabolomique (TURNBAUGH et al. 2007).

A.3.2.2 Les réactions biochimiques et les enzymes

Les métabolites réagissent entre eux lors de réactions biochimiques. Ces
réactions biochimiques ont comme point de départ un ou plusieurs composés
chimiques nommés substrats. Les métabolites en sortie de la réaction sont
nommés produits. Les réactions biochimiques ayant lieu dans un milieu vi-
vant, les concentrations de substrats, le pH et la température (entre autres)
varient, ce qui influe sur la vitesse ou le sens des réactions biochimiques, cha-
cune possédant des caractéristiques qui lui sont propres. Un catalyseur est
un composé chimique permettant d’accélérer, voire d’inverser, une réaction
chimique. Bien que prenant part a la réaction, celui-ci n’est pas consommé
lors de la réaction. Dans le cadre du métabolisme, les catalyseurs principaux
sont les enzymes.

Les enzymes sont des protéines dotées de propriétés catalytiques. On parle
alors de biocatalyseurs. Celles-ci permettent d’accélérer jusqu’a 17 fois (NEET
1998) la vitesse des réactions biochimiques. Il existe également des ribozymes
qui ne sont pas des protéines mais des molécules d’ARN (MULLER et al.
2016). C’est le cas des ribososmes qui catalysent la traduction des ARNm en
protéines.

Les enzymes sont classées selon une systématique appelée nomenclature
EC (de l'anglais : Enzyme Commission number (EC number)). La nomen-
clature EC a été proposée en 1958 par Dixon et Webb et adoptée par I’Union
internationale de biochimie et de biologie moléculaire (IUBMB, de I’anglais :
International Union for Biochemistry and Molecular Biology) en collabora-
tion avec 'TUPAC (McDONALD, BOYCE et T1PTON 2015). Chaque nouvelle
enzyme doit étre présentée au comité de nomenclature de 'TUBMB afin de
lui attribuer une nomenclature EC. La nomenclature EC est unique a chaque
enzyme et est composée de 4 nombres séparés par un point (exemple : Figure
A XII). Les criteres de classification sont expliqués dans le tableau A.10.
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En ce qui concerne les noms d’enzymes, ils doivent étre le moins ambigu et
le plus précis possible. Pour cela, il existe des regles précises consultables sur
le site ExploEnz (http://www.enzyme-database.org/rules.php). Ce site
présente également la liste d’enzymes validée par 'TUBMB (MCDONALD et
al. 2007; McDoONALD, BOYCE et TIPTON 2009).

Nous avons décrit tous les acteurs du métabolisme et leurs roles. Mais
afin de mieux comprendre le métabolisme, il est maintenant question de
rassembler ces acteurs dans un méme concept, les voies métaboliques.

A.3.2.3 Les voies métaboliques

Les voies métaboliques sont un concept réunissant les différents acteurs
du métabolisme précédemment évoqués. Il s’agit d'une suite de réactions
biochimiques impliquant des métabolites qui sont catalysés par des enzymes
ou rybozymes, ARNs capables de catalyser une réaction chimique. Ces voies
métaboliques sont représentées comme un chemin de réaction. Elles sont
présentes sous deux formes (Figure A.XIII) : (i) sous forme linéaire, ot un ou
plusieurs métabolites substrats sont le point de départ de la voie métabolique
et ou un ou plusieurs métabolites sont produits a la fin. Les métabolites
produits lors des différentes réactions de la voie mais qui ne sont pas les
métabolites produits finaux de la voie métabolique sont appelés métabolites
intermédiaires. Une voie linéaire peut se séparer en deux ou réunir une série
de réactions. On parle alors de voie métabolique ramifiée car les branches de
la voie ont lieu en paralléle. (ii) Sous forme cyclique, ou tous les métabolites
sont intermédiaires. Les molécules, substrats et produits rentrent ou sortent
du cycle lors de réactions biochimiques.

Une méme voie métabolique, bien que produisant les mémes produits in
fine, peut ne pas présenter le méme cheminement de réactions. On parle alors
de variante d’une voie métabolique (ROMERO et al. 2005). Cing variantes de
la voie de la glycolyse ont par exemple été mises en évidence, chacune ayant
différents métabolites servant de substrat et ayant lieu dans différents taxons.
Les voies métaboliques peuvent appartenir au métabolisme primaire ou se-
condaire mais peuvent également étre amphiboliques (contenant des réactions
biochimiques a la fois anaboliques et cataboliques). Certaines voies métabo-
liques sont également qualifiées de centrales car elles fournissent 1’énergie de
toute la cellule, ainsi que d’autres éléments biologiques indispensables. On
citera comme voie métabolique centrale notamment : la glycolyse, la néo-
glucogenese, la voie d’Entner-Doudoroff et la voie des pentoses phosphates
(KOONIN et GALPERIN 2003). Les voies métaboliques ne sont pas indépen-
dantes. Les métabolites intermédiaires utilisés dans une voie peuvent étre
utilisés dans une autre voie métabolique. L’ensemble des voies métaboliques


http://www.enzyme-database.org/rules.php
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F1cURE A.XIII — Les différentes formes de voies métaboliques. Les lettres
représentent les métabolites, les fleches représentent les réactions. Les
métabolites A, E et F sont des métabolites substrats et les métabolites F, L,
N sont des métabolites produits. Dans la voie cyclique, le métabolite T est
introduit dans le cycle afin que celui-ci continue a produire le métabolite U.

D’apres WILLEY et al. (2017)

ainsi que les réactions métaboliques isolées de toutes voies forment le réseau
métabolique de la cellule (Figure A.XIV).

A.3.3 Les bases de données dédiées aux acteurs du mé-
tabolisme

Il existe de nombreuses bases de données dédiées aux acteurs du métabo-
lisme. Certaines proposent des informations sur I’ensemble des composants
du métabolisme (métabolites, enzymes, génes codant ces enzymes, réactions
et voies métaboliques) pour 'ensemble des domaines du vivant, tandis que
d’autres sont spécialisées pour un seul composant ou une seule espece. Dans
cette partie, nous présentons plus particulierement neufs d’entre elles.
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F1GURE A.XIV — Schéma du réseau métabolique de Escherichia coli.

Source: LENGAUER et HARTMANN (2007)

A.3.3.1 MetaCyc & BioCyc

MetaCyc (https://metacyc.org/) est une base de données de voies mé-
taboliques mises en évidence expérimentalement, et provenant de tous les do-
maines du vivant (CASPI et al. 2018 ; CASPI et al. 2014 ; KARP et al. 2000).
Chaque voie métabolique est décrite (Figure A.XV, page 63) et est associée
a la littérature scientifique la décrivant et a un ou plusieurs taxons ou celle-
ci est présente. Les métabolites, réactions, enzymes et génes associés a ces
voies sont aussi inclus dans MetaCyc. Au moment de I’écriture de ce manus-
crit, celle-ci est en version 23.0 (avril 2019, https://metacyc.org/release-
notes.shtml) et contient 2 722 voies métaboliques présentes dans 3 009 or-
ganismes. Ces voies sont composées de 15 767 réactions catalysées par 12 267
enzymes différentes et associées avec 15 655 composés chimiques.


https://metacyc.org/
https://metacyc.org/release-notes.shtml
https://metacyc.org/release-notes.shtml
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BioCyc (https://biocyc.org/) est une collection de bases de données
génomes /voies métaboliques nommées PGDBs, de 'anglais Pathway/Genome
DataBases (KARP et al. 2017 ; CAsPI et al. 2016). Une PGDB associe le gé-
nome d’un organisme aux voies métaboliques, aux réactions, aux enzymes,
aux genes et aux métabolites identifiés in silico dans le génome et/ou expé-
rimentalement dans son métabolisme.

BioCyec integre MetaCyc dans sa totalité, cette derniere étant elle-méme
structurée sous un format PGDB adéquat. La version 23.0 (avril 2019, https:
//biocyc.org/release-notes.shtml) de BioCyc contient 14 286 PGDBs
de procaryotes. Les PGDBs de BioCyc sont divisées en trois niveaux : (i) le
premier niveau (7Tier 1) distingue les PGDBs ayant bénéficié au minimum
d’un an d’annotation manuelle basée sur la littérature. Ce sont les PGDBs
les plus précises dans leur information. La seule PGDB procaryote de niveau
Tier 1 est celle d’Escherichia coli K-12 substr. MG1655 (EcoCyc, KESELER
et al. 2013). MetaCyc est également considéré comme une PGDB de premier
niveau, car annotée manuellement. (i) Les PGDBs de deuxiéme niveau ( Tier
2) ont, quant a elles, été générées en utilisant le logiciel Pathway Tools et
plus précisément sa composante nommée PathoLogic sur des génomes pro-
venant de GenBank ou de RefSeq. Les faux positifs (c.-a-d. voies détectées
mais absentes du génome) sont ensuite corrigés manuellement. Cet effort de
curation représente un temps de travail d'un expert d'une durée moyenne de
un a quatre mois par PGDB. Ce niveau 2 est actuellement composé de 40
organismes. (iii) Les PGDBs de troisieme niveau ( Tier 3) sont générées auto-
matiquement grace a PathoLogic a partir de génomes issus de GenBank pour
la plupart. Aucune annotation manuelle n’est apportée a ces PGDBs. Dans
sa version 23.0, BioCyc contient 14 245 organismes procaryotes de troisieme
niveau.

La licence de consultation et d’utilisation de ces deux bases est la sui-
vante : la consultation de MetaCyc en ligne est libre et ouverte a tous. Il en
va de méme pour les PGDBs de BioCyc datées de plus de deux ans. Les uni-
versitaires peuvent accéder librement a toutes les fonctionnalités et données
des différentes bases de données (deux ans d’ancienneté pour les PGDBs Bio-
Cyc) apres demande d’une licence. Les non-universitaires doivent s’acquitter
d’une licence annuelle afin d’avoir acces a Pathway Tools, a MetaCyc et aux
PGDBs de BioCyec .

Le logiciel Pathway Tools (KARP et al. 2015; KARP, LATENDRESSE et
CAsPI 2011) est développé en parallele de MetaCyc et BioCyec. Il permet
de construire, mettre a jour, visualiser et analyser les PGDBs. Pour générer
une PGDB, Pathway Tools se base sur 'annotation fonctionnelle des geénes.
[’annotation de ces geénes ou de leurs produits permet la reconstruction des
réactions métaboliques présentes dans le génome et in fine la reconstruction


https://biocyc.org/
https://biocyc.org/release-notes.shtml
https://biocyc.org/release-notes.shtml
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des voies métaboliques de 'organisme. PathoLogic est le composant de Path-
way Tools en charge la génération des PGDBs. Il est également possible d’ac-
céder aux données par une API (interface de programmation d’application
de langlais : Application Programming Interface) disponible dans différents
langages informatiques (KRUMMENACKER et al. 2005). L’interface web de
Pathway Tools contient des outils permettant ’exploitation des données gé-
nomiques et métaboliques de BioCyc (PALEY, LATENDRESSE et KARP 2012;
TRAVERS et al. 2013).

La base de donnée MetaCyc via I'utilisation de Pathway Tools a permis
de générer des PGDBs qui ont été utilisées lors des travaux présentés dans
cette these.

A.3.3.2 MicroCyc

MicroCyc (http://www.genoscope.cns.fr/agc/microscope/metabolism/
microcyc.php) est une collection de PGDBs crée dans le cadre du projet Mi-
croscope (VALLENET et al. 2009; VALLENET et al. 2017). Ces PGDBs sont
elles aussi générées par Pathway Tools mais bénéficient également (i) d'un
processus de réannotation de la part du LABGEM, (ii) d’un processus de
détection d’enzyme via le logiciel PRIAM (CLAUDEL-RENARD et al. 2003)
et (iii) d’un processus de curation par des biologistes via la plate-forme MaGe
(VALLENET et al. 2006).

De par ses qualités, MicroCyc a également été intégré lors des travaux
présentés dans cette these.

A.3.3.3 KEGG

KEGG (https://wuw.genome. jp/kegg/, the Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes) ) est une base de données contenant des données métaboliques
(KANEHISA et al. 2019; KANEHISA et al. 2017 ; KANEHISA et GOTO 2000).
KEGG PATHWAY contient les voies métaboliques représentées sous forme
de carte métabolique (Figure A.XVI) pouvant varier selon 1'organisme d’in-
térét.

Ces voies sont organisées selon des catégories (KEGG BRYTE) et incluent
des composés chimiques (KEGG COMPOUND) et des réactions (KEGG
REACTION) catalysées par des enzymes (KEGG ENZYME). Toutes ces
informations sont déduites des informations d’annotation de genes (KEGG
GENES) des génomes présents dans KEGG (KEGG ORGANISM). Les genes
orthologues (genes homologues présents dans deux especes différentes issus
d’'un méme gene d’un ancétre commun direct ayant subi une spéciation)

sont reliés via les KO (KEGG ORTHOLOGS). KEGG possede également de


http://www.genoscope.cns.fr/agc/microscope/metabolism/microcyc.php
http://www.genoscope.cns.fr/agc/microscope/metabolism/microcyc.php
https://www.genome.jp/kegg/
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nombreux outils permettant I’exploration des données issues du séquencgage a
haut débit (KANEHISA et al. 2017 ; KANEHISA et al. 2019). KEGG possede un
modele économique avec abonnement : les données sont accessibles librement
via 'interface web ou via I’API, mais les fichiers de données ne sont accessibles
qu’en souscrivant a cet abonnement.

A.3.3.4 Comparaison entre MetaCyc/BioCyc et KEGG

Les voies métaboliques de MetaCyc/BioCyc et de KEGG présentent quelques
différences. Les voies métaboliques de KEGG sont présentées sous forme de
carte indiquant les différentes réactions possibles dans la voie métabolique
et il est possible d’afficher seulement les réactions possibles dans un orga-
nisme précis. Les voies MetaCyc sont quant a elles sous forme de schémas et
sont associées a un taxon. Une voie peut donc étre associée a une espece, un
genre, voire a un domaine. Le processus de curation est aussi différent : I’an-
notation des voies métaboliques de MetaCyc est réalisée par I'importation de
données extérieures et de données de la littérature scientifique. Les données
sont synthétisées et la qualité vérifiée, validant ainsi I'intégration de la voie
dans MetaCyc. Dans KEGG, les voies métaboliques sont annotées par des ex-
perts, mais aucune littérature n’est rattachée aux différentes voies. ALTMAN
et al. (2013) et KARP et al. (2019) ont réalisé une comparaison entre MetaCyc
et KEGG concernant la partie traitant des voies métaboliques. Le tableau

A.11 présente une comparaison des informations contenues dans BioCyc et
KEGG.

MetaCyc/BioCyc | KEGG
Nombre de voies métaboliques 2 722 534
Nombre de réactions métaboliques 15 767 11 040
Nombre de composés chimiques 15 655 18 537
Nombre d’enzymes 12 267 7 564
Nombre de genes 12 622 | 29 545 122
Nombre de génomes 14 728 5 963

Tableau A.11 — Comparaison du nombre de voies métaboliques, de
réactions métaboliques, de composés chimiques, d’enzymes, de genes et de
génomes présents dans les bases de données MetaCyc/BioCyc et KEGG.
Basé sur MetaCyc/BioCyc version 23.0 (29/04/2019) et sur KEGG release
90.1 (01/05/2019).
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A.3.3.5 PATRIC

PATRIC (https://www.patricbrec.org/, Pathosystems Resource Inte-
gration Center) a été congu dans le but de soutenir les travaux de recherche
sur les maladies infectieuses bactériennes, en fournissant des informations sur
les bactéries infectieuses et les outils permettant de les analyser (WATTAM
et al. 2017). PATRIC contient des données génomiques annotées et associées
a des métadonnées écologiques et techniques, de transcriptomiques, d’inter-
actions protéine-protéine et de structures 3D des protéines. Le tout est ac-
compagné d’outils permettant d’analyser ces informations. PATRIC permet
d’obtenir une information métabolique grace a son annotation des génomes
permettant d’obtenir les voies métaboliques présentes dans chacun d’entre
eux. Actuellement, PATRIC contient également des données pour des bacté-
ries non pathogenes et est la base de données rassemblant le plus de génomes
d’organismes (au 20/09/2019 : 252 471 génomes bactérien et 3 717 d’Archaea)

A.3.3.6 WikiPathways

WikiPathways (https://www.wikipathways.org/) est une base de don-
nées de voies métaboliques participative (SLENTER et al. 2018). Celle-ci suit
le modele de Wikipédia, ce qui lui permet d’étre ouvert a la modification par
tous. Chacun des nouveaux apports est vérifié sur la forme afin que chaque
voie métabolique soit associé avec de la littérature confirmant sa présence
et sa composition. Il est également possible pour les utilisateurs de vérifier
les données présentes. WikiPathways est dédiée aux voies métaboliques de 25
organismes (version 20190610) dont trois bactéries : Bacillus subtilis, Escheri-
chia coli, Mycobacterium tuberculosis. Les voies métaboliques sont complétées
par les genes, les réactions, les enzymes et les métabolites les composant. Les
données peuvent étre consultées librement en ligne ou via une API.

A.3.3.7 FAPROTAX

Functional Annotation of Prokaryotic Taxa (FAPROTAX, https://pages.
uoregon.edu/slouca/Loucalab/archive/FAPROTAX/1ib/php/index . php est
une base de données associant fonctions métaboliques et écologiquement per-
tinentes a des taxons (LOUCA, PARFREY et DOEBELI 2016). Elle contient 82
fonctions pour plus de 7 600 taxons. Ces annotations proviennent de la lit-
térature traitant des procaryotes tel que le journal IJSEM, The Prokaryotes
(ROSENBERG et al. 2013) ou le Begrey’s Manual of Systematic Bacteriology.


https://www.patricbrc.org/
https://www.wikipathways.org/
https://pages.uoregon.edu/slouca/LoucaLab/archive/FAPROTAX/lib/php/index.php
https://pages.uoregon.edu/slouca/LoucaLab/archive/FAPROTAX/lib/php/index.php
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A.3.3.8 1JSEM phenotypic database

International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology phe-
notypic database (https://figshare.com/articles/International Journal _
of Systematic_and_Evolutionary_ Microbiology_ IJSEM_phenotypic_database/
4272392) est une base de données contenant des données phénotypiques, mé-
taboliques et de tolérance environnementale des procaryotes (BARBERAN et
al. 2017). Elle contient 16 fonctions rassemblées manuellement a partir du
journal IJSEM.

FAPROTAX et IJSEM phenotypic database ont été utilisés lors des tra-
vaux de cette these.

A.3.3.9 BRENDA

BRENDA (https://www.brenda-enzymes.org/, BRaunschweig ENzyme
DAtabase) est une base de données d’enzymes et de métabolites de tres haute
qualité (JESKE et al. 2019; SCHOMBURG et al. 2017). Elle contient égale-
ment 169 voies métaboliques (version 2019.01). Les informations présentes
dans BRENDA sont extraites de la littérature scientifique, ce qui permet
d’obtenir une information de grande qualité. Il est a noter que les noms
d’organismes associés ne sont pas mis a jour si un organisme ou une souche
subissent un reclassement taxonomique.

A.3.3.10 UniProt

UniProt (UNIversal PROTein reference, https://www.uniprot.org/)
est une collaboration entre 'EMBL-EBI (European Molecular Biology La-
boratory — European Bioinformatics Institute ), le SIB (Swiss Institute of
Bioinformatics) et le PIR (Protein Information Ressource) et fournit aux
scientifiques une source librement accessible et de haute qualité de séquences
de protéines (CONSORTIUM 2019). UniProt est constituée de plusieurs parties
interconnectées : (i) UniProtKB (Uniprot Knowledgebase), elle-méme divi-
sée en deux parties : Swiss-Prot, base de données de protéines annotées ma-
nuellement depuis la littérature, et TrEMBL, bases de données de protéines
annotées automatiquement a partir de Swiss-Prot, (ii) UniRef (UniProt Re-
ference Clusters) qui sont des ensembles de séquences de protéines similaires.
Trois résolutions sont disponibles : 100%, 90% et 50%. (iii) UniParc (Uni-
Prot Archive) est une archive de toutes les protéines pouvant étre extraites
des banques de données publiques, (iv) Proteomes, qui réunit de multiples
ensembles de protéines exprimées par un organisme précis. Dans le cas d’une
étude métabolique, UniProt permet d’identifier les enzymes, protéines pos-
sédant un pouvoir catalytique, et de les lier a leur réaction biologique. Bien


https://figshare.com/articles/International_Journal_of_Systematic_and_Evolutionary_Microbiology_IJSEM_phenotypic_database/4272392
https://figshare.com/articles/International_Journal_of_Systematic_and_Evolutionary_Microbiology_IJSEM_phenotypic_database/4272392
https://figshare.com/articles/International_Journal_of_Systematic_and_Evolutionary_Microbiology_IJSEM_phenotypic_database/4272392
https://www.brenda-enzymes.org/
https://www.uniprot.org/
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que les enzymes présentes dans UniProt KB puissent étre associées a des voies
métaboliques, celles-ci proviennent de UniPathway (MORGAT et al. 2012),
ressource qui réunissait et annotait manuellement des voies métaboliques,
mais celle-ci ne semble plus active.

A.3.3.11 Pérennité et modeles économiques des bases de données
métaboliques

Le tableau 1 (page 104) de l'article MACADAM reprend les principales
caractéristiques des bases de données BioCyc, KEGG et PATRIC. Chacune
d’entre elles présente des qualités particulieres. BioCyc permet aux acadé-
miques d’utiliser les voies métaboliques et le logiciel Pathway Tools sans
restrictions et posséde un grand nombre de voies métaboliques. KEGG pré-
sente l'intégralité des voies métaboliques connues d'un organisme sur une
carte permettant une compréhension immédiate du réseau métabolique d’un
organisme. La base de données PATRIC contient un nombre d’organismes
procaryotes tres important. Mais la question de la pérennité de ces bases de
données et de la fiabilité des informations contenues dans celles-ci se pose. En
effet, la curation de ces bases de données demande énormément de temps et
de ressources pour que I'information biologique qu’elles contiennent continue
a étre actualisée. KEGG et Biocyc ont basculé vers un modele a abonne-
ment en 2011 (https://www.kegg. jp/kegg/docs/plea.html) et en 2016
(https://biocyc.org/news001-subscriptions.shtml, KARP et al. 2017;
CASPI et al. 2018) respectivement. PATRIC et MicroCyc restent libres d’ac-
ces. La pérennité des bases de données et notamment de la durée de leur
financement est une question centrale des banques de données biologiques ac-
tuelles (PARKHILL, BIRNEY et KERSEY 2010 ; BOURNE, LORSCH et GREEN
2015; REISER et al. 2016). Ces considérations peuvent expliquer les limita-
tions imposées par les banques de données de ne pas rendre leurs informations
biologiques téléchargeables librement.


https://www.kegg.jp/kegg/docs/plea.html
https://biocyc.org/news001-subscriptions.shtml
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F1GURE A.XVI — Ensemble des voies du métabolisme du carbone présentes
chez Escherichia coli K-12 MG1655. Les fleches vertes indiquent que le gene
codant I’enzyme catalysant la réaction a été identifié et que sa séquence
ainsi que la séquence d’acides aminés de I’enzyme est disponible.

Source: KEGG
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A.3.4 Inférence fonctionnelle d’une communauté pro-
caryotique

Dans cette partie nous détaillerons plus particulierement les avantages
et les limites d’outils dédiés a I'analyse fonctionnelle des communautés com-
plexes a partir de données de séquencage de genes marqueurs (typiquement le
gene de PARNr 16S) ou a partir de données de séquencage métagénomique.

L’inférence est définie par le centre national de ressources textuelles et
lexicales comme étant « une opération qui consiste a admettre une proposi-
tion en raison de son lien avec une proposition préalable tenue pour vraie ».
Nos travaux portent sur I'inférence fonctionnelle, que 1’on peut définir comme
étant une méthode qui consiste a admettre une proposition de potentiel fonc-
tionnel d’un organisme ou d’une communauté en raison de la seule présence
de séquences connues portant cette fonction dans le génome de cet organisme
ou des organismes de cette communauté. Le potentiel fonctionnel d’un or-
ganisme ou d’une communauté est défini comme ses capacités métaboliques,
c’est-a-dire la présence du ou des genes permettant la réalisation de la fonc-
tion. Cela implique qu’en 'absence de données d’expression de ces genes
I'organisme peut ne pas réaliser la fonction malgré la présence des genes en
question.

Des outils d’inférence fonctionnelle ont été développés pour déterminer
le potentiel fonctionnel a partir des données issues de séquencage métagéno-
mique (tel que HUMANN2) ou pour prédire le potentiel fonctionnel & partir
de données de séquencage de genes marqueurs avec une étape d’identification
ou d’affiliation taxonomique (PICRUSt, Tax4Fun et PAPRICA). Ces outils
présentent des avantages et des limites inhérents a la méthode de séquencage
choisie ou provenant de la source des données taxonomiques et fonctionnelles
sur lesquelles les outils reposent.

Les outils réalisant une inférence fonctionnelle a partir de séquencage de
gene marqueurs utilisent une base de données de profils fonctionnels de ré-
férence pré-calculés et associés a une taxonomie ou a une séquence de gene
marqueurs. Ces outils nécessitent comme données d’entrée une table d’abon-
dance associant une abondance avec une séquence ou une affiliation taxo-
nomique. Cette technique présente certains avantages (DOUGLAS, BEIKO et
LANGILLE 2018) : (i) la puissance de calcul nécessaire pour l'analyse fonc-
tionnelle est moindre, (ii) la séquence du gene de ’ARNr 16S doit étre incluse
lors de la description d’une nouvelle espéce (STACKEBRANDT et al. 2002).
Les bases de données génomiques contiennent donc des souches dont seule la
séquence du gene de ’ARNr 16S est disponible, tandis que le génome com-
plet n’est pas disponible. Le geéne de ’ARNr 16S permet d’accéder a une
plus grande diversité taxonomique. Mais I'inférence fonctionnelle a partir de
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genes marqueurs repose sur la prédiction du potentiel fonctionnel : le poten-
tiel n’est pas observé directement, mais repose sur des profils pré-calculés qui
peuvent ne pas étre représentatifs de 'organisme présent dans le milieu. La
quantification des fonctions présentes dans le potentiel fonctionnel par cette
méthode est également ardue car, pour le géne de ’ARNr 16S, son nombre
de copies varie entre les différentes espéces et les souches d’une méme es-
peéce (ACINAS et al. 2004 ; VETROVSKY et BALDRIAN 2013). La génération
des profils fonctionnels est également limitée aux organismes dont le génome
et/ou les fonctions sont disponibles dans les banques de données.

L’inférence fonctionnelle a partir de lectures provenant d’un séquencage
métagénomique ne nécessite pas d’affiliation taxonomique préalable. Les lec-
tures sont soit directement assignées a une fonction, soit assemblées puis
assignées a une fonction. Cette méthode permet d’observer le potentiel fonc-
tionnel tel qu’il est présent dans le milieu et non de le prédire a partir des
genes marqueurs par exemple. L’inférence fonctionnelle a partir de lectures
issues de séquencgage métagénomique est également capable d’obtenir le po-
tentiel fonctionnel d’organismes inconnus ou non cultivés si la séquence de
la lecture est présente dans une base de données de protéines. Mais cette
approche peut étre impossible matériellement et financierement pour cer-
tains milieux. En effet, 'inférence fonctionnelle a partir de lectures métagé-
nomiques demande une profondeur de séquencage entrainant des cotits qui, si
I’on associe ceux-ci avec un nombre important d’échantillons, peuvent ne pas
étre possibles a supporter. Une profondeur de séquengage trop faible lors d'un
séquencage métagénomique ne permet que d’entrevoir les fonctions les plus
abondantes dans la communauté et ne permet pas d’identifier les fonctions
plus rares (LANGILLE et al. 2013). Le séquengage amplicon permet d’obtenir
une meilleure profondeur de séquencage, d’englober tous les organismes pré-
sents dans le milieu et in fine de réaliser une inférence fonctionnelle a moindre
cotit. Les analyses a mener sur les données de séquencage métagénomiques
sont également chronophages et cotiteuses (VINCENT et al. 2017).

Dans les parties suivantes, nous présenterons plus en détail des outils
qui étaient présents au début de notre travail de these : (i) PIRCRUS,
(i) Tax4Fun et (iii) PAPRICA. Ces outils a 'époque présentaient certaines
limites que nous décrirons. Nous présenterons également les évolutions de ces
outils depuis les débuts de ces travaux de these.

A.3.4.1 PICRUSt

PICRUSt (Phylogenetic Investigation of Communities by Reconstruction
of Unobserved States, LANGILLE et al. 2013) est un outil d’inférence fonc-
tionnelle permettant de déterminer le potentiel fonctionnel a partir du gene
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de ’ARNr 16S. Pour cela, PICRUSt contient un arbre phylogénétique issu
de Greengenes (Partie A.1.7.5, page 36) dont les feuilles sont des séquences
du gene de 'ARNr 16S. Ces séquences feuilles peuvent étre accompagnées
de leur génome provenant de IMG/M (MARKOWITZ et al. 2012) et de leurs
annotations (KEGG Orthologs, KO) ou n’étre composées que d’une séquence
de genes de ’ARNr 16S. Pour ces dernieres, un profil fonctionnel est inféré
a partir de la reconstruction des états ancestraux des feuilles présentant un
génome de référence (Figure A.XVII). PICRUSt contient également, pour les
feuilles avec génomes, le nombre de copies du gene de ’ARNr 16S et prédit
un nombre de copies pour les feuilles sans génome de référence. L’intégralité
de ces données fait partie intégrante de PICRUSt et elles ne doivent pas étre
générées pas 'utilisateur.

Reference OTU tree Gene content table
(e.g., derived from (inc. marker gene count)
Greengenes) (e.g., derived from IMG) PICRUSt workflow

Known gene content (genome is

known for tip in reference tree) Reference data set

Inferred ancestral gene content Data file (PICRUSt
O outputs and

Inferred contemporary gene intermediate files)

content

OUnknown gene content Ij Process

Prune tips with unknown
gene content

(uonewuojur payndwoosaid)
9oUBIBJUI JUBJUOD BUBY)

Infer ancestral

gene contents '3
(incl. marker

gene counts)

Infer gene
contents for tips
':> with unknown C>

gene content

chg?)r)‘l(i[u?r?;eer <:: Gene content
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k sample x functional
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count matrix) numbers to estimate number of OTUs for 2
abundance of each OTU) each sample) §

FIGURE A.XVII — Chalne de traitement de PICRUSt.

Source: LANGILLE et al. (2013)

Afin d’utiliser PICRUSt, I'utilisateur doit générer une table d’abondance
d’OTUs a partir de ses données de séquencage de genes marqueurs en uti-
lisant QIIME (CAPORASO et al. 2010). Pour cela QIIME doit étre utilisé
pour assigner chacune des OTUs avec un identifiant Greengenes (« Closed-
reference OTU picking »). Cet identifiant est utilisé afin de placer 'OTU sur
un des profils présents dans PICRUSt.

PICRUS?t présente I'avantage de pouvoir inférer un potentiel fonctionnel
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pour les OTUs associés a une taxonomie ne présentant pas de génome de ré-
férence. Mais PICRUSt présente également plusieurs limites : (i) 'obligation
de l'utilisation de Greengenes conjointement avec QIIME pour ’assignation
taxonomique des OTUs. La derniere version de Greengenes remontant a mai
2013 (version 13.5, https://greengenes.secondgenome.com/), il est pro-
bable que des erreurs soient présentes et que celle-ci ne présente pas les der-
niers organismes mis en évidence. (ii) Les données fonctionnelles de PICRUSt
ne sont également plus mis a jour, la base de données KEGG nécessitant
une licence depuis 2011 (https://www.kegg. jp/kegg/docs/plea.html et
https://github.com/picrust/picrust2/wiki/Frequently-Asked-Questions).
(iii) La prédiction des états ancestraux et des feuilles sans génomes associés
dépend de I’arbre phylogénétique Greengenes. Cet arbre contiendrait un taux
d’erreur de 17% environ et ne serait pas adapté comme arbre guide (EDGAR
2018a).

|
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F1GURE A.XVIII — Chaine de traitement de PICRUSt2.

Source: DOUGLAS et al. (2019)

Au cours de cette these, PICRUSt2 a été développé afin de répondre
a certaines de ces limites (pré-version de l'article : DOUGLAS et al. 2019).
PICRUSt2 ne nécessite plus la génération d’une table d’OTUs via QIIME en
utilisant Greengenes comme référence. Les auteurs recommandent de ne plus
utiliser les OTUs mais les ASVs (Partie A.2.1.2, page 44), afin de réaliser
la table d’abondance. Chaque ASV de la table d’abondance doit contenir la
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séquence représentative du groupe, car contrairement a la premiere version
de PICRUSt qui se reposait sur l'identifiant Greengenes, PICRUSt2 aligne
la séquence représentative sur un arbre reconstruit a partir de séquences
du gene de PARNr 16S. Cet arbre de séquences de gene de PARNr 16S
est reconstruit a partir de 41 926 séquences de genes de PARNr 16S de
génomes provenant d’'IMG. Les annotations de familles de genes associées a
ces génomes (sous la forme d’annotation : KEGG Orthologs (version 77.1,
juillet 2016), nomenclature EC, COGS, Pfam et TIGRFAM) sont également
récupérées et associées a leurs séquences du gene de I’ARNr 16S respectives.
Ces annotations sont utilisées afin de former des voies métaboliques avec
I'outil MinPath (YE et Doak 2009) (Figure A.XVIII). Chaque espéce est
associée a une taxonomie a l’aide du package R tazizedb ((https://github.
com/ropensci/taxizedb) et du NCBI Taxonomy. Le package R castor est
utilisé afin d’inférer le nombre de copies de gene en fonction de son placement
sur 'arbre (LOUCA et DOEBELI 2018).

A.3.4.2 Tax4Fun

Tax4Fun (ASSHAUER et al. 2015) est un package R permettant la prédic-
tion de profils fonctionnels a partir de tables d’abondance d’OTU de commu-
nauté procaryotique. Tax4Fun repose sur des profils fonctionnels pré-calculés
associés a un profil taxonomique issu de SILVA et normalisé par le nombre
de copies du gene de P’ARNr 16S présents dans 'organisme (Figure A.XIX).
Ces profils fonctionnels sont obtenus a partir des génomes des KEGG orga-
nisms (version 64, octobre 2012) et a 'outil UProC (MEINICKE 2015). Ils
sont composés de KEGG Orthologs (KO). Les profils taxonomiques sont gé-
nérés en recherchant les séquences du gene de ’ARNr 16S dans les KEGG
organisms dans SILVA puis en normalisant ’abondance de ces profils par le
nombre de 16S présents dans I'organisme. L utilisateur doit ensuite procéder
a une affiliation taxonomique en utilisant QIIME ou SILVANGS (QUAST
et al. 2013), tout en utilisant comme référence la base de données de sé-
quences de géne de 'ARNr 16S SILVA. Chaque OTU de la table d’abon-
dance est alors affiliée a une taxonomie SILVA. La table d’abondance est
ensuite associée aux profils fonctionnels pré-calculés par l'outil Taxy-Pro
(ASSHAUER et MEINICKE 2013; KLINGENBERG et al. 2013). L’utilisateur
obtient donc un profil fonctionnel de la communauté procaryotique com-
posé de KO associés avec une abondance. Un avantage de Tax4Fun est
que celui-ci est facile d’utilisation car disponible sous forme d’un package
R. Cette structure lui permet d’étre multiplateforme et, grace au pré-calcul
de ces profils sous forme R, de demander peu de ressources de calcul pour
s’exécuter rapidement. Mais Tax4Fun présente également plusieurs limites :


(https://github.com/ropensci/taxizedb
(https://github.com/ropensci/taxizedb
http://tax4fun.gobics.de/
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Génération des profils pré-calculés
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F1GURE A.XIX — Chaine de traitement de Tax4Fun.

(i) QIIME n’est maintenant plus supporté mais sa seconde version peut étre
utilisé en modifiant le fichier de sortie ou en utilisant un pipeline alternatif
(https://github.com/peterleary/q2pipeline). SILVANGS est un service
dont 'acces est limité a un certain nombre d’heures par an. L’utilisation de
la taxonomie SILVA (version 123, juillet 2015) est obligatoire. (ii) Comme
pour PICRUSt, les KO ne sont plus mis a jour depuis le lancement d’une
licence pour KEGG (version 64, octobre 2012).

Tax4Fun2 (pré-version de 'article : WEMHEUER et al. 2018) est actuel-
lement en développement. Le principal changement est la génération des
profils fonctionnels et des génomes sur lesquels sont basés ces profils. Les
génomes proviennent maintenant de RefSeq et présentent une qualité d’as-
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semblage minimum de « chromosomes ». Tax4Fun2 utilise toujours UProC
mais cette fois-ci avec les KO provenant de la version de juillet 2018 de KEGG
(http://tax4fun.gobics.de/).

A.3.4.3 PAPRICA

Reconstruction de I'arbre phylogénétique associé a des voies métaboliques
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FIGURE A.XX — Chalne de traitement de PAPRICA.

(EPA-ng)

Potentiel
fonctionnel de
la communauté
procaryotique

PAPRICA (PAthway PRediction by phylogenetIC plAcement, BOwMAN
et DUCKLOW 2015) est un pipeline permettant de déterminer la structure
et le potentiel métabolique d'une communauté procaryotique a partir de
séquences de genes de 'ARNr 16S (Figure A.XX). Pour cela, PAPRICA
contient un arbre phylogénétique reconstruit a partir de séquences du genes
de PARNr 16S, provenant d’un génome présentant une qualité d’assemblage
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« complete genomes ». Chaque feuille de I'arbre est associée a 1'un de ces
génomes. Une PGDB est ensuite générée via 'utilisation de Pathway Tools a
partir de ces génomes provenant de RefSeq et de qualité d’assemblage « com-
plete genome ». Les voies métaboliques composant les PGDBs proviennent
de MetaCyc. PAPRICA génere ensuite les voies métaboliques des noeuds
intérieurs de ’arbre en se basant sur les voies métaboliques présentes dans
les feuilles de I’arbre. Si une méme voie est présente 90% du temps dans les
noeuds filles, alors la voie est conservée dans les nceuds internes. Afin d’uti-
liser PAPRICA, I'utilisateur doit fournir les lectures de séquengage, qui sont
positionnées sur les branches de I'arbre grace a l'outil EPA-ng (BARBERA
et al. 2019). Chaque noeud étant associé avec un certain nombre de voies
métaboliques, PAPRICA en déduit ensuite le potentiel fonctionnel de la
communauté procaryotique, ainsi que la structure taxonomique du milieu.
L’abondance des voies métaboliques est pondérée par le nombre de copies
du gene de ’ARNr 168 dans le génome. Les principales limites de PAPRICA
sont : (i) la reconstruction d’un arbre phylogénétique a partir de séquences du
gene de PARNr 16S qui place certains organismes au mauvais endroit, du fait
du manque de résolution du gene de ’ARNr 16S dans certains clades. (ii) Le
placement des séquences de I'utilisateur peut aussi souffrir de ce manque de
résolution.

A.3.4.4 A partir de lectures issues de séquencage métagénomique

L’inférence fonctionnelle a partir de lectures métagénomiques repose sur
un principe simple : la nécessité d’associer une séquence avec une annotation
fonctionnelle. La séquence peut étre une lecture en sortie de séquencage, qui,
apres controle qualité, peut étre directement utilisée, comme par exemple
dans 'outil nommé HUMAnN2 (FRANZOSA et al. 2018) que nous utiliserons
dans ces travaux de these et dont le pipeline est décrit dans la partie B.4,
page 128, de I’étude expérimentale. Les lectures peuvent également étre as-
semblées afin de limiter le nombre de séquences a traiter par la suite. Les
séquences sont ensuite associées a une fonction en les comparant a des bases
de données permettant une affectation fonctionnelle, tels que Pfam, KEGG
Orthologs ou encore Uniprot. Pour cela, dans un premier temps, des outils
tels que BLAST (ALTSCHUL et al. 1990) ou BLAT (KENT 2002) ont été
utilisés. Mais ils n’ont pas été concus dans le cadre d’une utilisation avec un
nombre tres important de séquences comme produit par un séquencgage méta-
génomique. Sont alors apparus des outils comme USEARCH (EDGAR 2010)
ou DIAMOND (BucHFINK, XIE et HUSON 2015) permettant de comparer
des séquences beaucoup plus rapidement au détriment de la sensibilité des
comparaisons (BENGTSSON-PALME 2018). Ces annotations peuvent ensuite
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étre rassemblées, et il est possible d’inférer des voies métaboliques, notam-
ment via 'outil MinPath (YE et DOAK 2009).

A.3.4.5 Conclusions

Base de données PICRUSt Tax4Fun PAPRICA
. Greengenes
Taxonomique (05/2013) SILVA (07/2015) | NCBI Taxonomy
. KEGG KEGG
Fonctionnelle (<07/2011) (10/2012) MetaCyc
Génomique IMG 3.5 KEGG (clifiSTSte
g (07/2012) (10/2012) p
genome)
Identifiant Taxonomie Placement dans
. vs o
Méthode d’inférence Greengenes SILVA un arbre

Tableau A.12 — Bases de données et méthodes utilisées par les outils
d’inférence fonctionnelle disponibles lors du début de ces travaux de these.

Le tableau A.12 présente les bases de données et les méthodes utilisées
dans les différents outils disponibles au début de cette these. PICRUSt et
Tax4Fun possédaient une information fonctionnelle et taxonomique obso-
letes. Tous les outils d’inférence quelles que soient les données sources (genes
marqueurs ou lectures métagénomiques) reposent a la fois sur la disponibilité
des génomes ayant une qualité de séquencage et d’assemblage suffisante et
sur l'utilisation de banques de données répertoriant les voies métaboliques et
leurs fonctions. L’une des difficultés actuelles dans la détermination du po-
tentiel fonctionnel d’un organisme est de pouvoir disposer de données fiables
qui évoluent en fonction des derniers développements technologiques et de

I'avancée des connaissances.







Problématiques et déroulement
du travail expérimental

Pour piloter et controler les services écosystémiques rendus par les éco-
systemes microbiens il convient d’identifier les especes en présence dans 1’éco-
systeme, et de disposer d'une connaissance approfondie de leurs fonctions au
sein de I’écosysteme.

Comme exposé précédemment, I'identification par culture des procaryotes
reste difficile notamment pour les espéces dont les besoins en nutriments ou
conditions environnementales particulieres sont largement inconnus ou non
réplicables en laboratoire. L’identification est alors basée principalement sur
le séquencage de I’ADN, soit partiellement par approche amplicon d’un gene
marqueur de biodiversité, soit totalement par approche métagénomique (Par-
tie A.2, page 42). Les avancées en technologie de séquencage et le raffinement
des pipelines d’analyses bioinformatiques rendent I'approche métagénomique
de plus en plus accessible a la communauté scientifique. L’une des méthodes
d’analyse de ces séquences métagénomiques aboutit a la reconstruction de gé-
nomes putatifs ou especes métagénomiques (Partie A.2.2.2, page 46). Dans la
premiere partie de notre étude expérimentale nous présentons la probléma-
tique de correction d’assignation taxonomique d’especes métagénomiques en
utilisant une approche par reconstruction d’un arbre phylogénétique d’une
part et en utilisant un indice global de parenté génomique d’autre part. Ce
travail a été initié au cours d'un séjour dans 1’équipe du Professeur Nicola
Segata de I'université de Trente en Italie, a la faveur d’un financement INRA
(DARESE, Agreenium) et de I'Université Paul Sabatier dans le cadre de la
labellisation Agreenium de notre travail de these.

Afin de mieux appréhender le role fonctionnel des especes présentes dans
un écosysteme, il est nécessaire d’accéder a une base de données fonctionnelles
de haute qualité, en acces libre et interopérable. Au démarrage de notre
travail de these cette base de données n’était pas disponible, c¢’est pourquoi
nous avons créé la base de données MACADAM. Cette tache qui constitue
le coeur de notre travail de these est présentée dans le deuxieéme chapitre de
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I’étude expérimentale sous la forme d’article publié dans LE BOULCH et al.
(2019) dans le journal DATABASE.

Deux exemples d’utilisation de MACADAM pour l'inférence du poten-
tiel fonctionnel a partir de données taxonomiques sont présentées dans un
troisieme chapitre. Le premier exemple concerne l'inférence fonctionnelle de
groupes taxonomiques bactériens dominants du microbiote caecal de jeunes
lapereaux dont les résultats ont été intégrés dans une publication, « Diver-
sity and Co-occurrence Pattern Analysis of Cecal Microbiota Establishment
at the Onset of Solid Feeding in Young Rabbits » READ et al. (2019). Dans
un dernier chapitre de 1’étude expérimentale nous confrontons les résultats
de l'inférence fonctionnelle obtenus d’'une part a partir de données métagé-
nomiques sans assemblage et d’autre part a partir de données taxonomiques
en utilisant MACADAM sur une communauté artificielle de onze especes
bactériennes.









Chapitre B

Etudes expérimentales

B.1 De Daffiliation taxonomique d’especes mé-
tagénomiques au reclassement d’une es-
péce bactérienne

B.1.1 Contexte

Comme évoqué dans la partie introductive, le développement de la taxo-
nomie procaryote a longtemps été limité par la capacité des microbiologistes
a cultiver les procaryotes. En 1995, les deux premiers génomes complets de
bactéries ont été séquencés (FLEISCHMANN et al. 1995; FRASER et al. 1995)
et ont marqué le début d'une augmentation drastique du nombre de génomes
accessibles dans les banques de données (LAND et al. 2015).

Désormais, 1'évolution des techniques de séquencage permet le séquen-
cage massif de ’ADN des procaryotes présents dans différents écosystemes
(approche métagénomique) et ne pouvant étre cultivés. Parallelement, les raf-
finements des méthodes bioinformatiques améliorent la qualité d’assemblage
des séquences produites. Ces progres technologiques conduisent actuellement
a un afflux de production de nouveaux génomes souvent putatifs qu’il est
nécessaire de classer sans autres connaissances phénotypiques. A ce contexte
s’ajoute 'absence de consensus sur 1'unité taxonomique de base qu’est 'es-
pece bactérienne que nous avons abordée dans la partie A.1.2, page 8, et
les différences d’affiliations taxonomiques des procaryotes selon la base de
données considérée (Partie A.1.7, page 32).
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B.1.2 Problématique

La prise en compte des connaissances sur la diversité procaryotique des
écosystemes issus des approches métagénomiques est donc un réel challenge.
Est-il possible d’identifier et de positionner dans la classification les orga-
nismes procaryotes dont les génomes sont reconstruits a partir de séquences
métagénomiques ?

B.1.3 Objectifs

Pour apporter un début de réponse a cette question, nous baserons notre
travail sur I’étude de deux genres bactériens, le genre Blautia et le genre Ru-
minococcus. L’objectif de ce travail est : (i) d’établir un état des lieux de la
classification de ces genres, (ii) de comparer les similitudes et les différences
entre ces deux genres grace a la reconstruction d’un arbre phylogénétique et
au calcul d'un indice de parenté génomique sur un jeu de données métagé-
nomiques, (iii) de proposer un consensus taxonomique.

B.1.4 Matériels et méthodes
B.1.4.1 Description du jeu de données métagénomiques

Les données utilisées pour cette étude sont issues de PASOLLI et al. (2019).
Brievement, les données métagénomiques sont obtenues a partir de préleve-
ments d’écosystémes microbiens hébergés sur ou dans différentes parties du
corps humain au sein d’'une population occidentalisée ou non-occidentalisée
(Figure B.I). Les lectures métagénomiques ont été assemblées en contigs et
rassemblé en groupes (bins) via binning (Partie A.2.2.2, page 46). Les au-
teurs considerent ces bins comme des « génomes présumés ». Ces génomes
présumés sont réunis dans de nouveaux groupes au seuil de 95% de similarité
génétique (SGB : Species-level Genome Bins). L’affiliation taxonomique de
ces SGBs se fait par I'addition de génomes procaryotes issus de GenBank
respectant le seuil de 95% de similarité. Deux types de groupes de génomes
sont obtenus : (i) les kSGBs (pour known SGBs, n = 1 134), rassemblant
des génomes reconstruits ainsi quun ou plusieurs génomes de GenBank. Ces
groupes possedent une affiliation taxonomique. (ii) Les uSGBs (pour unk-
nown SGBs, n = 3 796), rassemblant des génomes reconstruits mais aucun
génome de GenBank. Ces groupes ne sont donc pas affiliés taxonomiquement.

L’ensemble des kSGBs et uSGBs sont ensuite analysés phylogénétique-
ment et fonctionnellement. Les résultats de cette étude mettent en avant de
nombreuses especes microbiennes encore non-nommeées et non cultivées ainsi
qu'une prévalence des uSGBs chez les populations non-occidentalisées. Les
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Ora.lt . Westernized lifestyle . Non-Westernized lifestyle
cavity

) Skin
Vagina B
Stool
9,428 metagenomes Metagenomic assembly
- 32 countries, multiple lifestyles - Single-sample assembly
- 4 bodysites, all ages - Validation and strict QC
- 7 non-Westernized datasets - Clustering into species-level
(inc. newly added Madagascar) genome bins (SGBs)

154,723 microbial genomes from metagenomes
uSGB kSGB uSGB uSGB

New species without Known oral species New species associated New oral species associated

known isolates I with non-Westernized lifestyles with Westernized lifestyles

- = = Genome from a Westernized population
=nnnns Genome from a non-Westernized population
— Available and annotated reference genome (usually from isolate sequencing)

FIGURE B.I — Résumé graphique de 1’étude PASOLLI et al. (2019). Ce
schéma indique la nature des prélevements et leurs origines géographiques.
Ceux-ci sont séquencés afin d’obtenir des métagénomes qui sont ensuite
assemblés afin de former des génomes reconstruits pouvant étre associés, ou
non, a des especes connues.

Source: PASOLLI et al. (2019)

analyses fonctionnelles ont permis d’identifier des genes du métabolisme du
tryptophane présents uniquement chez les populations non-occidentalisées.

Dans notre étude, nous nous sommes intéressés aux kSGBs affiliés au
genre Blautia et au genre Ruminococcus. Nous avons analysé 43 kSGBs re-
présentant un total de 10 375 génomes reconstruits (Tableau B.1). Chaque
kSGB contenant entre 1 et 1 925 génomes reconstruits, et chacune associée
a 1 ou 16 génomes de GenBank, pour un total de 117 génomes GenBank.
Notons que 9 de ces kSGBs portent Daffiliation taxonomique « Bacteria;
Firmicutes; Clostridia ; Clostridiales; Lachnospiraceae ; Blautia ; Ruminococ-
cus_sp » qui est imprécise car Ruminococcus sp ne devrait pas appartenir
au genre Blautia.
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B.1.4.2 Etat des lieux de la classification des genres Ruminococ-
cus et Blautia

Ruminococcus Le genre Ruminococcus a été mis en évidence en 1948
(SIUPESTELIN 1949) et validé en 1980 lors de la premiere publication de Ap-
proved Lists of Bacterial Names (SKERMAN, MCGOWAN et SNEATH 1989).
Ruminococcus flavefaciens est la souche type du genre Ruminococcus. 1l est
le genre type de la famille des Ruminococcaceae qui a été mis en évidence
par la méme occasion et dont le nom a été validé en 2010 (EuzEBY 2010 ;
RAINEY 2009) bien que celui-ci ait été effectif auparavant. La classification
abrégée proposée par le NCBI Taxonomy pour le genre Ruminococcus est
« Bacteria ; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales ; Ruminococcaceae ».

LSPN NCBI Taxonomy
Ruminococcus albus Ruminococcus albus
Ruminococcus bicirculans
Ruminococcus bromii Ruminococcus bromii
Ruminococcus callidus Ruminococcus callidus
Ruminococcus champanellensis | Ruminococcus champanellensis
Ruminococcus faecis Ruminococcus faecis
Ruminococcus flavefaciens Ruminococcus flavefaciens
Ruminococcus gauvreauii Ruminococcus gauvreauii
Ruminococcus gnavus
Ruminococcus lactaris Ruminococcus lactaris
Ruminococcus torques

Tableau B.2 — Les espéces présentes dans le genre Ruminococcus d’apres
List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature (LPSN) et NCBI
Taxonomy.

Les Ruminococci possedent des caractéristiques communes : les cellules
sont de forme coccoide, certaines pouvant étre motiles via un ou des fla-
gelles. Elles sont anaérobiques strictes, chimioorganotrophiques (leur énergie
provient de composés organiques carbonés) et leur température optimale de
croissance est de 37-42°C. Elles sont isolées a partir de contenus ruminaux
ou de contenus de gros intestins et de ceecum de plusieurs animaux et de
I’Humain. Au moment de I’écriture de cette these, le genre Ruminococcus
contient 10 espeéces selon LPSN et 9 especes selon NCBI Taxonomy (Tableau
B.2).
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Blautia Le genre Blautia a été décrit en 2008 (L1U et al. 2008). L’espece
type est Blautia coccoides. 11 fait partie de la famille des Lachnospiraceae
(LAWSON et FINEGOLD 2015) bien qu’il ne soit pas affili¢ & une famille
dans le LPSN. La classification abrégée proposée par le NCBI Taxonomy
pour le genre Blautia est « Bacteria; Firmicutes; Clostridia; Clostridiales;
Lachnospiraceae ».

Le genre Blautia contient des organismes présentant les caractéristiques
communes suivantes : les cellules sont de forme coccoide ou ovale. Elles sont
anaérobies obligatoires et présentent un métabolisme de type chimioorga-
notrophiques. Elles ont été isolées a partir de feces humains ou animaux
(DURAND et al. 2017). A ce jour, le genre Blautia est composé de 13 especes
selon le LPSN et de 19 selon le NCBI Taxonomy (Tableau B.3).

LPSN

NCBI Taxonomy

Blautia caecimuris

Blautia caecimuris

Blautia coccoides

Blautia coccoides

Blautia faecis

Blautia faecis

Blautia glucerasea

Blautia glucerasea

Blautia hansenii

Blautia hansenii

Blautia hominis

Blautia hominis

Blautia hydrogenotrophica

Blautia hydrogenotrophica

Blautia luts

Blautia luts

Blautia marasmsi

Blautia massiliensis

Blautia obeum

Blautia obeum

Blautia phocaeensis

Blautia producta

Blautia producta

Blautia provencensis

Blautia schinkii

Blautia schinkii

Blautia stercoris

Blautia stercoris

Blautia wezlerae

Blautia wezlerae

[Ruminococcus] gnavus*™

[Ruminococcus] torques™

Tableau B.3 — Les espéces présentes dans le genre Blautia d’apres LPSN et
NCBI Taxonomy. * : ces deux especes sont en attente de transfert dans un
autre genre. Leurs noms n’ont pas encore été publiés dans la littérature
appropriée.
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Deux genres proches : Les genres Ruminococcus et Blautia ont une his-
toire commune. Le genre Ruminococcus, décrit en premier, est un groupe
polyphylétique (groupe d’organismes n’ayant pas d’ancétre commun direct)
car il est composé d’especes provenant de deux familles : la famille des Ru-
minococcaceae et des Lachnospiraceae (RAJILIC-STOJANOVIC et VOs 2014).
Livu et al. (2008) ont donc proposé un nouveau genre de la famille des Lach-
nospiraceae : Blautia. Lors de la description de ce genre, des especes du genre
Ruminococcus ont été transférées dans ce genre (LAWSON et FINEGOLD 2015 ;
ToGo et al. 2018). On retrouve ces changements dans les tableaux B.2 et
B.3 : (i) selon le LPSN, Ruminococcus gnavus et Ruminococcus torques ap-
partiennent toujours au genre Ruminococcus mais sont en cours de transfert
vers un autre genre selon le NCBI Taxonomy. Selon Liu et al. (2008), ces
deux especes n’appartiendraient ni au genre Blautia ni au genre Rumino-
coccus. TOGO et al. (2018) isolent une espéce bactérienne et définissent un
nouveau genre de la famille Lachnospiraceae qu’ils nomment Mediterranei-
bacter gen. nov. . Il est proposé que Ruminococcus gnavus et Ruminococcus
torques rejoingne ce nouveau genre. (i) Les espeéces Ruminococcus faecis et
Ruminococcus lactaris ont été également identifiées comme n’appartenant
pas au genre Ruminococcus mais au genre Mediterraneibacter par TOGO et
al. (2018). Ces changements n’ont pas été répercutés a ce jour ni sur le NCBI
Taxonomy, ni dans la liste LPSN. (iii) L’espece Ruminococcus bicirculans n’a
pas été publiée dans la littérature appropriée et n’a pas été déposée dans
les deux bases de données d’especes bactériennes nécessaires a sa déclaration
dans la nomenclature bactérienne. (iv) De nouvelles especes du genre Blautia
ont été isolées et ne sont pas encore présentes dans le NCBI Taxonomy (SHIN
et al. 2018 ; PAEK et al. 2019). L’ensemble de ces changements taxonomiques
sont résumés dans le tableau B.4. Les genres Blautia et Ruminococcus né-
cessitent donc encore une attention particuliere afin de clarifier les especes
présentes dans chacun d’entre eux.
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B.1.4.3 PhyloPhlAn : pipeline de classification phylogénétique des
génomes reconstruits et des génomes RefSeq

Afin de pouvoir clarifier la position des kSGBs dans les genres Blau-
tia et Ruminococcus nous avons utilisé PhyloPhlAn. L’analyse portera sur
les 5 génomes reconstruits de chaque kSGB auxquels ont été ajoutés l'in-
tégralité des génomes RefSeq appartenant aux genres Blautia (n = 50) et
Ruminococcus (n = 89). PhyloPhlAn est un pipeline d’outils permettant
de réaliser une classification phylogénétique des génomes et génomes re-
construits a partir de données métagénomiques (SEGATA et al. 2013). Nous
avons utilisé la deuxieme version de PhyloPhlAn, non publiée a I’heure de
I’écriture de ce manuscrit, qui optimise la vitesse d’exécution et permet
de régler plus finement les parametres des outils présents dans le pipeline.
La documentation de la deuxieme version de PhyloPhlAn est disponible a
I’adresse suivante : https://bitbucket.org/nsegata/phylophlan/wiki/
phylophlan2. PhyloPhlAn inclut une base de données de 400 protéines qui
sont des marqueurs phylogénétiques. USEARCH (EDGAR 2010) est utilisé
pour identifier ces marqueurs protéiques dans les génomes d’intéréts par ali-
gnement traduit. Ces alignements servent ensuite de fichiers d’entrée a Fast-
Tree (PRICE, DEHAL et ARKIN 2010) qui permet de reconstruire un premier
arbre phylogénétique par maximum de vraisemblance. Une fois cet arbre ob-
tenu, RAXML (STAMATAKIS 2014) est utilisé sur 'arbre obtenu par FastTree
afin d’augmenter la précision de sa topologie et de minimiser le score de par-
cimonie de 'arbre (L1U, LINDER et WARNOW 2011 ; SEGATA et al. 2013). Au
vue de notre jeu de données, nous utilisons PhyloPhlAn avec les options « ac-
curate » et « diversity low » car les génomes reconstruits composant notre
jeu de données sont issus de deux genres proches. Mais ces deux options
demandent un temps de calcul important si les calculs sont demandés sur
I'intégralité des génomes reconstruits. Sachant que les génomes reconstruits
sont regroupés en fonction de leur similarité génétique (kSGB), un script
est développé afin de tirer aléatoirement un maximum de 5 génomes recons-
truits dans chaque groupe kSGB permettant de diminuer le temps de calcul
de l'arbre phylogénétique. Afin de pouvoir enraciner I’arbre, nous avons inté-
gré dans nos données le génome de Clostridioides difficile 630 (anciennement
connue sous le nom de Clostridium difficile 630 (HALL et O’TOOLE 1935;
PREVOT 1938 ; HOLDEMAN, CATO et MOORE 1977 ; SKERMAN, MCGOWAN
et SNEATH 1980) mais celle-ci a été sujette d’un reclassement (LAWSON et al.
2016 ; OREN et GARRITY 2016) provenant de RefSeq (numéro d’accession :
GCF_000009205.2). Clostridioides difficile 630 appartient, comme les genres
Blautia et Ruminococcus, a 'ordre des Clostridiales.


https://bitbucket.org/nsegata/phylophlan/wiki/phylophlan2
https://bitbucket.org/nsegata/phylophlan/wiki/phylophlan2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCF_000009205.2/
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B.1.4.4 Calcul du score ANI

Nous utiliserons le score ANI (Partie A.1.5.2, page 24) comme métrique
pour établir 'appartenance ou non de différents génomes a une méme espece.
Pour cela nous avons utilisé un module Python pyani (https://widdowquinn.
github.io/pyani/). Il existe quatre méthodes (ANIb, ANIm, FastANI et
OrthoANI) pour calculer le score ANT entre deux génomes. Nous avons uti-
lisé ici ’ANIm reposant sur MUMmer (KURTZ et al. 2004). Ce choix s’ex-
plique par la proximité des génomes étudiés, ANIm étant plus robuste dans
ce cas (RICHTER et ROSSELLO-MORA 2009) et par sa rapidité par rapport
aux autres méthodes (YOON et al. 2017b). L’ANI s’exprime en pourcentage.
Quand il est supérieur a 96%, I’ANI indique que deux génomes appartiennent
a la méme espeéce. Lorsqu’il est compris entre 93% et 96%, alors il existe une
incertitude quant a l'appartenance a la méme espece des deux génomes et il
est nécessaire d’utiliser d’autres techniques telles que celles basées sur le gene
de ’ARNr 16S afin de confirmer ou d’infirmer I’hypothese. Quand I’ANI est
inférieur a 93% alors les deux génomes ne font pas parti de la méme espece.

B.1.5 Résultats et Discussion

B.1.5.1 Analyse taxonomique des groupes d’espéces métagéno-
miques a partir de ’arbre phylogénétique

Notre premiere étape est de placer les génomes reconstruits (n = 215) issus
des 43 kSGBs sur un arbre phylogénétique reconstruit par PhyloPhlAn. Les
résultats sont donnés dans la figure B.II, page 89.

Le génome de Clostridioides difficile, utilisé pour enraciner 'arbre est
symbolisé par le A pour Ancestor. On distingue quatre branches majeures
dans I'arbre dont trois regroupent les espéces dont les génomes sont issus de
RefSeq (Tableau B.5) : (i) la branche rose contient I’ensemble des especes
de Ruminococcus que le NCBI Taxonomy considere comme appartenant au
genre Ruminococcus, (ii) la branche bleue contient 'ensemble des especes de
Ruminococcus en cours de transfert vers le genre Mediterraneibacter (TOGO
et al. 2018) ainsi que l'espece type de ce genre : Mediterraneibacter massilien-
sis (Figure B.II B) et (iii) la branche violette contient I’ensemble des génomes
des especes du genre Blautia ainsi qu'une espece du genre Ruminococcus : R.
gavvreauii (Figure B.II C).

Les parties bleue et violette sont quant a elles plus proches entre elles que
de la partie rose. Ainsi, selon cet arbre phylogénétique, les especes affiliées
au genre Blautia sont plus proches du genre Mediterraneibacter que du genre
Ruminococccus en lien avec leur appartenance a la famille des Lachnospira-
ceae (Blautia et Mediterraneibacter) et Ruminoccocaceae (Ruminococccus).


https://widdowquinn.github.io/pyani/
https://widdowquinn.github.io/pyani/
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kSGB 1

kSGB 2

kSGB 3
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kSGB 6 kSGB 5 kSGB 4

Ficure B.II — Arbre phylogénétique se basant sur les cinq génomes
reconstruits sélectionnés aléatoirement de chacun des 43 kSGBs identifiés
comme appartenant au genre Blautia et Ruminococcus ainsi que les 50 et 89
génomes RefSeq pour les genres Blautia et Ruminococcus, respectivement.
Les kSGBs numérotés de 1 a 9 présentent une affiliation taxonomique
erronée. A : Clostridioides difficile utilisé pour I'enracinement de ’arbre.
B : Mediterraneibacter massiliensis. C : génome RefSeq de la souche type
de l'espece Ruminococcus gauvreauii. D : génome RefSeq de la souche type
de 'espece Blautia obeum.
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Branche rose Branche bleue | Branche violette
R. albus M. massiliensis | B. coccoides
R. bicirculans R. faecis B. hansenii
R. bromii R. gnavus B. hominis
R. callidus R. lactaris B. hydrogenotrophica
R. champanellensis | R. torques B. marasmi
R. flavefaciens B. massiliensis
B. obeum
B. producta
B. schinkii
B. wezxlerae
R. gauvreauii

Tableau B.5 — Position des génomes issus de RefSeq dans I’arbre
phylogénétique de la figure B.II, page 89.

Le groupe kSGB 1 n’est inclus dans aucune des trois branches. Les gé-
nomes formant ce groupe ne feraient donc pas partie du genre Ruminococcus,
Blautia ou Mediterraneibacter.

Le génome de référence associé au groupe kSGB 1 lors de la constitu-
tion est issu de GenBank (GCA_900066605). La taxonomie de ce génome
de référence est selon le NCBI : Bacteria, Firmicutes, Clostridia, Clostri-
diales, Ruminococcaceae, Ruminococcus, environmental samples. Ce génome
provient d’un organisme non cultivable, issu du séquencage d'un environ-
nement. Il est donc fortement possible que ce génome ait été déposé dans
GenBank avec une erreur dans sa taxonomie.

Lors de sa constitution, le groupe kSGB 1 est également associé avec trois
autres génomes de référence plus distants (Tableau B.1, page 82). Ces gé-
nomes sont les suivants : GCF__ 002163455, GCF__ 002287425 et GCA__900066485.
Les deux premiers proviennent de RefSeq et sont affiliés au genre Megas-
phaera (« Bacteria ; Firmicutes; Negativicutes; Veillonellales; Veillonella-
ceae ») tandis que le dernier provient de GenBank, il est issu d’un échantillo-
nage environnemental et est affilié au genre Megasphaera également. L’en-
semble de ces observations milite en faveur d’un rapprochement du groupe
kSGB 1 au genre Megasphaera si I'on admet l'erreur de taxonomie lors du
dépdt du génome GCA_900066605.

Les kSGBs présentant une affiliation taxonomique erronée et notée kSGBs
2, 3, 4, 5 et 6 semblent appartenir au genre Ruminococcus (partie rose de
I'arbre). La partie de arbre regroupant les 5 génomes aléatoirement choisis
du groupe kSGB 2 contient également le génome RefSeq de la souche type de


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCA_900066605.1/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCF_002163455.1/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCF_002287425.1/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCA_900066485/
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F1GURE B.III — Zoom sur la zone de I’arbre phylogénétique contenant les
génomes reconstruits du groupe kSGB 2.

I'espece Ruminococcus bicirculans 80/3 (GCF_000723465.1) (Figure B.III).

Les génomes reconstruits du groupe kSGB 7 bien qu’inclus dans la zone
bleue et donc proches du genre Mediterraneibacter, occupent la position la
plus éloignée du reste des bactéries de ce groupe.

De méme, les génomes reconstruits du groupe kSGB 8 inclus dans la
branche violette et donc proches du genre Blautia présentent une situation
distante du reste du groupe et aucun génome de référence n’est présent a sa
proximité.

oo secemssencmcncmononen GCF_000153905.1 Blautia obeum ATCC 29174

1 kSGB 9 génome 1
kSGB 9 génome 2
———  kSGB 9 génome 3

—|7 kSGB 9 génome 4
GCF_003468725.1 Blautia obeum AM32-10AC
| E GCF_003469845.1 Blautia obeum AM28-23
GCF_003466965.1 Blautia obeum AM43-41

kSGB Blautia obeum

kSGB 9 génome 5

kSGB Blautia obeum
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FiGURE B.IV — Zoom sur la zone du groupe kSGB 9. Les génomes notés
« kSGB Blautia obeum » font partie d’une autre kSGB affiliée a Blautia
obeum. Blautia obeum ATCC 29174 est le génome de la souche type de
I'espece Blautia obeum. Le point de divergence avec le génome de la souche
type est indiqué en pointillés.

Les génomes du groupe kSGB 9 sont a proximité de certains génomes
RefSeq de l'espece Blautia obeum (Figure B.IV).Toutefois la souche type
de l'espece Blautia obeum n’est pas positionnée a proximité des entités du
groupe kSGB 9 et des 3 souches (AM32-10AC, AM28-23, AM43-41) de l'es-


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCF_000723465.1
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pece (Figure B.II D). La question de la validité de 'affiliation taxonomique
a ’espece B. obeum se pose donc pour I’ensemble des entités présentes sur la
branche de I'arbre phylogénétique présentée a la figure B.IV.

Concernant la position du génome RefSeq de la souche type de I'espece
Ruminococcus gauvreauii (Figure B.IT C) se positionne dans 'arbre dans la
branche violette ou se situe les génomes RefSeq du genre Blautia. TOGO et
al. (2018) évoquait la possibilité d'un reclassement de I’espece Ruminococcus
gauvreauii du genre Ruminococcus au genre Blautia. Nos résultats semble
indiquer que en effet, 'espece Ruminococcus gauvreauii n’appartient pas au
genre Ruminococcus mais semblerait appartenir au genre Blautia.

Les résultats de I'analyse de I'arbre phylogénétique obtenus sont présentés
dans le tableau B.6.

Affiliation taxonomique par analyse

kSGB s s
de Parbre phylogénétique

kSGB 1 Megasphaera sp.
kSGB 2 Ruminococcus bircirculans
kSGB 3 Ruminococcus sp.
kSGB 4 Ruminococcus sp.
kSGB 5 Ruminococcus sp.
kSGB 6 Ruminococcus sp.
kSGB 7 proche Mediterraneibacter
kSGB 8 proche Blautia
kSGB 9 Blautia sp.

Tableau B.6 — Affiliations taxonomiques possibles des 9 kSGBs d’intérét a
la suite de I'analyse de I’arbre phylogénétique (Figure B.I1, page 89).
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B.1.5.2 Analyse taxonomique des groupes d’espéces métagéno-
miques a partir du calcul du score ANIm

Dans un deuxieme temps, le score ANIm a été calculé entre les génomes
RefSeq les génomes reconstruits des groupes kSGB 1, 2 et 9.

ANIm_percentage_identity

GCF_002287425.1 M. sp. ASD88
GCF_002163455.1 M. sp. An286
kSGB 1 génome 1
kSGB 1 génome 2
kSGB 1 génome 3

kSGB 1 génome 4

kSGB 1 génome 5

GCF_003367905.1 M. stantonii AJH120

GCA_900066485.1 u. M. sp. 2789STDY5834854

GCA_9000666051 u. R. sp. 2789STDY5834888

JH120

GCF_003367905.1 M. stantonii Al
p. An286
p. ASD88

p. 2789STDY5834888
p. 2789STDY5834854
kSGB 1 génome 5
kSGB 1 génome 4
kSGB 1 génome 3
kSGB 1 génome 2
kSGB 1 génome 1

GCF_002287425.1 M. |

GCF_002163455.1 M. sp.

GCA_900066485.1 u. M. sp.

GCA_900066605.1 u. R. s|

F1GURE B.V — Représentation de I’ANIm calculé entre les 5 génomes
choisis aléatoirement dans le groupe kSGB 1 et les 4 génomes RefSeq et
GenBank associés au groupe kSGB 1 ainsi que le génome de la souche type
de l'espece Megasphaera stantonii : Megasphaera stantonii AJH120.

Le score ANIm calculé entre les 5 génomes choisis aléatoirement du groupe
kSGB 1, des 4 génomes de références associé au groupe kSGB 1 ainsi que le
génome RefSeq de la souche type de l'espece Megasphaera stantonii (Figure
B.V), est supérieur a 97%. Cela semble signifier que le groupe kSGB 1 peut
étre affilié a l'espece Megasphaera stantonii. 11 en va de méme pour le gé-
nome de référence associé au groupe kSGB 1 qui ne serait pas un uncultured
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Ruminococcus sp. mais qui appartiendrait également a ’espece Megasphaera
stantonii.

Le score ANIm calculé entre 5 génomes reconstruits choisis aléatoirement
dans le groupe kSGB 2 et Ruminococccus bicirculans est supérieur a 97%
(Figure B.VI) soutenant ainsi I’hypothése que le groupe kSGB 2 soit constitué
d’organismes appartenant a Ruminococcus bicirculans.
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kSGB 2 génome 2

kSGB 2 génome 3

kSGB 2 génome 5

kSGB 2 génome 1

kSGB 2 génome 4

GCA_001917015.1 R. bicirculans

GCF_000723465.1 R. bicirculans 80/3
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kSGB 2 génome 4
kSGB 2 génome 1
kSGB 2 génome 5
kSGB 2 génome 3
kSGB 2 génome 2

GCA_001917015.1 R. bicirculans

GCF_000723465.1 R. bicirculans 80/3

F1GURE B.VI — Représentation de I’ANIm calculé entre les 5 génomes
choisis aléatoirement dans le groupe kSGB 2, les 2 génomes RefSeq et les 2
génomes GenBank de Ruminococcus bicirculans. Ruminococcus bicirculans

80/3 est la souche type de 'espece.

En ce qui concerne le groupe kSGB 9, les résultats du calcul du score
ANIm présentés dans la figure B.VII indiquent que les 5 génomes reconstruits
du groupe kSGB 9 seraient représentatifs d’'une méme espece (ANI > 96%).
Toutefois : (i) les scores ANIm obtenus entre les trois génomes de référence
et les génomes 1, 2 et 4 du groupe kSGB 9 sont inférieurs a 96% et (ii) la
souche type de 'espece Blautia obeum présente quant a elle un score ANIm



CHAPITRE B. ETUDES EXPERIMENTALES 95

éloigné de tous les génomes (ANTm <88%).
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GCF_003468725.1 B. obeum AM32-10AC
GCF_003469845.1 B. obeum AM28-23

FicUrE B.VII - Représentation de I’ANIm calculé entre les 5 génomes
choisis aléatoirement du groupe kSGB 9 et une sélection de génomes
assemblés affiliés a Blautia obeum présent dans RefSeq. Blautia obeum
ATCC 29174 est la souche type de l'espece.

En conclusion, si I'on se réfere au score ANIm le groupe kSGB 9 constitue
une espece, proche de certaines souches dite B. obeum. Toutefois compte tenu
de la distance avec la souche type de 'espece B. obeum, ce groupe devrait
étre transféré dans une nouvelle espece.

L’ensemble de ces résultats est récapitulé dans le tableau B.7. Il nous est
possible de confirmer les affiliations taxonomiques données dans le tableau
B.6 pour les kSGBs 1, 2 et 9. Le groupe kSGB 1 serait formé de génomes
appartenant a 'espece Megasphaera stantonii (MAKI et LOOFT 2018), es-
pece identifiée dans le caecum des poules et productrice de butyrate. Il nous
est également possible de proposer un reclassement des génomes RefSeq et
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GenBank associés a cette kSGB. En ce qui concerne le groupe kSGB 2, le
score ANI confirme les résultats de I’arbre a savoir son affiliation a ’espece
Ruminococcus bicirculans. Le groupe kSGB 9 semble elle appartenir a 1’es-
pece Blautia obeum mais la position de la souche type de cette espece semble
contredire ce résultat.

Affiliation taxonomique par calcul de
kSGB P ANT
kSGB 1 Megasphaera stantonii
KSGB 2 Ruminococcus bircirculans
KSGB 9 Blautia sp.

Tableau B.7 — Affiliation taxonomique possible des 3 kSGBs possédant des
génomes RefSeq a proximité (Figure B.V, B.VI, et B.VII).

B.1.5.3 Calcul des scores ANIm des génomes RefSeq du genre
Blautia

A la suite des précédents résultats nous décidons de calculer le score
ANIm sur l'intégralité des génomes Blautia obeum assemblés présents dans
RefSeq et GenBank (n = 34) afin d’affiner la position du groupe kSGB 9.
Un seul des génomes appartenant a ’espece Blautia obeum est présent dans
GenBank. Les résultats sont présentés dans la figure B.VIII. On observe 4
groupes distincts de génomes affiliés a l'espece Blautia obeum (notés A, B,
C, et D). Entre eux, ces 4 groupes présentent un score ANIm inférieur ou
égale & 90% . Ils représenteraient donc potentiellement 4 especes bactériennes
différentes. Le groupe D contenant le plus de génomes contient la souche type,
Blautia obeum ATCC 29174, ainsi que le seul génome présent uniquement
dans GenBank, Blautia obeum AM27-32LB.

Pour reclasser les trois groupes notés A, B et C de la figure B.VIII, n’in-
cluant pas l'espece type, nous rajoutons pour le calcul du score ANIm des
génomes des especes Blautia wezlerae (L1U et al. 2008) et de Blautia mas-
siliensis (DURAND et al. 2017) (souches type respectives : Blautia wezlerae
DSM 19850 et Blautia massiliensis GD9 (Figure B.IX).

Concernant le groupe de génomes noté C, aucun génome de référence
n’a pu étre associé au seuil de 96%. Or, ce groupe contient les génomes
RefSeq proches phylogénétiquement (Figure B.IV) des génomes reconstruits
du groupe kSGB 9. Il n’est donc pas possible de préciser pour ce groupe
kSGB 9 laffiliation d’espece dans le genre Blautia.
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FiGUure B.VIII — Ensemble des génomes assemblés appartenant a I'espece
Blautia obeum présent dans RefSeq (n = 33) et GenBank (n = 1). Blautia
obeum ATCC 29174 surlignée correspond a la souche type de I'espece.

A Tinverse, le score ANIm positionne des génomes de souche type dans
les groupes A et B. Ainsi B. obeumn APC942/31-1 (groupe B) pourrait étre
reclassé a 'espece Blautia massiliensis et les souches du groupe A comme
appartenant a Blautia wexlerae.

Dans cette figure, les génomes des especes Blautia wexlerae et Blau-
tia massiliensis (souches type respectives : Blautia wexlerae DSM 19850 et
Blautia massiliensis GD9). B. obeum APC942/31-1 semblent donc appar-
tenir a 'espece Blautia massiliensis tandis que trois souches de B. obeum
(2789STDY5834861, 2789STDY5834957, 2789STDY5608838) semblent ap-
partenir a l'espece Blautia wexlerae. 11 est a noter que les génomes de ces
trois dernieres souches ainsi que B. obeum APC942/31-1 sont présentes dans
RefSeq sous forme de contig ou scaffold.
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©

obeum APC942/31-1

®

massiliensis GD9

@

obeum A2-162

@

. obeum AM28-23

@

obeum AM43-41

@

obeum AM32-10AC

@

wexlerae 2789STDY5834911

®

wexlerae DSM 19850

@

obeum 2789STDY5834861

@

obeum 2789STDY5834957

@

wexlerae 2789STDY5834863

®

wexlerae AGR2146

@

obeum 2789STDY5608838

B. wexlerae AGR2146
B. wexlerae DSM 19850
B. obeum AM32-10AC
B. obeum AM43-41

B. obeum AM28-23

B. obeum A2-162

B. massiliensis GD9

B. obeum APC942/31-1

B. obeum 2789STDY5608838
B. wexlerae 2789STDY5834863
B. obeum 2789STDY5834957
B. obeum 2789STDY5834861
B. wexlerae 2789STDY5834911

F1GURE B.IX — Ensemble des génomes assemblés appartenant aux especes
Blautia obeum, Blautia wezlerae (n = 4) et Blautia massiliensis (n = 1)
présents dans RefSeq. Les génomes de B. obeum proviennent des trois
groupes A, B et C de la figure B.VIII.

Les résultats du calcul du score ANT entre les génomes RefSeq des especes
Blautia obeum, Blautia massiliensis et Blautia wexlerae B.8 permettent le
reclassement de certains génomes RefSeq. Ces résultats mettent en lumiere
la possibilité de proposer une nouvelle espece formée par les génomes kSGB 9
et ceux du groupe C. Il est a noter que les quatre génomes des organismes du
groupe C sont assemblés sous forme de contig, voire méme de chromosome
pour la souche A2-1621.

Afin de confirmer que les quatre organismes du groupe C n’appartiennent

1. Le génome de Blautia obeum A2-162 a été supprimé de RefSeq depuis ces résultats
car l'assemblage contenait des erreurs de validation et n’incluait pas les génes ribosomaux
notamment. Il reste cependant toujours disponible dans Genbank, affilié & Blautia obeum.
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pas a l'espece Blautia obeum, il serait nécessaire de reconstruire un arbre
phylogénétique basé sur de multiples marqueurs (FIGUERAS et al. 2014).
En outre, lors de la manipulation de ce groupe de génomes provenant de
banques de données publiques, nos résultats montrent qu’il peut exister un
doute dans I'affiliation taxonomique donnée ce qui a été relevé dans d’autres
genres (BEAZ-HIDALGO et al. 2015).

Groupe | Affiliation taxonomique Raison
A Blautia wexlerae Présence de la souche type
B Blautia massiliensis Présence de la souche type
C Blautia sp. Pas de souche type
D Blautia obeum Présence de la souche type

Tableau B.8 — Résultats du calcul des scores ANI sur les génomes RefSeq
des especes Blautia obeum, Blautia massiliensis et Blautia wezlerae des
groupes définis dans la figure B.VIII, page 97.

B.1.6 Conclusions

Dans cette partie nous avons repositionné dans la classification 9 kSGBs
grace a la reconstruction d’'un arbre a partir de protéines marqueurs dans un
premier temps puis avec un indice global de parenté génomique (ANI). Nous
avons également mis en évidence des erreurs d’affiliation taxonomique pour
des génomes provenant de GenBank, voire de RefSeq dans les especes Megas-
phaera stantonii et Blautia obeum. L’examen plus approfondi de ces génomes
montre qu’au moins quatre d’entre eux proviennent de I’étude de BROWNE
et al. (2016). Ceci montre bien les limites de laffiliation taxonomique des
séquences déposées dans les banques de données génomiques. En effet lors
du dépot d'un génome dans GenBank aucune analyse postérieure au dépot
n’est effectuée par le personnel du NCBI. L’erreur proviendrait donc de la
taxonomie associée lors du dépot.
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B.2 La base de données MACADAM

B.2.1 Résumé

Les progres en technique de séquencage et en bioinformatique ont ouvert
de nouvelles possibilités, notamment celle de lier les annotations de génome
avec de 'information fonctionnelle telles que les données sur les voies méta-
boliques. Grace au développement des bases de données d’annotations fonc-
tionnelles, les scientifiques sont capables de lier les annotations des génomes
a une information fonctionnelle. Nous présentons ici la base de données MA-
CADAM (pour, en anglais : MetAboliC pAthways DAtabase for Microbial
taxonomic groups). MACADAM est une base de données qui regroupe les
voies métaboliques en associant des statistiques sur leur complétude pour un
taxon procaryote donné. Son acces se veut simple et ouvert. Pour chaque
« complete genome » procaryote provenant de la base de données RefSeq,
MACADAM construit une PGDB (de l'anglais : Pathway Genome Data-
Base) en utilisant le logiciel Pathway Tools qui lui-méme se base sur les
informations des voies métaboliques contenues dans la base de données Me-
taCyc. MACADAM récolte également les informations sur les réactions, les
enzymes et les métabolites de ces voies métaboliques. Afin de s’assurer que les
données fonctionnelles soient de la plus haute qualité possible, MACADAM
contient également la base de données MicroCyc, une collection de PGDBs
ayant été soumis a un processus de curation manuel ; FAPROTAX (de I'an-
glais : Functional Annotation of Prokaryotic Taxa), une base de données
d’annotations fonctionnelles tirées de la littérature sur les organismes culti-
vables; et IJSEM phenotypic database, une base de données contenant des
données phénotypiques, métaboliques et de tolérance environnemental issues
du journal IJSEM de 2004 & 2014. La base de données MACADAM contient
13 509 PGDBs (13 195 PGDBs bactériennes et 314 PGDBs d’archées) et
1 260 voies métaboliques uniques qui sont complétées par 82 annotations
fonctionnelles de FAPROTAX et 16 issues de la base phénotypique IJSEM.
MACADAM contient un total de 7 921 métabolites, 592 réactions enzyma-
tiques, 2 134 nomenclatures EC et 7 440 enzymes. MACADAM peut étre
interrogé a n’importe quel rang taxonomique (du phylum a l’espece) selon
la nomenclature NCBI Taxonomy. MACADAM permet d’explorer 'informa-
tion fonctionnelle de ces taxons complétée par la liste des métabolites, des
enzymes, des réactions et des nomenclatures EC. Les résultats de requétage
MACADAM sont produits sous la forme d’un fichier tabulé contenant la liste
des voies métaboliques présentes dans le taxon. Chaque voie métabolique est
associée a deux scores (PS) : Pathway Score et PFS : Pathway Frequency
Score). Le fichier contient également le nom des organismes associés aux
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PGDBs utilisées pour décrire le taxon dans lesquels la voie métabolique est
identifiée. Chacune des voies est associée a sa classification hiérarchique. MA-
CADAM peut étre téléchargée comme un simple fichier, afin d’étre librement
consultable en local, ou peut étre utilisée via une interface web disponible
a ’adresse suivante : http://macadam.toulouse.inra.fr/. L’ensemble des
scripts de construction de MACADAM est disponible a I'adresse suivante :
https://github.com/maloleboulch/MACADAM-Database.

Le score de complétude des voies métaboliques Chacune des voies
métaboliques contenue dans MACADAM est associée avec un score de com-
plétude propre a l'organisme (PS). Ce score est unique & chaque voie méta-
bolique dans un organisme donné. Il représente le nombre de réactions com-
posant une voie métabolique pour un organisme précis. Ce score oscille entre
0 (aucune réaction composant la voie n’est présente dans cet organisme) a 1
(toutes les réactions composant la voie sont présentes). Ce score de complé-
tude ne prend pas en compte les multiples copies d’une méme réaction. Cette
derniere information est prise en compte dans le score de fréquence de la voie
métabolique (PFS). Ce dernier peut aller au dela de 1 car une réaction peut

étre présente en plusieurs copies dans 'organisme. Une illustration du calcul
du PS et du PFS est présentée figure 2 page 107 de I'article de MACADAM.

Les spécificités de MACADAM MACADAM est une base de données
de voies métaboliques et d’annotations fonctionnelles sur l'intégralité des
phyla procaryotes connus actuellement. A chaque mise a jour, elle integre
les nouvelles versions de RefSeq, du NCBI Taxonomy et de MicroCyc per-
mettant de suivre au plus pres les corrections apportées a la taxonomie ainsi
que les nouveaux génomes déposés. Les utilisateurs de MACADAM peuvent
restreindre leurs recherches a 'aide de plusieurs criteres : le nom de la voie
recherchée, une catégorie de voie MetaCyc, un PS minimal ou maximal, une
enzyme, une nomenclature EC ou encore un nom de réaction. Mais la spé-
cificité la plus importante et unique de MACADAM est I'inférence de voies
métaboliques et d’annotations fonctionnelles pour les taxons sans informa-
tions fonctionnelles. Quand un nom de taxon connu mais non relié a une
information fonctionnelle est soumis, MACADAM interroge alors le taxon
de rang supérieur pour déterminer le potentiel fonctionnel des taxons freres
du taxon d’intérét. Le nombre de fois que la voie est retrouvée chez les taxons
frere du taxon d’intérét est indiqué a 'utilisateur dans le fichier de résultats
ce qui lui permet de déterminer 1’état de conservation de la voie parmi les
organismes composant ce taxon supérieur.
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Abstract

Progress in genome sequencing and bioinformatics opens up new possibilities, including
that of correlating genome annotations with functional information such as metabolic
pathways. Thanks to the development of functional annotation databases, scientists are
able to link genome annotations with functional annotations. We present MetAboliC
pAthways DAtabase for Microbial taxonomic groups (MACADAM) here, a user-friendly
database that makes it possible to find presence/absence/completeness statistics for
metabolic pathways at a given microbial taxonomic position. For each prokaryotic ‘Ref-
Seq complete genome’, MACADAM builds a pathway genome database (PGDB) using
Pathway Tools software based on MetaCyc data that includes metabolic pathways as
well as associated metabolites, reactions and enzymes. To ensure the highest quality of
the genome functional annotation data, MACADAM also contains MicroCyc, a manually
curated collection of PGDBs; Functional Annotation of Prokaryotic Taxa (FAPROTAX), a
manually curated functional annotation database; and the IJSEM phenotypic database.
The MACADAM database contains 13509 PGDBs (13 195 bacterial and 314 archaeal), 1260
unique metabolic pathways, completed with 82 functional annotations from FAPROTAX
and 16 from the IJSEM phenotypic database. MACADAM contains a total of 7921
metabolites, 592 enzymatic reactions, 2134 EC numbers and 7440 enzymes. MACADAM
can be queried at any rank of the NCBI taxonomy (from phyla to species). It provides
the possibility to explore functional information completed with metabolites, enzymes,
enzymatic reactions and EC numbers. MACADAM returns a tabulated file containing
a list of pathways with two scores (pathway score and pathway frequency score) that
are present in the queried taxa. The file also contains the names of the organisms in
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which the pathways are found and the metabolic hierarchy associated with the pathways.
Finally, MACADAM can be downloaded as a single file and queried with SQLite or python

command lines or explored through a web interface.

Github URL: https:/github.com/maloleboulch/ MACADAM-Database

Database URL: macadam.toulouse.inra.fr

Introduction

For many years, Bergey’s Manual of Determinative
Bacteriology (1) and its successor, Bergey’s Manual of
Systematic Bacteriology (2-6), which provides descriptions
of the taxonomy, systematics, ecology, physiology and other
biological properties of all described prokaryotic taxa,
has been the best consensus for an official prokaryotic
classification and the best source of information for
prokaryotic organisms and taxa. Thanks to advances in
genome sequencing and bioinformatics, it is now possible
to link genome annotations and functional information. To
make this possible, databases have been built and contain
metabolic pathways, e.g. series of chemical reactions
catalyzed by enzymes within a cell. For instance, the
KEGG database (7) can display any of these pathways
in a graphical environment. The Human Metabolome
DataBase (HMDB) (8) and Reactome (9) are highly curated
and complete databases specializing in human metabolism.
WikiPathways (10) is an open access collaborative platform
containing metabolic pathways across different species.
PATRIC (11) is a bacterial database containing >201 000
prokaryotic genomes, each associated with functional
information. BioCyc (12) links the genome sequence of
an organism to its functional annotation in >14560
eukaryotic, bacteria and archaea species. All these databases
are referred to as pathway genome databases (PGDBs);
i.e. they associate the genome sequences with metabolic
pathways. Currently, among available databases, some
databases are highly curated, including the EcoCyc (13),
BsubCyc (14) and HumanCyc (15) databases devoted to
Escherichia coli K-12, Bacillus subtilis or human metabolic
pathways, respectively. They are based on the MetaCyc (16)
database, which is a highly curated database containing
>2666 metabolic pathways throughout the living world.
The MicroCyc database (17), based on the MetaCyc
database, has been improved by automatic and manual
curation by specialized biologists. Finally, some other
databases are also curated using functional information
from the literature, e.g. FAPROTAX (18) or the IJSEM
phenotypic database (19, 20).

Each of these latter databases has limits to link microbial
taxonomy to functional information and is not easily down-
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loadable. HMDB, Reactome and WikiPathways are manu-
ally and highly curated, but, despite the high quality of their
functional information, they cover a small number of organ-
isms [1, 1 and 31 (3 of which are microbes), respectively].
KEGG, despite having >5299 prokaryotic organisms, has
moved to a subscription mode and cannot be accessed
offline. PATRIC depends on the KEGG pathway data and
cannot be downloaded (Table 1). The BioCyc database is a
microbial genome web portal that combines thousands of
genomes with pathway information, but the BioCyc website
uses a subscription model, free access to the derived BioCyc
database is limited to a 2-year-old collection of PGDBs and
online consultation is limited to a specific number of times
per month. Further access requires a paid subscription.
MetaCyc contains a greater number of metabolic pathways
than KEGG (21) (2666 vs. 530 metabolic pathways, respec-
tively), and it is freely available for academics, but only a
few metabolic pathways are retrievable via a taxonomy or
an organism name. With existing databases, it is difficult to
request up-to-date functional annotations and up-to-date
taxonomic lineages for a taxon (e.g. a whole family). But
one MACADAM feature is not provided by these databases:
the possibility to infer functional information for prokary-
otic taxa with no functional information associated with it.
That is why we built MACADAM (MetAboliC pAthways
DAtabase for Microbial taxonomic groups), a user-friendly
database that makes it possible to find presence/absence/-
completeness statistics for metabolic pathways at a given
archaeal and bacterial taxonomic rank or organism and to
be able to infer functional information using the taxonomy
for taxa without functional information. MACADAM is
not intended to replace existing databases but provides
additional information for scientists wishing to better char-
acterize the functional information of all taxonomic groups,
from phyla to species.

MACADAM: main characteristics and added
value

The following is an introduction to the MACADAM
database’s main characteristics and improvements com-
pared to existing databases. Its advantages are 4-fold.
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Table 1. Overview of MACADAM, BioCyc, PATRIC and KEGG database features with a focus on metabolic pathway and
functional information among prokaryotic organisms

MACADAM

BioCyc

PATRIC

KEGG

Microbial taxonomy used
for requests
Query possibilities

Number of bacterial
organisms

Number of archaeal
organisms

Number of unique
metabolic pathways
Genome origins

Functional annotation

sources

Analysis tools and metrics

Output data types

Database flat files
downloadable
Results downloadable
Command line
interrogation
Frequency of updates

NCBI taxonomy

On one or several
taxonomies or organisms,
with few filters

13195

314
1260

RefSeq (complete
genomes)

RefSeq (functional
annotations), MetaCyc
(metabolic pathways),
MicroCyc (metabolic
pathways), FAPROTAX
(functional features),
IJSME PhenoDB
(phenotypic data)

PS and PFS

Metabolic pathway name,
pathway class hierarchy,
hyperlink to MetaCyc
pathway and functional
information of the upper
rank for taxa without
data

Yes

Yes
SQLite or python script

6 months

NCBI taxonomy

On one organism, with
multiple filters

~13400

~400

2666

Genbank and RefSeq

Genbank/RefSeq
(annotations) and
MetaCyc (metabolic
pathways)

SmartTables, genome
browser, omics data
analysis, metabolic
models and routes and
comparative analysis

Metabolic pathway name,
pathway class hierarchy,
pathway map including
enzymes and metabolites,
associated genes, protein
associated with pathways
and literature references
Yes for academics

Yes

Application Programming
Interface (API)

2-6 months

NCBI taxonomy

On one or several
taxonomies or organisms,
with multiple filters

198 855

3069
143
Genbank and RefSeq

Genbank/RefSeq, KEGG
(metabolic pathways)

KEGG pathway map,
comparative pathway
heatmap, multiple
sequence alignment,
enzymes and genes
conservation in pathway
Metabolic pathway name,
pathway class hierarchy,
KEGG pathway map
including enzymes and
metabolites, associated
genes, enzyme and gene
evolution data

No

Yes

API + free command line
software

6 months

KEGG taxonomy (with
cross-link to NCBI)

On one organism, with no
filters

5014

285

530

Genbank and RefSeq

KEGG

KEGG mapper tools

Metabolic pathway name,
pathway class hierarchy,
KEGG pathway map
including enzymes and
metabolites, associated
genes and literature
references

Yes with license

Available on the web only
API

3 months

First, the user has the possibility to explore functional
traits at different taxonomic levels, from phyla to species,
or dedicated strains covering both the Archaea and
Bacteria kingdoms. The user can request data about several
taxonomies or organisms at the same time and can do it
using partial names. Second, MACADAM relies on up-
to-date NCBI taxonomy (22-24). Third, it is based on
high-quality genome functional annotations thanks to the
aggregation of (i) up-to-date RefSeq genomes annotated
with MetaCyc functional data, (ii) high-quality functional

annotations from the MicroCyc database (25) and (iii) the
FAPROTAX and IJSEM phenotypic databases (manually
curated databases). Fourth, MACADAM is open access,
freely downloadable and the possibilities of consulta-
tion are unlimited. Altogether, MACADAM facilitates
taxonomical functional inference studies by synthesizing
high-quality and up-to-date functional annotations and
taxonomical information in one source. Table 1 shows the
comparison between MACADAM, BioCyc, PATRIC and
KEGG databases in the context of queries on functional and
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RefSeq Source functional databases
High- 1JISEM
quality MicroCyc phenotypic
RefSeq database
genomes
\’ Generation of PGDBs
(Pathway/Genome Database)
Set of MicroCyc
PGDBs linked

to

Replacement of MetaCyc PGDBs with MicroCyc PGDBs

for the same organism.

Addition of new organisms from MicroCyconly.

v

of PGDBs
Taxonomy toa taxiD
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taxonomy l
Standardization of pathway

[ scores in PGDBs
Addition of

 Metacyc ‘

‘ metaholites, |

- enzymes, ‘

~ reactionsand
EC numbers

Figure 1. MACADAM building workflow.

metabolic pathway information for microbial organisms.
WikiPathways does not appear in Table 1 because it
contains only three microbial organisms and it is not useful
for microbial queries.

MACADAM content
Building PGDBs between RefSeq and MetaCyc

To build the MACADAM database (Figure 1), we first
sourced genomic data of prokaryotes from NCBI RefSeq
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a taxiD

v v

Taxonomic lineage generation, useful functional inference of upper rank.

(25), version 92 (16 January 2019). To ensure high-quality
genomic data, we only kept the 11794 organisms (11514
bacteria and 280 archaea) with ‘complete genome’ RefSeq
labels (Table 2). These genomes have no gaps, no runs of
10 or more ambiguous bases and the entire chromosome is
present (26). This quality allows better annotations using
the NCBI prokaryotic genome annotation pipeline (27).
Out of the 11794 genomes, 1683 were labeled ‘represen-
tative genomes’ (1543 bacteria and 140 archaea), i.e. a
subset of genomes with an additional quality assurance
analysis based on annotation quality metrics. In addition,

6102 AInp L€ uo Jesn (enbiwouoiBy ayossyoey €| 8p [eUOHEN INSU) YN AQ 62 108YS/6¥028A/0SEqRIEP/E60L 0 L/10PAOBISqR-8]DILIE/SSRqREP/LW0D dNO-0lWapESE//:SARY WO PapEojuMOd



Database, Vol. 2019, Article ID baz049

Page 5 of 14

Table 2. Statistics on PGDBs collected for MACADAM (values are mean & SD; values in brackets are minimum and maximum

values)

Number of Pathways per Number of different PS PFS

organisms organism pathways
MetaCyc PGDBs 9954 156 £60 [3-350] 851 0.85+0.21 [0-1] 1.37+£1.21 [0-51]
MicroCyc PGDBs that have 1560 247 £ 80 [26-425] 1012 0.75+0.28 1.37+1.45
replaced a MetaCyc PGDB [0.344-1] [0.344-77]
PGDBs only present in 1681 255+70 [2-422] 1007 0.75+0.28 1.32+1.28
MicroCyc [0.344-1] [0.344-47]
MACADAM bacteria 13195 179 £ 76 [2-425] 1224 0.82+0.24 [0-1] 1.36 £1.26 [0-77]
MetaCyc PGDBs 184 60+ 14 [16-91] 207 0.84+022[02-1] 1.35+1.11 [0.2-15]
MicroCyc PGDBs that have 96 107 £25 [2-156] 393 0.774+0.28 [0.05-1] 1.284+1.12 [0.05-21]
replaced a MetaCyc PGDB
PGDBs only present in 34 98 +£22 [8-149] 344 0.77+0.28 [0.05-1] 1.214+0.93 [0.05-16]
MicroCyc
MACADAM archaca 314 79 429 [2-156] 478 0.80+0.26 [0.05-1] 1.3141.10 [0.05-21]
MACADAM total 13509 177 £76 [1-425] 1260 0.824+0.24 [0-1] 1.36 £1.26 [0-77]

in bold: summary of metrics for bacteria, archaea or both.

118 bacteria are labeled ‘reference genome’ (no archaea).
They correspond to the highest quality data set, supported
by the curation of NCBI scientific staff, and are manually
curated. To associate metabolic pathway information with
these genomes, we used Pathway Tools software (28) (ver-
sion 20.5) that relies on MetaCyc data. We thus build a
PGDB per organism, i.e. 11794, that consists of a list of
pathways based on the genome annotation. Moreover, to
complete pathway information, MACADAM includes the
metabolites, reactions, EC numbers, enzymes and hierar-
chical classification of each pathway. The result is a set of
PGDBs and an up-to-date functional annotation of multiple
organisms.

Embedding PGDBs from MicroCyc

In the second step of MACADAM building, we added
data from MicroCyc (17). MicroCyc is a collection of
PGDBs created within the framework of the MicroScope
project (29) based on MetaCyc data. These PGDBs are
generated from genomes that are (i) manually (re)annoted,
(i) improved thanks to the addition of enzymatic function
predictions that are computed with PRIAM software (30)
and (iii) completed by annotations from biologist cura-
tions using the MaGe system (31). Using the standardized
pathway score (PS; Figure 2) proposed in Pathway Tools
16.5, we compare MetaCyc and MicroCyc PGDBs for each
organism that is present in both databases. As expected,
due to the curation process, MicroCyc PGDBs exhibit more
metabolic pathways with a PS equal to 1 than Meta-
Cyc PGDBs (Figure 3). Moreover, MicroCyc contains more
pathways per organism than MetaCyc (Table 1). Thus, for
common PGDBs between the two databases, those from

MicroCyc are chosen over those from MetaCyc and are
included in MACADAM, i.e. a total of 1656 PGDBs (1560
bacteria and 96 archaea). MACADAM is then enriched
with MicroCyc PGDBs of organisms that are absent from
MetaCyc PGDBs, i.e. 1715 (1681 bacteria and 34 archaea).
To be added to MACADAM, MicroCyc PGDBs have to
be linked to a prokaryotic organism and have a taxonomy
recognized in the NCBI taxonomy. As for the MetaCyc
process, MACADAM includes the metabolites, reactions,
EC numbers, enzymes and hierarchical classification of each
pathway. We therefore obtain an improved set of PGDBs
from MetaCyc and MicroCyc, completed with functional
annotations of 13 509 organisms (Table 1).

Embedding functional annotations from the
FAPROTAX and IUSEM phenotypic database

In the third step of MACADAM construction, we added
functional traits extracted from the FAPROTAX database
(18) and the IJSEM phenotypic database (19). FAPROTAX
contains soil and marine bacteria. FAPROTAX maps
prokaryotic clades (e.g. genera or species) to establish
metabolic or other ecologically relevant functions using the
current literature on cultured strains, e.g. Bergey’s Manual
of Systematic Bacteriology (2-6), the Prokaryotes (32) and
the IJSEM journal (33). The IJSEM phenotypic database
contains phenotypic, metabolic and environmental toler-
ance data of prokaryotic strains manually extracted from
articles in the IJSEM journal. We completed MACADAM
with 82 functional annotations from FAPROTAX and 16
from the IJSEM phenotypic database (Table 3). Since this
information has a different structure, the PS cannot be
calculated.
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number of reactions that have an annotation in the genome for a pathway

PathwayScore = PS =

total number of reactions constituting the pathway

number of enzymes annotated in the genome for a pathway

PathwayFrequencyScore = PSF =

/ Substrate

Reaction1 | Enzymea
v

Product 1

~

Reaction2 | Enzyme b
v

Product 2

Reaction3 | Enzymec
v

Product 3

Reaction4 | Enzyme d;and Enzyme d,
v

Product 4

total number of reactions constituting the pathway

Substrate

Reaction1 | Enzyme a, and Enzyme a,
v WO ef BT

Product 1 capable

Reaction2 = Enzymeb

Product 2

Reaction3 | Enzyme c
v

Product 3

Reaction4 | Enzyme d,and Enzyme d,
v

Product 4

Figure 2. At the top, formulas for the computation of the PS and PFS. Below, examples of two types of computations of the PS and PFS based on
an example of a hypothetical metabolic pathway. By comparing the PS and PFS in A and B, pathway A shows greater evidence of its veracity.

A

Source

~ MetaCyc
== MicroCyc

1500001

000001

Number of pathways

500001

B

Source

- MetaCyc

== MicroCyc
40001

Number of pathways

20001

050
Pathway Score

050
Pathway Score

Figure 3. Comparison of PS of all metabolic pathways of PGDBs present in both MetaCyc PGDBs and MicroCyc PGDBs. A: among Bacteria; B: among

Archaea.

Taxonomy in MACADAM

To link this information, we connected data from PGDBs,
the FAPROTAX and the IJSEM phenotypic database with
their NCBI taxonomy ID (taxID). This taxID is a unique
time-stable identifier because of its interoperability with
other taxonomic databases (34). Briefly, in MACADAM,
each organism taxonomy has seven taxonomic ranks:
superkingdom, phylum, class, order, family, genus and

species. Each rank and organism is described by its

107

NCBI taxID. Each MACADAM organism is therefore
associated with its numeric lineage formed by seven
taxID. For example, E. coli is described as Bacteria,
Proteobacteria, Gammaproteobacteria, Enterobacterales,
Enterobacteriaceae, and Escherichia. E. coli is linked to this
lineage 2.1224.1236.91347.543.561.562 in MACADAM.
However, even if MACADAM data are not associated with
minor ranks, e.g. subclasses or subgenera, these minor ranks
are kept in MACADAM so that users can find functional
information at these minor ranks.
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Table 3. Statistics on FAPROTAX and IJSEM phenotypic database information in the MACADAM database for bacterial and
archaea organisms

Number of organisms or taxa

Phenotypic, metabolic or environmental tolerance data

FAPROTAX

IJSEM phenotypic database

Bacteria: 3838; Archaea: 181
Bacteria: 4240; Archaea: 87

Bacteria: 82; Archaea: 44
Bacteria: 16; Archaea: 12

Query item

Table
key type of key taxonomy
taxID int
Result file Taxonomy of interest name text
typeOfName text
) |parentTaxID int
> Flelanon':rgwlzsbetween taxonomicRank text
lineage text
hierarchy
pathwayFramelD text
pathwayHierarchy text
Pathway Name pathwayName text
pathway faprotax IWSEMPhenoDB
MIBName RXNMIE {taxonomy text taxonomy text taxonomy text
Metabolite of MTB = ‘\rx" iy 05) text| ftaxiD text taxiD text
interest Name ot i et IstrainName text p: y text i text
numberOfPGDBInSpecies int substrat text
RXNName PWYRXN numberOfPathway int habitat text
RXN text pathwayFramelD text pathwayFramelD text pathway  text
Reaction of Name ot RXN text real
interest pathwayFrenquencyScore real
ENZName RXNENZ [reasonToKeep text
ENZ text RXN text ]
Eir:‘zt)ér:;i(oi Name text ENZ text
RXNECNumber
RXN text
EC Number EC Number text Result file

Figure 4. MACADAM database schema. Yellow arrows indicate the entry points of the database.

In conclusion, to create MACADAM, we need (i) Ref-
Seq ‘complete genomes’, (ii) Pathway Tools with MetaCyc,
(iii) MicroCyc PGDBs, (iv) NCBI taxonomy files, (v) the
FAPROTAX file and (vi) the IJSEM phenotypic database
file.

MACADAM: structure and management

Structure of the MACADAM database

The MACADAM database is a SQLite database (35) that
optimizes and facilitates querying. SQLite is an object-
relational database management system. It increases the
query speed of databases. MACADAM is organized into 12
tables (Figure 4).

As shown in Figure 4, the taxonomy table contains
all of the prokaryotic taxonomic names of NCBI taxon-
omy, whether a PGDB exists or not. Indeed, each PGDB
is associated with an organism, i.e. with a species or a
strain taxID and PGDBs do not exist at upper taxonomic
ranks as genus, family and others. However, to provide
users with functional information at these upper ranks,
MACADAM needs to store all prokaryotic taxonomies.

Thus, the corresponding table in MACADAM contains the
taxID of each taxonomic name, the taxID of its parent
(parentTaxID) and its taxonomic rank name (taxonomi-
cRank), if any, and the numeric lineage up to this taxID,
e.g. taxonomic name = Proteobacteria—taxID = 1224, par-
entTaxID =2, taxonomicRank = phylum—Tlineage =2.1224.

An important table is the pathway table (Figure 4).
This table is composed of nine keys. The first one is the
taxonomy key that is the numeric lineage. The second one
is the ID key that is a unique identifier associated with
each PGDB. It consists of the taxID of the corresponding
organism, the RefSeq genome label (‘rep’ for representative
genomes, ‘ref” for reference genome or ‘nan’ for complete
genomes) and its database of origin (MetaCyc or Micro-
Cyc). The third key is the strainName of a true strain
name if it exists. Otherwise, it is provided with the species
name. The fourth key is the numberOfPGDBInSpecies. For
example, MACADAM has 667 PGDBs linked to E. coli
species. This means that these 667 PGDBs are linked to
667 strains of E. coli; thus, the numberOfPGDBInSpecies
for E. coli is equal to 667. The fifth key is the number
of pathways in a PGDB (numberOfpathway). The sixth
key is the pathwayFramelD key that is the official unique
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MetaCyc identifier of each pathway. The seventh and eighth
keys are PS and the pathway frequency score (PFS), as
described in Figure 2. The last key is the ReasonToKeep key
that explains why we decided to keep the pathway in the
database. The reasons are either that the pathway is from
MicroCyc, that the pathway has a high enough threshold
quality score, or that the metabolic pathway is complete.

In the hierarchy table, the pathwayHierarchy cor-
responds to the pathway functional hierarchy found
in MetaCyc. For example, for the nitrogen fixation I
(pathwayName) pathway, its hierarchy is Degradation/U-
tilization/Assimilation—Inorganic Nutrient Metabolism—
Nitrogen Compound Metabolism—Nitrogen fixation, and
its pathwayFramelD key is N2FIX-PWY. The PWYRXN
table binds each pathwayFrameID to all MetaCyc official
identifiers of reactions that compose the pathways. Each
reaction can be described by its name, its metabolites, its
enzymes and its EC numbers. These data are stored in
RXNName, RXNMTB, RXNENZ and RXNECNumber
tables, respectively. For example, the adenosine deoxyri-
bonucleotide de novo biosynthesis pathway is composed,
among other things, of ADPREDUCT-RXN, known as
ADP reductase (EC number =1.17.4.1), which reduces the
ADP metabolite thanks to the ribonucleoside-diphosphate
reductase enzyme.

For each organism encoded with its taxID key, the
FAPROTAX table and the IJSEMPhenoDB table contain
its numeric lineage (taxonomy key) and complementary
information such as functional features (pathwayName
or pathway keys), environmental habitat or substrate to
culture the organism.

Management of the MACADAM database update

How: The MACADAM database is built from a pipeline
of python scripts. The update process takes around 2 days,
depending on the parallelization capacities. In terms of
dependencies, MACADAM requires Python 3, the Pandas
package and a valid license of Pathway Tools that have to
be installed. All other dependencies are included by default
in the python 3 setup. MACADAM can be updated at each
RefSeq release (i.e. addition of new high-quality annotated
genomes). MACADAM automatically downloads the new
index summary from RefSeq. MACADAM then builds
script downloads and processes all the genomes that
matched our quality standards and launches Pathway Tools
on each one of them. This is the crucial part in terms of
computing power. In order to save time, the process is
parallelized on the cluster of the GenoToul Bioinformatics
Platform (http://bioinfo.genotoul.fr/) that provides access
to high-performance computing resources. To do this, we
process genomes by batches of 50 genomes and the whole
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step takes ~1 day. This step needs at least 8 GB of RAM
for each batch. The generation of the unique ID and the
calculation of the PS take around 6 h each due to file
movements and extraction of archives. MACADAM can
take up to 600 GB of disk space during the construction
of the PGDBs, which is the most critical part. After
compression, this file takes up 150 GB of disk space.

Who: MACADAM database benefits from the GenoToul
Bioinformatics Platform facilities, including a permanent
staff and technical support. The database will be available
for downloading and querying as long as it demon-
strates its utility for the research community. Moreover,
the python script pipeline is available on the GitHub
repository (GitHub URL: https://github.com/maloleboulch/
MACADAM-Database).

How often: We intend to update MACADAM every
6 months so as to benefit from the latest information
on genome annotation from RefSeq and prokaryotic
classification from NCBI taxonomy.

Querying the MACADAM database
Input query

MACADAM provides users with metabolic pathways and
functional annotations about taxonomic names. Thus, the
user has to query MACADAM with one or several species
and/or one or several taxonomic names (if several, they
have to be separated by a comma). For more precise queries
on taxonomic names, the taxonomic rank can be specified
thanks to a drop-down menu (phylum, order, class, family,
genus or species). Otherwise, the user has to query on
‘all ranks’. Thus, if the user specifies ‘coli’ and ‘genus’, E.
coli will not be a match. One specificity of MACADAM
is that if the queried organism/taxonomic name has no
link to functional information, the user still obtains func-
tional information about the upper rank of the target. To
limit this, the ‘Strict taxonomy’ option allows the user
to query only on target organism/taxonomic names and
not beyond the specified taxonomic ranks. The search can
also be refined by specifying (i) the full name (or part of
the name) of a metabolic pathway or a functional feature
(e.g. a query with ‘nitrate’ limits output information to 11
MetaCyc pathway names, 4 functional annotations from
FAPROTAX and 1 functional annotation from the IJSEM
phenotypic database), (ii) a MetaCyc class hierarchy ID
(e.g. a query with ‘denitrification’ limits the output to 3
MetaCyc metabolic pathways and 4 FAPROTAX func-
tional annotations), (iii) a specific PS (min score =1 means
that MACADAM returns only complete metabolic path-
ways), (iv) metabolite names (7 =7921), (v) reaction names
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MACADAM Explore

Malo Le Boulch, Patrice Déhais, Sylvie Combes and Géraldine Pascal

GenPhySE & Sigenae, Université de Toulouse, INRA, INPT,

, Castanet Tolosan, France

Explore the MetAboliC pAthway DAtabase for complex Microbial community function analysis.

Taxonomy (required): Rank Query type
Staphylococcus aureus, Kitasatospora aureofaciens O strict taxonomy
Enter a taxonomy name, e.g., Tannerella forsythia or Firmicutes or Escherichia. Choose 2 taxonomy rank. ® No strict taxonomy
For a multiple search, separate names with a comma, The target organisms will be the ones strictly
eg. aureus, i named, or not.
Options to limit your query:
Pathway or functional features: Score max: Score min:

urea

You can limit your search by using the name of a function,
eg. Urea Degradation |

MetaCyc class hierarchy :

You can search a ID of MetaCyc class hierarchy present in metabolic pathways,
eg. Antibiotic-Biosynthesis

Enzyme:

You can limit your search by using the name of an enzyme,
e.g. hydrolase

GenPhySE

0 £

You can decrease the maximum completeness  You can increase the minimum completeness
score of the metabolic pathway score of the metabolic pathway

Metabolite: Reaction:

You can search a metabolite present in You can limit your search by using the name of
metabolic pathways, 2 reaction,

eg. butyrate eg. succinyl CoA synthesis

EC number:

[ 1

You can fimit your search by using EC numbers,
eg. 11149

~
e

Figure 5. Screenshot of MACADAM Explore website showing the query of all functional information containing the word ‘urea’ in the species

‘Staphylococcus aureus’ and ‘Kitasatospora aureofaciens'.

(n =592), (vi) enzyme names (7 =7440) and/or (vi) EC
numbers (7 =2134). All search fields can be filled with
complete or incomplete strings.

Web interface: MACADAM explore

We have created a web interface called MACADAM
Explore (Figure 5) to facilitate the consultation of the
MACADAM database. MACADAM Explore is built on
an Apache Hypertext Transfer Protocol (HTTP) server.
It provides commands to search and retrieve the data in
the database. Python CGI is used for the front-end web
interface. All common gateway interfaces and database
interfacing scripts are written in the Python programming

language. The database file (SQLite format) with a query
script is downloadable at http://macadam.toulouse.inra.fr.

Output file

MACADAM returns a Tabular Separated Value (TSV)
file as output (Figure 6) that is downloadable on a
personal computer. This output contains a query reminder
and details on the matching taxonomy in MACADAM.
Moreover, it contains the list of functional information that
responds to input criteria. The second column provides
the number of organisms that have the targeted pathway.
A high proportion shows a high presence of targeted
pathways among targeted taxonomic names. For example,
as shown in Figure 6A, the ‘Urea Degradation I’ pathway is
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Request: “ aureus“and “

“,in “ species “ and with function “ urea “

## Result file for data on organi aureus,
function(s) containing: “urea”

on rank(s):species, with a maxi eof the

A

bolic pathway of 1.0, with a minimum score of 0.0, and with

## The following requested taxonomy (TaxID: 1280, Taxonomy: Staphylococcus aureus) s linked to functional information in the MACADAM Database. Number of PGDBs correspondingto this taxID with this filter: 327
## Link to the NCBI Taxonomy Database: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1280&lin=s

#1 The following requested taxonomy (TaxID: 1894, Taxonomy: Ki is linked to

## Link to the NCBI Taxonomy Database: https://www.ncbi.nim.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1894&lin=s

## Functional information from MetaCyc & MicroCyc:

informationin the MACADAM Database. Number of PGDBs corresponding to this taxID with this filter: 1

Present in X Median Median

Metabolic Pathway

Metabolite Reaction Enzyme ECnumber Target taxonomies

Strain with the Pathway

Pathway Hierarchy

MetaCyc URL

org./Total org. score  frequency
allantoin :
degradation to Degradation. AMINE- https://metacyc.org/META/new-
ureidoglyconater | 1/328 1 1 NA NA NA NA Kitasatospora aureofaciens  Kitasatospora aureofaciens DM-1 DEG.Allantoin- image?type=PATHWAY&object=
gycoa degradation. PWY-5697 PWY-5697
(urea producing)
Staphylococcus aureussubsp.  Degradation. AMINE- https://metacyc.org/META/new-
urea degradation | 9/328 05 15 NA NA NA NA Staphylococcusaureus  aureus TW20, Staphylococcus  DEG.Urea-D: PWY-  image?type= t-
aureus CA-347, ...11) 5703 PWY-5703
cusaure aureusvs21,  Degradation AMINE- https://metacyc.org/META/new-
urea degradation Il 328/328 1 3 NA NA NA NA R e rofaciens  Staphylococcus aureus DEG.Urea-Degradation.PWY-  image?type=PATHWAY&object=
P 5120130942, .11 5704 PWY-5704
ureusVs21, D \Noncarbon-  htps://metacyc.org/META/new-
hyl ,
urea cycle 313/328 08 1 NA NA NA NA Staphylococcusaureus, ok coorus aureus Nutrients.NITROGEN- image?type=PATHWAY&object=

Kitasatospora aureofaciens

5720130942, .1

DEG.PWY-4984.

PWY-4984

Request: “Lactobacillus cerevisiae”, in “ species “ and with function “ urea “

##Resultfile for data on organism(s):Lactobacillus cerevisiae, on rank(s):species, with a

B

eof the pathway of 1.0, with a minimum score of 0.0 and with function(s) containing: “urea”

# The requested taxonomy (TaxID: 1704076, Taxonomy: Lactobacillus cerevisiae) is not linked to functional information in the MACADAM Database but the functional informationfora upper rank of its lineage is displayed:

1578, Taxonomy: Lactobacillus. Number of PGDBs corresponding o this taxID with this filter: 187

##Link to the NCBI Taxonomy Database: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1578&lin=s

## Functional information from MetaCyc & MicroCyc:

Present in X Median Median

Metabolic Pathway

Metabolite Reaction Enzyme ECnumber Target taxonomies

Strain with the Pathway

Pathway Hierarchy

MetaCyc URL

org./Total org. _score  frequency
allantoin :
Degradation.AMINE- https://metacyc.org/META/new-
deg:da‘m"l t:’ Y 05 05 NA NA NA NA Lactobacillus cerevisiae t“:"z“f::“s 'E“EE” TDlls’ @  DEGAllantoin- image?type=PATHWAY&object=
ureidoglycolate actobacillus reuteri mic3, .. degradation PWY-5697. PWY-5704
(urea producing)
Degradation. AMINE- https://metacyc.org/META/new-
urea degradation | 5/187 05 1 NA NA NA NA Lactobacillus cerevisiae  Lactobacillus brevis subsp. DEG.Urea-D fon.PWY. getype= t=
gravesensis ATCC 27305, 5703. PWY-5697

Lactobacillus plantarum 1295, Degradation. AMINE- https://metacyc.org/META/new-

urea degradation Il 10/187 1 3 NA NA NA NA Lactobacillus cerevisiae  Lactobacillus backii TMW 1.1988, DEG.Urea-Degradation.PWY-  image?type=PATHWAY&object=
L@ 5704 PWY-4984

; Degradation.Noncarbon-  https://metacyc.org/META/new-

urea cycle 180/187 06 12 NA NA NA NA Lactobacillus cerevisiae Lactobacillus fermentum F-6, ) Nutrients NITROGEN- image?type=PATHWAY&object=

Lactobacillus mucosae LM1,

DEG.PWY-4984.

PWY-5703

Figure 6. Examples of output files corresponding to requests on MACADAM. (A) The user has searched for all metabolic pathways in S. aureus and
K. aureofaciens, using the term ‘urea’ in the function field text. (B) The user has searched for all metabolic pathways in Lactobacillus cerevisiae using
the term ‘urea’ in the function field text. Since there is no data on this organism in MACADAM, the information was searched for higher up in the
taxonomy hierarchy, i.e. Lactobacillus. "'List of organisms in MACADAM with the targeted metabolic pathway.

present in all 328 genomes that match taxID 1280 and 1894
corresponding to Staphylococcus aureus and Kitasatospora
aureofaciens, although the ‘Urea Degradation I’ pathway
is present in only nine genomes of S. aureus, and the
‘allantoin degradation to ureidoglycolate’ is only present
in one strain of K. aureofaciens. The output also provides
information about the median value of the PS and PFS.
There are also columns corresponding to metabolite names,
reaction names, enzyme names and EC numbers entered as
filtered input by the user. The last columns contain targeted
taxonomy names, the list of strains that have the pathways
and the MetaCyc metabolic pathway hierarchy with the
corresponding URL.

Utility and discussion

MACADAM is designed to collect bacterial and archaeal genomes of the
highest quality associated with the highest quality annotations Reliable
data are needed to infer the functional potential of com-
plex prokaryotic communities. Indeed, obsolete functional
information can lead to inaccurate insights (36). As far as

111

possible, MACADAM avoids sequentially spurious anno-
tations. In the MACADAM database, reliability is ensured
by filters on genome quality, meaning that only complete
genomes have been taken from RefSeq. Moreover, to ensure
up-to-date annotations, we compute PGDBs with Pathway
Tools at each release, based on RefSeq, NCBI taxonomy,
MetaCyc, MicroCyc, FAPROTAX and the IJSEM pheno-
typic database.

MACADAM PGDBs cover all phyla recognized by the List of Prokaryotic
names with Standing in Nomenclature (LPSN; http://www.
bacterio.net/) and the 10 other newly proposed phyla from
the NCBI taxonomy (Figure 7). Proteobacteria is the most
prevalent phylum and accounts for >55% of the genomes
collected in MACADAM, followed by the Firmicutes and
Actinobacteria phyla that account for >22% and 11%
of the collected genomes, respectively. This pre-eminence
is probably explained by the research effort devoted to
these phyla by biologists. Accordingly, Escherichia and
Salmonella are the prevalent genera in the database (5.1%
and 4.3% of the database, respectively). Interestingly,
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according to Figure 7, the Acidobacteria phylum is weakly
represented in MACADAM (only 21 PGDBs, 19 of which
are from MicroCyc). But these PGDBs include the highest
number of metabolic pathways (mean=230; min=138;
max=298; Figure 8). Acidobacteria is one of the most
widespread phyla, but few organisms of this phylum are
cultivated and sequenced (37) and may explain the low
representation of available high-quality genome that could
be included in MACADAM. The high number of metabolic
pathway present in these widespread phyla may indicate
that, despite few sequenced organisms, these are subject
to particular care in terms of functional annotation. In
parallel, we should also recall that the most common
metabolic pathways in MACADAM belong to cofactor
biosynthesis (bacteria: 16.4%; archaea: 18.06%) and the
metabolism of amino acids (bacteria: 17.7%; archaea:
22.86%).

MACADAM allows users to refine queries using PSs PSs range from
0to 1 (Table 2
required for the pathway are present in the genome of

. A value of 1 indicates that all the enzymes
the organism. A value of O indicates that none of the

enzymes are present in the targeted genome. In the latter
case, the pathway is still present because of the functional
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inference applied by MetaCyc experts, information that
they cross-reference with phenotypic evidence described in
the literature. MACADAM contains eight pathways in 1519
organisms with a PS equal to 0. The PFS ranges from 0 to 77
(Table 2). Nocardia nova SH22a has the maximum PFS for
its long-chain fatty acid activation pathway. This pathway
comprises only one reaction and is part of a longer lipid
biosynthesis pathway.

Table 4 is an example of statistics performed on L-
lysine fermentation to acetate and butanoate pathway
output (MetaCyc ID: P163-PWY), a pathway of interest in
understanding the interactions between host and gut micro-
biota in health and disease. In fact, butyrate is a microbial
fermentation product that is used as an energy source by
enterocytes and whose signaling properties are involved
in multiple functions of enterocytes, including cell differ-
entiation, gut tissue development, immune modulation,
oxidative stress reduction and diarrhea control (38). Ten
enzymes are involved in the L-lysine fermentation to acetate
and butanoate pathway. The pathway is present in 992
different organisms in MACADAM. This complete pathway
is composed of 10 enzymes. If the median value of the PS is
equal to 0.4, this means that four reactions have at least one
annotated enzyme in the pathway. If the median value of
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Table 4. Statistics on the L:lysine fermentation to acetate and butanoate pathway (MetaCyc ID is P163-PWY; values in brackets

are minimum and maximum values

MetaCyc ID: P163-PWY characteristics

Number of reactions in the complete pathway*
Number of bacteria in which this pathway is present

Median number of unique enzymes present in this pathway in organisms

Median number of enzymes present in this pathway in organisms
Key reaction*

PS

PFS

10

756

41-10]

7 [1-70]

1 (enzyme classification: 5.4.3.2)
0.4[0.1-1]

0.7 [0.1-7]

*Value found in a MetaCyc flat file; a key reaction is a reaction that is specific to a single pathway, i.e. a reaction that is not found in any other pathway.

the PFS is equal to 0.7, this means these 4 reactions have >1
associated enzymes, 7 enzymes for 10 reactions in all
(Figure 2). According to MetaCyc, the 5.4.3.2 reaction is
a key reaction in this pathway. Therefore, if the organism
contains this reaction, the whole pathway will be identified
for the organism. These PS and PFS data are useful to
biologists for data mining.

An important feature of MACADAM is its ability to
infer functional annotations for taxa with no associated
genomic sequences using the taxonomy. In the case of
a taxon with no functional information in MACADAM,
i.e. missing in MetaCyc, MicroCyc, FAPROTAX and the
IJSEM phenotypic database, we provide information for
the upper taxonomy rank. For example, if a species has
no functional information, MACADAM automatically
requests functional information at the genus level, just
like FAPROTAX. However, MACADAM can do this at
any taxonomic rank, while FAPROTAX is limited to the
order rank. In MACADAM, in this case, all annotations for
organisms belonging to this genus are shown in the output
file. As for FAPROTAX, it indicates functional information
described in the literature at the genus rank if all described
species of the genus have been shown to exhibit the given
functional information and not the addition of functional
information about all of the organisms belonging to
this rank. Thanks to the column that gives the number
of organisms with the targeted pathway (column 2 in
Figure 6B), it is possible to see pathways that are more or
less conserved in the taxon of interest. For example, ‘urea
cycle’ is a pathway conserved in most of Lactobacillus,
unlike the ‘urea degradation I or II’ pathways. Thus, this
feature provides functional information about organisms
with no functional information based on related taxonomic
species.

Conclusions

MACADAM was designed for the microbiology community
as a functional annotation information database based on
multiple sources of data on functional annotations and

on metabolic pathways (MetaCyc, MicroCyc, FAPROTAX
and the IJSEM phenotypic database). The database is also
based on the complete and interoperable NCBI taxonomy.
MACADAM covers all known bacterial and archaeal phyla,
as of February 2019. A standardized score enables quick
comparison and comprehension of the potential presence
of a pathway. If there is no functional information on
the taxonomy entered, MACADAM automatically checks
the upper taxonomic rank in order to provide functional
information associated with related organisms to users.
MACADAM can be explored via metabolites, reactions,
enzymes, EC numbers or specific pathways. A user-friendly
web interface makes querying easy. MACADAM will be
useful to all biologists who need to determine the func-
tional potential of a prokaryotic species or any other tax-
onomic rank. Since the source code to build MACADAM
is available to everyone (GitHub URL: https:/github.com/
maloleboulch/MACADAM-Database), MACADAM can be
included in any functional inference tool able to integrate
the abundance tables of complete microbial communities
generated, among others, we plan to include MACADAM
in the FROGS software (39) to analyze amplicon metage-
nomics data.
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B.3 MACADAMExplore et son utilisation

B.3.1 Introduction

MACADAM est une base de données construite et interrogeable en lan-
gage SQLite. Ce mode de requétage est rapide mais assez complexe pour les
non-initiés. Les fichiers constituant la base de données sont téléchargeables
via le site web http://macadam.toulouse.inra.fr/. Afin de faciliter I'in-
terrogation de MACADAM, ce site web propose un formulaire de requéte qui
appelle un script d’interrogation nommé MACADAMExplore. Ce script peut
étre utilisé en parfaite indépendance de l'interface web. Il est utilisable en
ligne de commande en utilisant Python. Un fichier de documentation lui est
également joint, afin de renseigner I'intégralité des options disponibles lors de
I'interrogation de MACADAM. Ce fichier explique également 'interrogation
en mode graphique de MACADAM via l'utilisation du logiciel DB Browser
for SQLite. L’ensemble des scripts ainsi que la documentation sont également
disponibles sur https://github.com/maloleboulch/MACADAMExplore.

Dans ce chapitre nous présentons deux exemples d’application de MA-
CADAMExplore réalisés dans le cadre de ce travail de these : (i) le premier
ayant permis la production de données d’inférence fonctionnelle dans le cadre
d’une étude dont les résultats ont été publiés dans le Journal Fontiers in Mi-
crobiolgy : Read (...) Le Boulch, (...), « Diversity and Co-occurrence Pattern
Analysis of Cecal Microbiota Establishment at the Onset of Solid Feeding
in Young Rabbits », 2019. (ii) Le second exemple d’application ayant permis
de compléter I'étude taxonomique réalisée sur les espéces métagénomiques
(Partie B.1, page 79) en étudiant le potentiel fonctionnel des quatre genres
concernés par cette étude : Blautia, Mediterraneibacter, Megasphaera et Ru-
MiNOCOCCUS.

B.3.2 Inférence fonctionnelle des groupes taxonomiques
bactériens dominants du microbiote caecal de jeunes
lapereaux

MACADAM a été congu pour explorer le potentiel fonctionnel des taxons
procaryotes, pour les rangs taxonomiques allant de I’espece au phylum. Dans
le cadre de I’étude portant sur ’exploration de la diversité et 'identification
de co-occurrences d’especes bactériennes dans le microbiote ceecal chez les
jeunes lapins (READ et al. 2019), nous avons comparé le potentiel fonctionnel
des quatre groupes taxonomiques dominants.


http://macadam.toulouse.inra.fr/
https://sqlitebrowser.org/
https://sqlitebrowser.org/
https://github.com/maloleboulch/MACADAMExplore
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B.3.2.1 Matériels et méthodes

MACADAM a été exploré dans le cadre de cette étude afin de déterminer
le potentiel fonctionnel de quatre taxons majeurs identifiés dans le microbiote
ceecal de lapereaux : trois familles majeures (Lachnospiraceae, Ruminococca-
ceae et Eubacteriaceae) ainsi qu'un genre dominant (Bacteroides). Les voies
métaboliques présentes dans une majorité d’organismes et pouvant jouer un
role dans la dégradation des nutriments ont été analysées. Afin d’extraire
I'information fonctionnelle des 4 taxons, le script MACADAMExplore a été
utilisé, suivi de scripts python afin de rassembler 'information et de calculer
la moyenne et I'écart-type des scores PS. Les graphiques ont été produits en
utilisant R.

B.3.2.2 Résultats et discussion

Les analyses ont été effectuées en utilisant la version de MACADAM
disponible en novembre 2018. Le genre Bacteroides, et les familles Lachnos-
piraceae, Ruminococcaceae et Fubacteriaceae comprenaient 22, 24, 28 et 7
organismes respectivement (Tableau B.9). La figure B.X présente les résul-
tats obtenus dans ces taxons pour les voies appartenant au métabolisme de
la dégradation et de la fermentation des polymeéres, ainsi que la dégrada-
tion des glucides. Quatre voies de dégradation des glucides (fucose, xylose,
D-mannose et melibiose degradation) ont été identifiées dans 90 a 100 %
des 22 organismes appartenant au genre Bacteroides. Les bactéries du genre
Bacteroides, majoritaires chez le lapereau en allaitement exclusif, sont ainsi
capables de dégrader les glucides du lait (par exemple le fucose) mais pré-
sentent également les voies métaboliques nécessaires a la dégradation des glu-
cides d’origine végétale. Il est intéressant de noter que par rapport aux trois
autres groupes dominants de I’écosysteme, Bacteroides est le seul a pouvoir
atteindre I’ensemble de la voie de dégradation II du N-acétylneuraminate et
de la N-acétylmannosamine. N-acetylneuraminic est une des formes de ’acide
sialicilique, une vaste famille de composés a neuf carbones, présents a la sur-
face des cellules de certaines bactéries et qui jouent un réle important dans
leur habilité a coloniser 1’écosystéme digestif des mammiferes et a y perdurer
(SEVERI, HOOD et THOMAS 2007).
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Source: READ et al. (2019)
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Au contraire, les membres de la famille des Ruminococcaceae semblent
étre plus spécialisés dans la fermentation du pyruvate en lactate et dans la
dégradation des polymeres végétaux tels que la cellulose. Les Lachnospira-
ceae ont une position intermédiaire partageant les voies de dégradation des
glucides et les processus de fermentation avec les Bacteroides (melibiose de-
gradation, acetate formation from acetyl CoA, et xylose degradation) ou avec
les Fubacteriaceae (fructose degradation pathway). Les bactéries Fubacteria-
ceae présentent certaines spécificités métaboliques telles que ’absence de cer-
taines voies (D-arabinose degradation I, lactose and galactose degradation I,
melibiose degradation et (1,4)-5-xylan degradation) et la présence de quatre
voies de dégradation du pyruvate.

Ces résultats mettent en avant certaines spécificités métaboliques de ces
quatre taxons mais ils doivent étre analysés avec prudence car chacun de
ces taxons n’est décrit que par un nombre limité d’organismes dans MACA-
DAM (Tableau B.12, page 123). Par ailleurs, entre la date de parution de
l'article READ et al. (2019) et 'écriture de ce manuscrit nous avons noté
que la famille des Ruminococcaceae avait subi un profond remaniement. En
effet, selon ZHANG et al. (2018), une partie des genres composant cette fa-
mille forme un groupe monophylétique dans l'ordre des Clostridiales. Une
nouvelle famille, les Hungateiclostridiaceae a été proposée et retenue (OREN
et GARRITY 2018a). Le tableau B.10 présente les nouvelles combinaisons des
noms d’especes ainsi que leur famille d’appartenance. Dans le cas de notre
étude, douze organismes qui appartenaient a la famille Ruminococcaceae ap-
partiennent désormais a la famille des Hungateiclostridiaceae soit 43% des
organismes appartenant a la famille des Ruminococcaceae dans MACADAM
version novembre 2018. Ceci montre la fragilité des résultats apportées a
partir d'une inférence fonctionnelle sur des rangs taxonomiques élevées.

B.3.3 Analyse du potentiel fonctionnel des genres Blau-
tia, Ruminococcus et Mediterraneibacter

B.3.3.1 Contexte

Dans la partie B.1, page 79, nous avons précisé I'affiliation taxonomique
des espéces métagénomiques ainsi que de génomes RefSeq. Ce travail a été ef-
fectué a partir de 'analyse d’un arbre phylogénétique reconstruit a partir de
protéines marqueurs et par le calcul de I'indice ANI. L’arbre phylogénétique
(Figure B.II) a permis de mettre en évidence des regroupements d’especes
métagénomiques selon quatre groupes affiliés a quatre genres : Blautia, Me-
diterraneibacter, Megasphaera et Ruminococcus.



CHAPITRE B. ETUDES EXPERIMENTALES 121

Lachnospiraceae Nouvelle combinaison

Clostridium lentocellum Cellulosilyticum lentocellum Lachnospiraceae
Ruminococcaceae Nouvelle combinaison Nouvelle famille
[Clostridium] cellulolyticum Ruminiclostridium cellulolyticum

[Clostridium] clariflavum Hungateiclostridium clariflavum

[Clostridium] stercorarium Thermoclostridium stercorarium

Acetivibrio cellulolyticus Hungateiclostridium cellulolyticum

Clostridium papyrosolvens Ruminiclostridium papyrosolvens B .
Clostridium ?efiz’tidis Ruminiclostridium Zc)elplgbioparum* Hungateiclostridiaceae
Clostridium thermocellum Hungateiclostridium thermocellum

Mageeibacillus indolicus Mageeibacillus indolicus

Ruminiclostridium sp. KB18 Hungateiclostridiaceae bacterium KB18

Ruminiclostridium thermocellum | Hungateiclostridium thermocellum

Tableau B.10 — Nouvelles combinaisons de noms d’espéces et leur nouvelle
famille d’appartenance par rapport a la parution de I'article READ et al.
(2019). Les noms de souche ne sont pas indiqués hormis pour
Ruminiclostridium sp. KB18 . * : Clostridium termitidis est devenu :
Rumaniclostridium cellobioparum subsp. termitidis.

B.3.3.2 Problématique

Les espéces appartenant aux quatre genres ayant permis affiliation taxo-
nomique des espéces métagénomiques (Partie B.1 page 79) peuvent elles étre
discriminées sur la base de leur potentiel métabolique ?

B.3.3.3 Matériel et méthodes

Nous avons utilis¢ MACADAM afin d’obtenir I'information fonctionnelle
disponible pour les genres Blautia, Mediterraneibacter et Ruminococcus. Ces
analyses ont été effectuées avec la version février 2019 de MACADAM. De-
puis, certaines especes du genre Ruminococcus ont été transférées dans le
genre Mediterraneibacter (TOGO et al. 2018; OREN et GARRITY 2019a).
Nous avons adapté les résultats en conséquence. Nous avons ajouté égale-
ment Megasphaera stantonii AJH120, afin d’obtenir des informations fonc-
tionnelles sur la kSGB 1. A ces trois genres, nous avons ajouté I'information
fonctionnelle de Clostridioides difficile 630, cet organisme étant 1'organisme
extérieur aux genres présents dans l'arbre phylogénétique. Nous avons seule-
ment considéré la souche 630 de Clostridioides difficile.

Les scores de complétude (PS) de chaque voie métabolique de chaque or-
ganisme inclus dans MACADAM sont ensuite réunis et représentés sous la
forme d’une carte thermique hiérarchique (de 'anglais : heatmap). Pour cela,
nous avons utilisé R et la librairie gplots contenant la fonction heatmap.2.
Celle-ci utilise comme méthode de regroupement le saut maximum (en an-
glais : complete linkage methods) et comme métrique, la distance euclidienne.


https://www.r-project.org/
https://cran.r-project.org/web/packages/gplots/index.html
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B.3.3.4 Résultats et Discussion

Genre Espeéce et souche
Blautia B. hansenii DSM 20583
B. sp. N6H1-15
B. sp. YL58

Clostridioides | C. difficile 630

Megasphaera | M. stantonii AJH120

Ruminococcus | R. albus 7 = DSM 20455

R. bicirculans 80/3

R. bromii 1L.2-63

R. champanellensis 18P13 = JCM 17042
R. flavefaciens 17

Mediterraneibacter torques 1.2-14
(Ruminococcus torques 1L.2-14)*

Tableau B.11 — Espéces bactériennes présentes dans MACADAM (version
février 2019) pour les genres Blautia, Mediterraneibacter et Ruminococcus
ainsi que les souches Megasphaera stantonii AJH120 et Clostridioides
difficile 630. * : cette espece est en cours de transfert vers un autre genre.
En effet [Ruminococcus] torques 1.2-14 appartient au genre
Mediterraneibacter, mais ce changement n’est pas encore publié¢ de maniere
valide et répercuté dans le NCBI Taxonomy utilisé dans cette version de
MACADAM. Par souci de clarté, nous utiliserons le nom
Mediterraneibacter torques L2-14 dans ces résultats.

MACADAM Les especes présentes dans MACADAM sont listées dans le
tableau B.11. Le tableau B.13 indique la couverture au niveau de ’espece de
ces trois genres. Ainsi, MACADAM ne contient que 6%, 25% et 50% des es-
peces du genre Blautia, Mediterraneibacter et Ruminococcus respectivement.

Le genre Blautia est représenté dans MACADAM par trois souches, dont
la souche type de 'espéce : B. hansenii. L’espece type de ce genre (Blautia
coccoides) n’est pas présente dans MACADAM. Les deux autres souches ap-
partiennent au genre Blautia mais leurs especes n’ont pas encore été définies.
Le genre Ruminococcus est constitué de 5 souches dans MACADAM, chacune
étant la souche type des différentes especes. R. flavefaciens est 'espéce type
du genre Ruminococcus. Concernant le genre Mediterraneibacter, une seule
souche est présente dans MACADAM et de maniére indirecte. Bien que le
genre Mediterraneibacter soit présent dans MACADAM, aucune information
fonctionnelle ne lui est associée. Une souche appartenant a ’espece Rumino-
coccus torques est néanmoins présente lors de 'interrogation de MACADAM
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sur le genre Ruminococcus. Cette souche est actuellement en cours de trans-
fert vers le genre Mediterraneibacter (TOGO et al. 2018) et ce changement
n’est pas encore répercuté sur les données RefSeq et les données taxono-
miques utilisées pour générer MACADAM version février 2019. Il ne s’agit
pas de 'espece type du genre Mediterraneibacter, ni de la souche type de I'es-
pece Ruminococcus torques (celles-ci étant respectivement Mediterraneibacter
massiliensis et Ruminococcus torques ATCC 27756). Par souci de clarté et
bien que ce changement n’a pas été publié en méme temps que le genre Me-
diterraneibacter (OREN et GARRITY 2019a), nous nommerons cette souche
Mediterraneibacter torques 1.2-14 durant ce travail. Les souches Clostridioides
difficile 630 et Megasphaera stantonii AJH120 (souche type de 'espece Me-
gasphaera stantonii) sont présentes dans MACADAM. Les origines ainsi que
le nombre de voies associées a chacun des organismes sont présentés dans le
tableau B.12.

Souche Origine et qualité Voie
B. hansenii DSM 20583 RefSeq (Complete genome) 94
B. sp. N6H1-15 RefSeq (Complete genome) 97
B. sp. YL58 RefSeq (Complete genome) 114
C. difficile 630 MicroCyc 236
Megasphaera stantonii AJH120 RefSeq (Complete genome) 91
R. albus 7 = DSM 20455 RefSeq (Representative genome) | 108
R. bicirculans 80/3 RefSeq (Complete genome) 81
R. bromii 1.2-63 MicroCyc 153
R. champanellensis 18P13 MicroCyc 174
R. flavefaciens 17 MicroCyc 166
Mediterraneibacter torques 1.2-14 MicroCyc 212

Tableau B.12 — Origine et qualité des génomes servant de base aux PGDBs
présentes dans MACADAM pour les souches d’intérét. Le nombre de voies
est également présenté. R. champanellensis 18P13 = JCM 17042 a été
abrégé en R. champanellensis 18P13.

Les résultats de 'analyse fonctionnelle sont présentés figure B.XI. Les 4
groupes d’organismes de 'arbre phylogénétique (Figure B.II, page 89) ne sont
pas observés lors de I'analyse fonctionnelle avec MACADAM. Clostridioides
difficile 630, organisme servant de groupe extérieur a notre arbre phylogéné-
tique, ne retrouve pas sa position distante des autres souches et est inclus
dans I'une des deux branches majeures de nos résultats. Il en va de méme pour
Megasphaera stantonii AJH120. Les différentes souches composant le genre
Ruminococcus ne forment pas un groupe unique. A I'inverse, les organismes
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du genre Blautia présentent une certaine proximité entre eux. Mediterranei-
bacter torques 1.2-14 est quant a lui proche de Ruminococcus flavefaciens 17
et Ruminococcus bromii L2-63, ce qui est en contradiction avec I’arbre phy-
logénétique, le genre Mediterraneibacter étant plus proche du genre Blautia
que du genre Ruminococcus.

Comment peut-on expliquer ’absence de consensus entre le regroupement
selon la taxonomie et celui en fonction du potentiel métabolique ? Plusieurs
hypotheses peuvent étre avancées : (i) la premiére concerne la présence de
faux négatif : I'identification des voies métaboliques repose sur la qualité des
PGDBs construites (dans MACADAM via Pathway Tools) ou récupérées
a partir de MicroCyc dans MACADAM. La qualité de ces PGDBs dépend
de la qualité d’annotation de ces génomes, celle-ci découlant de la qualité
d’assemblage de ces mémes génomes. Dans MACADAM nous avons fait le
choix de construire des PGDBs uniquement a partir de génomes de haute
qualité labellisés « Complete genome » issus de la base RefSeq. D’autre part,
afin de disposer des annotations les plus completes et bénéficier du travail
de curation par des experts, nous avons ajouté la collection de PGDBs de
MicroCyc. Toutefois, en dépit de ces précautions, I’absence de certaines voies
métaboliques pour certains organismes constitue un faux négatif et s’explique
vraisemblablement par une absence d’annotation plutot que par un déficit de
la fonction. En effet, dans le tableau B.12, les souches dont les PGDBs sont
issues de MicroCyc présentent le nombre de voies métaboliques le plus élevé.
(ii) La seconde hypothese concerne 1'effort d’annotation des génomes pour
certains organismes. En effet, le nombre plus élevé de voies métaboliques
identifiées dans Clostridioides difficile 630 résulte d’un effort d’annotation
manuelle plus important car considéré comme génome de référence dans Ref-
Seq (SEBATHIA et al. 2006 ; LAROCQUE, CHENARD et NAJMANOVICH 2014).
Cet effort est lié a I'intérét scientifique pour cette espéce bactérienne. En effet,
I’espece bactérienne Clostridioides difficile est la principale responsable d’in-
fection nosocomiale (CZEPIEL et al. 2019). (iii) Une troisieme hypothese pour
expliquer cette absence de consensus entre taxonomie et potentiel fonction-
nel est en lien avec la redondance fonctionnelle. Les quatre genres bactériens
sont retrouvés dans le méme type d’habitat a savoir le tractus digestif anaé-
robie. Pour s’établir, perdurer et se développer, ces bactéries partagent des
aptitudes fonctionnelles ou phénotypes proches et seules la comparaison de
leur phylogénie, a partir de protéines marqueurs de leur histoire évolutive,
permet de les discriminer.
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F1GUurEe B.XI - Classification hiérarchique des organismes en fonction du

score PS (Pathway Score) des voies métaboliques identifiées dans leur

génome. La couleur varie en fonction du Pathway Score des voies (Partie
B.2.1, page 101). Un score de 0 (vert) indique une voie dont aucune réaction
n’est annotée dans les génomes et qui est donc absente, tandis qu’un score

de 1 (rouge) indique une voie dont ’ensemble des réactions est annoté.
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B.3.4 Conclusion

Nous avons utilis¢ MACADAMExplore afin de comparer le potentiel fonc-
tionnel de taxons sur la base du calcul du PS. Nous avons ainsi pu mettre en
évidence des spécificités fonctionnelles dans le cadre des résultats que nous
avons produits pour I’étude de READ et al. (2019). Par ailleurs nous avons
exploré le potentiel fonctionnel des quatre genres ayant permis ’affiliation
taxonomique d’espéces métagénomiques (Partie B.1, page 79). L’ensemble
de ces résultats souléve certaines limites de I’analyse du potentiel fonctionnel
des procaryotes a partir de leur données génomiques.

Une premiere limite est celle liée a la présence de faux négatifs résultant
d’un travail d’annotation de génome insuffisant ou erroné. Ceci découle du
nombre limité de génomes de qualité « reference genome » : qui associe haute
qualité d’assemblage et des annotations fonctionnelles manuelles. Actuelle-
ment dans MACADAM, 118 PGDBs sont générées a partir de « reference
genome », les 11 676 restantes étant construites a partir de « complete ge-
nome ».

Une seconde limite concerne la couverture limitée de la diversité pro-
caryotique pour chacun des taxons d’intéréts (Tableau B.13). La diversité
restreinte de MACADAM s’explique par le nombre limité de génomes de
qualité « complete genome » dans la base de données RefSeq ou MycroCyc
pour ces taxons.

Taxon Rang taxonomique | % dans MACADAM
Lachnospiraceae Famille 8,5% des genres
Ruminococcaceae Famille 10% des genres
FEubacteriaceae Famille 18% des genres
Bacteroides Genre 19% des especes
Blautia Genre 6% des especes
Mediterraneibacter Genre 25% des especes
Ruminococcus Genre 50% des especes

Tableau B.13 — Pourcentages de genre avec au moins une souche présente
dans MACADAM dans les familles Lachnospiraceae, Ruminococcaceae,
FEubacteriaceae ainsi que le pourcentage d’especes avec au moins une souche
présente dans les genres Bacteroides, Blautia, Mediterraneibacter et
Ruminococcus. D’apres le NCBI Taxonomy le 15/09/2019.

Une troisieme limite est relative a la variabilité de la qualité d’annotation
des génomes utilisés par MACADAM qui peut générer un biais d’interpré-
tation du potentiel fonctionnel. Ce biais est lié a la « surconnaissance » de
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certains taxons qui ont bénéficié d'un effort particulier de recherche de la
part de la communauté scientifique comparativement a d’autres ayant recu
moins d’attention.
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B.4 Analyses comparées de I’inférence des voies
métaboliques d’une communauté artifi-

cielle a partir de MACADAM et de don-

nées métagénomiques

B.4.1 Introduction

MACADAM est une base de données de voies métaboliques et de carac-
téristiques fonctionnelles reliées a une information taxonomique. L’objectif
de cette partie est de confronter les voies métaboliques associées a certains
taxons dans MACADAM aux voies métaboliques qu’il est possible d’obtenir
lors de I'analyse de lectures issues du séquencage métagénomique d’un milieu
contenant ces mémes taxons. Nous présentons dans un premier temps le jeu
de données utilisé et dans un second temps les deux chaines de traitement :
I'une utilisant MACADAMExplore (Figure B.XII A) et l'autre permettant
le traitement de lectures issues de séquencage métagénomique (Figure B.XII
B) : le pipeline HUMAnN2 (FRANZOSA et al. 2018). Les résultats issus de
ces deux chaines de traitement seront comparés et discutés.

B.4.2 Matériels et Méthodes
B.4.2.1 Données d’intérét

Les données de séquengage métagénomiques sont décrites dans ’article de
JOVEL et al. (2016). Les lectures issues du séquengage de ces 31 communau-
tés sont disponibles librement sur le portail Sequence Read Archive (SRA,
LEINONEN, SUGAWARA et SHUMWAY 2011) avec l'identifiant SRP059928.

Afin de comparer les résultats d’'une analyse fonctionnelle avec MACA-
DAM avec ceux issus d'un séquencgage métagénomique, nous avons choisi un
jeu de données ou les especes bactériennes sont connues et leurs génomes sé-
quencés, annotés et déposés dans les banques de données génomiques. Le jeu
de données nommé MIX1 (identifiant SRA : SRR2081071) remplit I’ensemble
de ces criteres. Ce jeu de données correspond a une communauté bactérienne
artificielle composée d’un mélange de 11 espéeces bactériennes appartenant a
7 genres (Tableau B.14). Ces 11 espéces sont cultivées dans des conditions
de laboratoire standard.


https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/sra/?study=SRP059928
https://trace.ncbi.nlm.nih.gov/Traces/sra/?run=SRR2081071
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Genre Espece bactérienne
Bacteroides B. thetaiotaomicron

B. wvulgatus
Bifidobacterium | B. animalis

B. breve
Escherichia E. coli
Lactobacillus L. delbrueckii

L. helveticus

L. plantarum
Paeniclostridium | P. sordellii
Salmonella S. enterica
Streptococcus S. pyogenes

Tableau B.14 — Espéces bactériennes composant la communauté
bactérienne MIX1.

B.4.2.2 Pipeline MACADAMExplore

Pour obtenir les informations fonctionnelles de la communauté bacté-
rienne d’intérét en utilisant MACADAMExplore (Figure B.XII A) nous ré-
cupérons les noms binomiaux de chaque espece bactérienne présente dans le
MIX1 et utilisons le script MACADAMExplore sans contrainte de score. Le
nombre de PGDBs disponibles pour chaque espece bactérienne dans MACA-
DAM est présenté dans le tableau B.15. Ces PGDBs ont été obtenus soit
a partir de : (i) génomes provenant de RefSeq avec un niveau d’assemblage
« complete genome » (Page 105, paragraphe « Building PGDBs between
RefSeq and MetaCyc » de l'article MACADAM), (ii) MicroCyc, une collec-
tion de PGDBs ayant été soumis & un processus de curation manuelle (Page
106, paragraphe « Embedding PGDBs from MicroCyc »).

Nous avons ensuite développé un script python permettant de rassembler
I’ensemble des résultats obtenus par MACADAMExplore en un seul fichier et
permettant de filtrer sur le score de complétude (Pathway Score) et le score
de fréquence (Pathway Frequency Score) de chacune des voies métaboliques.

La signification de ces scores est expliquée dans la figure 2, page 107 de
I’article de MACADAM.

Nous avons développé un script python permettant d’extraire I'intégralité
des voies métaboliques présentes dans chacune des especes, le nombre de
PGDBs dans lesquelles les voies métaboliques sont présentes ainsi que les
valeurs de leur Pathway Score.
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permettant la comparaison des voies métaboliques présentes : A :

MACADAMExplore ; B : Séquengage métagénomique en utilisant
HUMANN2.

B.4.2.3 Pipeline de traitement des données métagénomiques

Contréle qualité Le fichier de données contenant les lectures issues du
séquencage de MIX1 a été extrait de SRA et converti en FASTQ grace au
SRA Toolkit (https://github.com/ncbi/sra-tools) mis a disposition par
le NCBL.

Nous avons, dans un premier temps, controlé la qualité des séquences
grace a 'outil FASTQC (ANDREWS 2010), disponible sur la plateforme Ge-
notoul Bioinfo (version 0.11.7). FASTQC permet d’évaluer le score de qualité
Phred moyen en fonction de la position du nucléotide dans la séquence. Le
score Phred traduit la probabilité d’erreur d’identification d’une nucléotide
par le séquenceur. Il est basé sur une échelle logarithmique. Nous avons vé-


https://github.com/ncbi/sra-tools
https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/
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Espece bactérienne PGDBs MACADAM | ChocoPhlAn
Bifidobacterium animalis 22 15 (13)
Bifidobacterium breve 41 7(2)
Bacteroides vulgatus 1 4 (1)
Bacteroides thetaiotaomicron 2 2 (1)
Paeniclostridium sordellii 1 2 (0)
Lactobacillus plantarum 83 16 (6)
Lactobacillus delbrueckii 20 11 (4)
Lactobacillus helveticus 17 7 (4)
FEscherichia coli 667 764 (57)
Streptococcus pyogenes 119 46 (19)
Salmonella enterica 565 520 (40)

Tableau B.15 — Information disponible pour chaque espece bactérienne
présente dans MIX1 dans la base de données MACADAM (nombre de
PGDBs) et dans la base de données ChocoPhlAn (nombre d’assemblage
génomique). Le nombre de génomes de qualité « complete genome »
composant la base de données ChocoPhlAn est indiqué entre parentheses.

rifié que toutes les positions des séquences présentaient en moyenne un score
Phred de 20 minimum, ce score représentant une fiabilité a 99% lors de 'iden-
tification du nucléotide durant le séquencage. Ce seuil est couramment utilisé
pour valider la qualité des lectures.

HUMAnnN2 HUMAnN2 (The HMP Unified Metabolic Analysis Network
2, FRANZOSA et al. 2018) est un pipeline d’analyse de lectures issues de sé-
quencgage métagénomique permettant d’identifier les micro-organismes pré-
sents dans un milieu et d’obtenir un profil de présence/absence de voies mé-
taboliques. HUMAnNN (ABUBUCKER et al. 2012) a été développé pour I’étude
des profils fonctionnels des métagénomes produits dans le cadre du « Hu-
man Microbiome Project » (HMP, METHE et al. 2012). HUMAnN2, seconde
version du pipeline, a été développé afin de lier une information taxonomique
aux profils fonctionnels, de ne pas se limiter aux organismes présents dans
le projet HMP et de limiter le recours a la recherche par des séquences nu-
cléiques traduites en acides aminés afin d’optimiser le temps d’exécution du
pipeline. Nous avons retenu HUMARNN2 car les résultats d’analyse sont com-
parables a ceux issus de MACADAMExplore. Pour ces deux pipelines, les
voies métaboliques sont construites a partir de MetaCyc. Nous avons ins-
talle HUMANN2 sur la plateforme Genotoul Bioinfo afin de bénéficier de sa
puissance de calcul et utilisé le pipeline sur les données MIX1.
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HUMANN2 est composé de quatre modules incluant 4 outils (Figure
B.XIII). Dans le premier module du pipeline (A) le logiciel MetaPhlan2
(Metagenomic Phylogenetic Analysis, TRUONG et al. 2015) permet d’asso-
cier chaque lecture a un clade d’organismes associé¢ a une taxonomie grace
a l'utilisation de genes marqueurs spécifiques a certains clades. Si une lec-
ture est reconnue comme faisant partie d’une taxonomie alors elle est liée au
profil fonctionnel de cet organisme (B). Si la lecture n’a pas été associée a
une taxonomie, alors celle-ci est alignée contre une banque de données pro-
téiques (C). Les résultats des deux derniéres étapes sont ensuite agrégés afin
de reconstruire les voies métaboliques présentes dans le métagénome (D).

Etape A : assignation taxonomique a partir d’une base de don-
nées de genes marqueurs. Avant d’utiliser HUMAnN2, il est nécessaire
de s’assurer que les lectures passent un controle qualité, comme expliqué pré-
cédemment. Il est important de noter que HUMANN2 ne prend pas en compte
les fichiers de lectures séquencées en paire. En effet, lors de I’étape d’aligne-
ment des séquences, il est fréquent que la premiere lecture corresponde a
une séquence codante, tandis que la seconde lecture associée ne corresponde
pas a cette méme séquence codante. Dans ce cas, I'alignement de séquence
n’aboutirait pas et la paire de lectures ne pourrait étre associée a une pro-
téine. Par ailleurs, dans un séquencage par paire, la seconde lecture présente
également un score de qualité plus faible que la premiere paire. Ces raisons
justifient 'utilisation de la premiere lecture de la paire séquencée dans le
pipeline HUMAnNN2.

Afin d’associer une lecture a un clade bactérien, 'outil MetaPhlan2 in-
terroge une base de données qui contient plus d’un million de séquences
de genes marqueurs spécifiques a un clade bactérien, archées, virus et eu-
caryotes. Ces genes sont issus de génomes déposés dans « The Integrated
Microbial Genomes & Microbiomes » (IMG/M, CHEN et al. 2019) dont les
genes marqueurs ont été identifiés selon la méthode présentée dans SEGATA
et HUTTENHOWER (2011). Si une lecture est associée a une taxonomie par
MetaPhlan2 et que 'abondance relative des lectures appartenant a cette es-
pece dans 1’échantillon est supérieure a 0.01% alors le nom de 'espece est
mis en mémoire pour la prochaine étape de HUMAnN2.

Etape B : alignement sur une base de données pangénomique
HUMAnRN?2 fait ensuite appel a une collection de pangénomes (Figure B.XIII
B) : ChocoPhlAn. Le pangénome (TETTELIN et al. 2005) est composé :
(i) de I'ensemble non-redondant des genes présents dans toutes les souches
bactériennes d’'une méme espeéce bactérienne, ainsi que (ii) de l’ensemble
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Outils ou scripts

D’apres http://huttenhower.sph.harvard.edu/humann2


http://huttenhower.sph.harvard.edu/humann2
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non redondant des genes propres aux écotypes et aux souches bactériennes.
ChocoPhlAn rassemble I'intégralité des génomes de GenBank et I'intégralité
des annotations des séquences codantes de ces mémes génomes. Le nombre
d’assemblages génomiques disponibles dans la base de données ChocoPhlAn
pour les 11 bactéries de la communauté est indiqué dans le tableau B.15.
PhyloPhlAn (SEGATA et al. 2013) est utilisé afin de valider I'affiliation taxo-
nomique des génomes. Les lectures correspondant a des séquences codantes
sont ensuite regroupées au seuil de 97% d’identité grace a UCLUST (EDGAR
2010). Une seule séquence appelée centroide est conservée. Ce centroide est
ensuite traduit en une séquence d’acides aminés qui est recherchée dans une
banque de données de protéines de références : UniRef90 (SUZEK et al. 2015)
ou dans UniRef50 si absente dans la premiere.

Lors de I’étape d’assignation taxonomique (étape A), les noms d’espeéces
bactériennes identifiées et suffisamment abondantes parmi les lectures ont
été mis en mémoire. Les pangénomes présents dans ChocoPhlAn sont alors
concaténés afin de générer un index Bowtie 2 (LANGMEAD et SALZBERG
2012). L’intégralité des lectures est ensuite aligné contre cet index. Si une
lecture s’aligne, alors celle-ci est associée avec 'annotation protéique UniRef
de la séquence présente dans ChocoPhlAn.

Etape C : Recherche par des séquences nucléiques traduites Les
lectures qui n’ont pas pu étre alignées lors de ’étape précédente sont ali-
gnées grace a 'outil DIAMOND (Double index alignment of next-generation
sequencing data) (BucHFINK, XIE et HUSON 2015) contre la banque de
données UniRef90. Cette deuxieme étape permet d’associer les lectures nu-
cléiques a des protéines.

Etape D : Reconstruction des voies métaboliques La derniére
étape du pipeline lie les annotations UniRef obtenues lors des parties B et
C aux réactions MetaCyc et, a partir de ces mémes réactions, forme des
voies métaboliques présentes dans MetaCyc. Cette étape est réalisée grace a
MinPath (YE et DoAk 2009)

Fichiers de sortie HUMANN2 produit trois fichiers de sortie : le pre-
mier présente 'abondance des familles de genes dans la communauté et dans
chaque espéce reconnue lors de I’étape A. Les abondances sont exprimées en
lectures par kilobase (RPK) . Le deuxieme fichier contient 'abondance des
voies métaboliques reconstruites dans la communauté globale, puis en détail
dans chaque espece détectée. L’abondance d’une voie métabolique corres-
pond dans HUMAnNnN2 au nombre de copies complétes de voies métaboliques
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présentes dans la communauté ou dans I'espeéce bactérienne. Le dernier fichier
contient la couverture des voies métaboliques dans la communauté globale
puis dans les especes bactériennes détectées. Il s’agit ici d'un score oscillant
entre zéro (aucune réaction n’est détectée pour effectuer la voie métabolique)
et un (U'intégralité des réactions est détectée dans la communauté pour ef-
fectuer la voie métabolique).

B.4.2.4 Comparaison des résultats issus de MACADAM et du
pipeline d’analyse de données métagénomiques

Pour comparer les résultats obtenus par MACADAM et HUMAnNN2, nous
avons développé un script python disponible a ’adresse : https://github.
com/maloleboulch/MACADAMvsHUMANN2. Les fichiers de sortie de HUMAnNN?2
et les résultats de MACADAM sont utilisés afin de déterminer I’ensemble des
voies métaboliques communes et propres a chacune des chaines de traitement.
Les voies présentes dans les deux résultats sont comparées afin de déterminer
si celles-ci sont présentes dans les mémes espéces ou des especes différentes.
Les différents scores associés par MACADAM ou HUMANN2 sont conservés
dans les résultats. Pour évaluer le degré de similarité nucléotidique entre deux
génomes, le score ANIm est calculé en utilisant le logiciel pyani (PRITCHARD
et al. 2015).

B.4.3 Résultats & Discussion
B.4.3.1 Controle qualité des lectures métagénomiques

Grace a FASTQC, on observe que le fichier de lecture utilisé (MIX1) ne
contient pas de trace des amorces utilisées lors du séquencage. Le score de
qualité Phred des séquences ainsi que celui par base en fonction de la position
de celle-ci (Figure B.XIV) est supérieur a 28, ce qui suggere que les fichiers
déposés dans SRA ont déja été pré-traités en écartant les séquences de faible
qualité. Dans la figure B.XIV, la baisse de qualité des bases vers 'extrémité 3’
des séquences s’explique par les limites du séquencgage Illumina, en particulier
di a la désynchronisation de ’élongation des lectures au fur et & mesure des
cycles (FULLER et al. 2009) conduisant a une accumulation d’erreurs et in
fine a une baisse du score de qualité. Nous avons choisi les premieres paires
de séquences issues du séquencage car les secondes paires présentaient des
scores PHRED inférieurs a 20.


https://github.com/maloleboulch/MACADAMvsHUMAnN2
https://github.com/maloleboulch/MACADAMvsHUMAnN2
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FiGURE B.XIV — Score Phred des bases en fonction de leur position dans la
séquence.

B.4.3.2 Analyse des résultats de HUMANnN2

Les 11 especes bactériennes composant la communauté sont toutes détec-
tées lors de I'étape A d’assignement taxonomique de 'analyse des données
métagénomiques par le pipeline HUMAnN2. Par conséquent, les voies méta-
boliques pour ces especes sont construites a partir des annotations fonction-
nelles des assemblages génomiques présents dans la base de données Choco-
PhlAn (Tableau B.15, page 131).

Dans les sorties de HUMANN2 Paeniclostridium sordellii est présent sous
le nom de Clostridium sordellii. Cela s’explique par la proposition d’un nou-
veau genre par SASI JYOTHSNA et al. (2016), Paeniclostridium, suite a 1'iso-
lement d'une nouvelle espece (Paraclostridium benzoelyticum). Clostridium
sordelliv partage avec Paraclostridium benzoelyticum de plus nombreuses si-
militudes biochimiques et phylogénétiques qu’avec les espéces du genre Clos-
tridium. Clostridium sordellii a donc fait l'objet d'un reclassement dans le
genre Paeniclostridium. MACADAM se basant sur le NCBI Taxonomy, la
nouvelle combinaison espece-genre est déja présente. ChocoPhlAn contient
encore la combinaison obsolete. Nous considérerons donc Clostridium sordel-
lit comme Paeniclostridium sordelliv dans la suite de nos résultats.
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HUMARNN?2 détecte une espece supplémentaire qui n’est pas présente dans
la communauté initiale des 11 bactéries : Clostridium bifermentans, récem-
ment renommée Paraclostridium bifermentans SASI JYOTHSNA et al. (2016),
suite a l'isolement d’une espece proche Paraclostridium benzoelyticum. Cette
derniere est phylogénétiquement plus proche de Paraclostridium bifermen-
tans, mais plus éloignée du genre Clostridium. Nous avons calculé le score
ANT des souches type de l'espece Paraclostridium bifermentans (Paraclostri-
dium bifermentans ATCC 638, numéro d’accession NCBI : AVNC00000000.1)
et de 'espece Paeniclostridium sordellii (Paeniclostridium sordellii ATCC
9714, numéro d’accession NCBI : APWR00000000.1) (PRITCHARD et al.
2015). Le score ANI entre ces deux souches est de 85.25% de similarité de
séquence. La présence de cette espece dans les résultats de HUMAnN2 peut
donc s’expliquer par cette similarité entre Paraclostridium bifermentans et
Paeniclostridium sordellii et la petite taille des lectures analysées.

B.4.3.3 Analyse comparée des résultats des deux pipelines d’ana-
lyse

Le nombre de voies métaboliques communes et propres a chaque pipeline
d’analyse est présenté a I’aide d’un diagramme de Venn (Figure B.XV). L’uti-
lisation de HUMANN2 permet d’inférer un total de 286 voies métaboliques
dont 135 sont communes a celles inférées par 1'utilisation de MACADAM.
Parmi ces 135 voies, 16 ne sont pas associées a une espece par HUMAnN2
alors qu’elles le sont forcément dans MACADAM (puisque la requéte est
taxonomique). Parmi les 151 voies détectées uniquement par HUMAnN2, 32
ne sont affiliées a aucune espece bactérienne. La construction de ces voies
métaboliques résulte vraisemblablement de ’étape de recherche par des sé-
quences nucléiques traduites effectuée sur les lectures qui n’ont pas pu étre
alignées contre la base pangénomique ChocoPhlAn (Figure B.XIII, étape B
et C).

Parmi les 714 voies métaboliques extraites a partir de MACADAM, 579
sont propres & MACADAM. Le tableau B.16 détaille, pour chacune des 11
especes constituant la communauté, le nombre de voies détectées par MA-
CADAM et par HUMAnN2, ainsi que le pourcentage de voies métaboliques
détectées par HUMANN2 qui sont communes a celles proposées par MACA-
DAM. Par exemple, pour 'espéce Bacteroides thetaiotaomicron 67% des 28
voies identifiées par HUMAnN2 sont présentes dans MACADAM (Tableau
B.16). Pour chaque espeéce, le nombre de voies métaboliques inféré par MA-
CADAM est supérieur a celui détecté par HUMAnN2.

Comment expliquer cette différence de nombre de voies inférées en fonc-
tion du pipeline utilisé ? Plusieurs hypotheéses peuvent étre avancées : (i) ces


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AVNC00000000.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/APWR00000000.1
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HUMANN

MACADAM

FicUrRE B.XV — Nombre de voies métaboliques présentes : uniquement
dans les résultats de HUMAnN2, uniquement dans ceux de MACADAM ou
communes entre les deux.

Bacteroides thetaiotaomicron 287 28 67 %
Bacteroides vulgatus 247 22 54 %
Bifidobacterium animalis 211 21 52 %
Bifidobacterium breve 217 18 55 %
Escherichia coli 610 178 50 %
Lactobacillus delbrueckii 195 14 64 %
Lactobacillus helveticus 231 14 64 %
Lactobacillus plantarum 364 23 60 %
Paeniclostridium sordellii 104 12 0%
Salmonella enterica 498 153 46 %
Streptococcus pyogenes 269 34 61 %

Tableau B.16 — Nombre de voies identifiées dans chaque espece du MIX1
dans MACADAM et dans HUMAnN2.
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deux pipelines disposent chacun de scores qui leur sont propres et permettent
de donner une statistique de probabilité de présence de la voie (Pathway
Score pour MACADAM, pathway coverage pour HUMAnN2). Dans les ré-
sultats présentés, ces scores qui ne sont pas comparables n’ont pas été pris
en compte et pourraient réduire le nombre de faux positifs. (ii) Dans MA-
CADAM, l'inférence des voies se fait a partir de génomes complets, tandis
que HUMANN2 la réalise a partir de lectures de 250 paires de bases sans
assemblage préalable. (iii) L’identification des voies métaboliques par HU-
MAnN2 peut étre impactée par la profondeur de séquencage : les voies les
plus présentes sont les plus détectées. Alors que par MACADAM, la voie
est détectée quelle que soit sa redondance dans 'écosysteme constitué ici
de 11 bactéries. (iv) De plus, comme indiqué dans le tableau B.15, MACA-
DAM présente, pour 8 especes sur 11, un plus grand nombre de souches
pour chaque espéce. Par exemple, Bifidobacterium breve est représentée par
41 « complete genomes » dans MACADAM. Dans HUMAnN2, elle n’est re-
présentée que par sept assemblages génomiques, dont deux sont de qualité
« complete genome ». Ceci explique un nombre plus grand de voies métabo-
liques qui correspond a l'union des voies présentes dans ces souches. (v) Le
plus grand nombre de voies détecté dans MACADAM peut résulter de la dif-
férence de qualité de génome utilisé pour construire les voies. MACADAM,
contrairement & ChocoPhlAn, du pipeline HUMAnN2, ne fait appel qu’a des
« complete genome » (Tableau B.15, page 131). Hormis pour Bacteroides
vulgatus, ou les deux bases partagent vraisemblablement le méme « complete
genome », MACADAM contient un nombre toujours supérieur de « com-
plete genome ». Notons que pour Paeniclostridium sordellii (Tableau B.16),
aucune des voies identifiées par HUMANN2 n’est identifiée par MACADAM.
Pour cet organisme, ChocoPhlAn n’utilise aucun « complete genome » mais
a recours a des génomes sous forme de contig ( Paeniclostridium sordellii VPI
9048 et Paeniclostridium sordelliic ATCC 9714).

B.4.4 Conclusion

L’avantage majeur des approches métagénomiques réside dans leur indé-
pendance entre 'affiliation taxonomique des lectures qui composent la com-
munauté procaryotique et l'inférence fonctionnelle de cette méme commu-
nauté procaryotique. L’inférence fonctionnelle a partir de lectures métagé-
nomiques présente I'avantage de capturer la diversité des fonctions de novo
sans forcément se baser sur des données de référence. Ceci est rendu pos-
sible grace a la recherche de séquences nucléiques traduites. Toutefois cette
recherche reste limitée aux protéines répertoriées dans les bases dédiées.

A Tinverse, 'avantage de réaliser une inférence fonctionnelle en utilisant



140 B.4. ANALYSES COMPAREES

MACADAM, c’est a dire en partant du nom d’espece, permet de voir 1'in-
tégralité des voies métaboliques pour peu qu’elles soient annotées dans les
génomes. Ceci sous-entend une qualité suffisante de génome et une représen-
tation suffisante de la diversité des especes. Contrairement a 'approche mé-
tagénomique, toutes les voies sont observées, quelle que soit leur abondance
dans ’écosysteme : les rares, comme les abondantes pourvu qu’elles soient
reliées a une taxonomie. A contrario I'inférence a partir de données métagé-
nomiques est largement dépendante de la profondeur de séquencage. Une pro-
fondeur suffisante pouvant entrainer des cotits qui restent importants (SIMS
et al. 2014). Si l'inférence fonctionnelle & partir de données taxonomiques
n’est pas dépendante des technologies de séquencage, elle I'est des erreurs
d’affiliation taxonomique des populations qui constituent la communauté.
Toutefois, les méthodes d’affiliation taxonomique s’affinent : longtemps res-
treintes au gene de 'ARNr 16S, I'utilisation de multiples génes marqueurs
pour la reconstruction d'un arbre phylogénétique est maintenant courante
(Partie A.1.5.2, page 23, PARKS et al. 2018).









Chapitre C

Discussion

Les organismes procaryotes jouent un role crucial dans le biota terrestre,
car ils catalysent les processus assurant la vie sur Terre et sont les arti-
sans des cycles biogéochimiques (TORSVIK, DVREAS et THINGSTAD 2002).
Ces organismes, qui vivent en communauté, ont colonisé la plupart des mi-
lieux (COSTELLO et al. 2009; WAGNER et Loy 2002; FIERER, SCHIMEL
et HOLDEN 2003). Ces communautés jouent un role primaire dans les pro-
cessus globaux terrestres (FUHRMAN 2009), il est donc important d’étudier
ces communautés procaryotiques tant au niveau de leur structure qu’au ni-
veau de leurs fonctions. Pour étudier leur structure, des techniques ont été
développées permettant d’identifier quels organismes sont présents dans la
communauté, quelles sont leurs abondances respectives et quelle est leur
dynamique d’évolution (STUBBENDIECK, VARGAS-BAUTISTA et STRAIGHT
2016). Le classement des organismes identifiés dans ’arbre du vivant contri-
bue a élargir nos connaissances en microbiologie et permet de réutiliser ces
connaissances.

Afin de comprendre et piloter plus finement les processus sous le controle
de communautés procaryotiques, il convient de déterminer les besoins, les
fonctions et 'activité de chaque organisme la composant.

Pour cela, I'acces a I'information génétique permet de parvenir aux fonc-
tions de l'organisme (THE HUMAN MICROBIOME PROJECT CONSORTIUM
et al. 2012). Mais a défaut d’avoir acces & cette information génétique, il est
possible de prédire le potentiel fonctionnel d’un organisme via son identifica-
tion et sa classification (LANGILLE et al. 2013 ; ASSHAUER et al. 2015).

Dans ce travail de these nous nous sommes penchés sur trois probléma-
tiques : (i) la correction d’affiliations taxonomiques d’espéces bactériennes
putatives dont les génomes sont reconstruits a partir de données de séquen-
cage métagénomique, (ii) la construction et la mise a disposition d’une base
de données permettant de lier un nom taxonomique avec un potentiel fonc-
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tionnel. Ce travail est le coeur de la these. (iii) Enfin, la confrontation de deux
approches permettant d’obtenir la caractérisation fonctionnelle de commu-
nautés bactériennes artificielles : via l'information taxonomique disponible
sur la communauté, d’une part, et en utilisant les lectures issues de séquen-
cage métagénomique d’autre part.

Affiliation taxonomique d’especes métagéno-
miques

Dans la premiere partie de cette thése nous nous sommes intéressés a
neuf groupes d’especes métagénomiques obtenus par la méthode du binning
(Partie A.2.2.2, page 46) dans le cadre d’une étude d’exploration des com-
munautés par séquencage métagénomique chez I’homme présentée dans I’ar-
ticle « Extensive Unexplored Human Microbiome Diversity Revealed by Over
150,000 Genomes from Metagenomes Spanning Age, Geography, and Life-
style », PASOLLI et al. (2019). Ces groupes d’espéces métagénomiques ont
été affiliés, dans un premier temps, au genre Blautia tout en possédant un
nom binomial d’espece les rapprochant du genre Ruminococcus. Ceci est in-
correct : le premier mot d’une espece devant étre le genre de celle-ci (régle 12a
du code de la nomenclature des procaryotes, PARKER, TINDALL et GARRITY
2019). Cette erreur peut étre due a la nature polyphylétique du genre Rumi-
nococcus (RAINEY et JANSSEN 1995 ; LA REAU, MEIER-KOLTHOFF et SUEN
2016). En effet, le genre Blautia est issu du reclassement d’organismes prove-
nant du genre Ruminococcus (L1U et al. 2008). Ces travaux ont été effectués
au CIBIO a I'université de Trente (Italie) au sein du laboratoire du professeur
Nicola Segata, dans le cadre du parcours doctoral de ’Ecole internationale
de recherche d’Agreenium.

Afin de connaitre la véritable position de ces neuf groupes d’especes méta-
génomiques dans la classification, nous avons reconstruit un arbre phylogéné-
tique en associant aux génomes reconstruits de ces neuf groupes des génomes
de références provenant de GenBank. Afin d’affiner ces résultats, nous avons
ensuite procédé au calcul d’un indice de parenté génomique : 'ANI (Partie
A.1.5.2, page 24).

Nous avons montré que ces neufs groupes d’espéces métagénomiques se
répartissent en quatre branches distinctes dans I’arbre phylogénétique recons-
truit (Figure B.II, page 89, résumé dans la figure C.I, page 89), contenant
respectivement les génomes de référence de : (i) six souches type de Rumino-
coccus, (ii) la souche type d’un genre récemment décrit : Mediterraneibacter
(ToGo et al. 2018), (iii) 10 souches type d’especes provenant du genre Blau-
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tia et Ruminococcus gauvreauii, (iv) une branche se rapprochant du genre
Megasphaera.

L’inclusion de génomes de référence dans la reconstruction de ’arbre phy-
logénétique a permis d’identifier deux groupes comme appartenant a ’espece
Ruminococcus bicirculans pour I'un, et au genre Megasphaera pour I'autre. Le
calcul de ’ANI a confirmé la position du premier groupe, tandis que ’espece
dans le genre Megasphaera a été identifiée : Megasphaera stantonii.

Les 7 autres groupes voient leur classification précisée au niveau du genre
mais non élucidée au niveau de l'espece. Cette étude met en lumiere que
la nature polyphylétique du genre Ruminococcus est toujours d’actualité,
malgré les efforts de reclassement réalisés pour ce genre lors de la définition
du genre Mediterraneibacter. En effet, Ruminococcus gauvreauii ne semble pas
appartenir au genre Ruminococcus. L’ensemble de ces résultats est présenté
dans la figure C.1I.

Souche type R. gauvreauii Souche type B. obeum

kSGB 7 : proche Blautia,
Souche type M. massiliensis kSGB 9 : Blautia sp.

Clostridioides difficile

kSGB 1 : Megasphaera stantonii

kSGB 2 : Ruminococcus bircirculans
kSGB 3 : Ruminococcus sp.

kSGB 7 : proche Mediterraneibacter

kSGB 4, 5, 6 : Ruminococcus sp.
D Probable Ruminococcus
D Probable Mediterraneibacter

l:‘ Probable Blautia

Ficure C.I — Arbre phylogénétique résumant les résultats mis en évidence
dans la partie B.1, page 79.

Dans le cadre de ces travaux, nous mettons en évidence que le pipeline uti-
lisé dans le contexte de I'étude « Extensive Unexplored Human Microbiome
Diversity Revealed by Over 150,000 Genomes from Metagenomes Spanning
Age, Geography, and Lifestyle », PASOLLI et al. (2019), réplique des erreurs
produites lors du dépot de génomes dans GenBank. C’est notamment le cas
pour certains des dépots effectués dans le cadre de I’étude de BROWNE et al.
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(2016) (Partie B.1.6, page 99). Dans cette étude les génomes séquencés ont
été isolés mais non cultivés avant séquencage. Cette démarche est vraisem-
blablement a 'origine d’une mauvaise affiliation taxonomique lors du dépot
des séquences dans GenBank. La classification procaryote étant une science
en perpétuelle évolution, il est probable que 'erreur d’affiliation résulte des
mises a jour successives de la classification non répercutées. Toutefois nous
soulignons ici, que lors du dépot de génomes dans les banques de données gé-
nomiques afin de garantir le meilleur positionnement possible, il est conseillé
de s’appuyer au moins sur I’ANI (CHUN et al. 2018) pour une description
d’espece et sur la reconstruction d'un arbre phylogénétique. PARKS et al.
(2019) propose une taxonomie se basant sur ’ANI. Dans notre cas, nous
avons procédé a une reconstruction d’arbre phylogénétique basée sur de mul-
tiples marqueurs, et nous avons complété ces données par un calcul de I’ANI
contre les souches types du genre présent dans la banque de données (BEAZ-
HIDALGO et al. 2015).

Lors de la préparation du protocole expérimental d’une étude, le choix de
la base génomique qui va étre utilisée est prépondérant. En effet, bien que
GenBank contienne un large choix de génomes et donc de diversité génomique
permettant d’affilier des génomes inconnus, notre travail présente le fait que
certains génomes, issus de séquencgage métagénomique, présentent une af-
filiation fausse. Afin d’éviter ces erreurs, il convient d’utiliser une base de
données qui, bien que présentant des organismes moins divers, exclut les gé-
nomes provenant d’assemblages métagénomiques tels que RefSeq (TATUSOVA
et al. 2014). Mais ces derniéres ne sont pas exemptes de mauvaise affiliation,
comme nous avons pu le constater. En effet, dans notre étude sur le genre
Blautia, des especes dont les génomes étaient pourtant issus de la base de don-
nées RefSeq présentaient une erreur de classification. Ces génomes n’étaient
toutefois pas de haute qualité puisqu’il s’agissait de séquences assemblées en
scaffold. Le choix de la base de données doit également étre guidé par I’éten-
due de I’étude et de son objectif. Dans le cadre de I'étude de PASOLLI et al.
(2019), il s’agissait d’un travail expérimental sur de trés nombreux échan-
tillons ayant des origines tres diverses (9 428 métagénomes prélevés sur 5
sites corporels sur des individus provenant de 31 pays différents). Le choix
de GenBank pour affilier au mieux les especes connues peut donc se justi-
fier. Mais dans le cadre d’une étude avec un cadre plus restreint, il convient
d’utiliser des ressources génomiques de plus grande qualité, voire méme de
vérifier les séquences récupérées.

L’avancée des techniques de séquencage renforce le risque d’erreur. En
effet, auparavant le séquencage d’'un génome nécessitait des ressources fi-
nancieres et matérielles particulierement élevées. Chaque génome était donc
affilié et annoté avec la plus grande attention. De nos jours, il est possible
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de séquencer un génome, voire un milieu entier, pour un cofit bien moindre
(WETTERSTRAND 2019). La répartition des ressources humaines et tech-
niques devrait, de ce fait, aujourd’hui étre largement orientée vers I’analyse
de la masse de données produites, car elle constitue la partie de I'étude la
plus exigeante en terme de temps (VINCENT et al. 2017). Cet afflux réduit
aussi les possibilités d’affiliations et d’annotations manuelles de ces données
et l'utilisation de pipelines permettant 'affiliation et ’annotation automa-
tique est souvent la regle. Cette méthode conduit & la réplication des erreurs.
Les erreurs peuvent enfin résulter d’'une méconnaissance, par les auteurs de
dépots de génomes dans GenBank, des dernieres avancées en matiere de clas-
sification et de taxonomie.

La rectification de ces erreurs est également un travail peu valorisant
et fastidieux a effectuer. En effet, dans les banques de données de I'INSDC
(DDBJ, EMBL et NCBI) par exemple, les mises a jour ou corrections d’'un
dépot ne sont possibles que par les auteurs initiaux. La correction passe donc
par la soumission de nouvelles annotations dans une base de données nommeée
TPA (Third Party Annotation) et doivent faire ’objet d’une publication avec
revue par les pairs (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK53704/). 11
n’est pas possible de publier des corrections mineures, a moins de procéder
a la correction d’énormes jeux de données.

MACADAM

Disposer de bases de données fiables en terme de classification et d’anno-
tation fonctionnelle, avec une possibilité de mise a jour récurrente, est donc
d’un intérét majeur pour la communauté scientifique. MACADAM a été créé
dans le but de disposer d'une base de données regroupant les données fonc-
tionnelles les plus fiables. MACADAM peut servir de base de données d'un
outil d’inférence fonctionnelle si cet outil prédit le potentiel fonctionnel a
partir d’une information taxonomique comme MACADAMExplore. Parmi
les bases de données disponibles au début des travaux de these, aucune base
de données fonctionnelles ne répondait a ces prérequis : (i) compte tenu de
la structure des fichiers de MetaCyc, une interrogation en temps réel de leurs
données n’était pas possible. De plus, seules les PGDBs de BioCyc avec une
antériorité de deux ans étaient consultables librement. (ii) Le modele écono-
mique proposé par KEGG, basé sur un abonnement, n’offrait pas un acces
libre et gratuit aux informations a jour. Seule la version de 2013 peut étre
récupéré par d’autres voies (la version 2013 est répliquée dans différents pipe-
lines). (iii) PATRIC ne permet pas le téléchargement de ses informations en
local. MACADAM a donc été créé pour disposer d’une base de données dont
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la mise a jour est facilitée, librement utilisable par la communauté scienti-
fique.

La fonction premiere de MACADAM est de relier I'information fonction-
nelle avec la taxonomie procaryote. La taxonomie a la base de la création de
MACADAM provient du NCBI Taxonomy. Ce choix se justifie notamment
par le meilleur équilibre entre sa fréquence de mise a jour, sa compatibilité
avec les autres bases de données taxonomiques et sa diversité au sens de la
représentativité du domaine des procaryotes. A chaque mise a jour de MA-
CADAM, la version actuelle du NCBI Taxonomy est intégrée a MACADAM
afin de profiter des nouvelles avancées de la taxonomie et les changements
dans la nomenclature. Afin d’éviter au maximum les erreurs d’affiliation taxo-
nomique évoquées dans la partie précédente de la discussion (mauvaise affi-
liation d’espéces métagénomiques de génomes présents dans RefSeq), les gé-
nomes sélectionnés pour inférer les voies métaboliques présentent une qualité
d’assemblage « complete genome », et a priori une affiliation taxonomique
plus fiable que pour des assemblages de moindre qualité (contig, scaffold ou
chromosome). Dans notre étude, nous avons ainsi observé que des erreurs
d’affiliation étaient liées a l'inclusion dans les bases de génomes sous forme
de contig ou scaffold (par exemple dans le genre Blautia et dans le genre
Megasphaera, Partie B.1.5.3, page 96). Cette qualité d’assemblage permet
de nous assurer également d’une qualité d’annotation fonctionnelle. En effet,
RefSeq labellise certains « complete genome » comme « reference genome »
ou « representative genome » profitant, pour les premiers, d'un effort d’an-
notation manuelle par le NCBI et la communauté de microbiologistes, et
d’un contrdle qualité accru pour les seconds (TATUSOVA et al. 2014). Nous
avons utilisé Pathway tool pour générer a partir de ces génomes annotés
notre propre base de PGDBs (Pathway/Genome Database). Afin d’enrichir
et d’augmenter la qualité des informations fonctionnelles dans MACADAM,
MicroCyec, une collection de PGDBs manuellement vérifiées par des experts,
a été ajoutée. Nous avons choisi de privilégier cette source d’information pour
toutes les especes redondantes avec notre premier jeu de PGDBs. En effet,
en plus de la confiance accordée a cette source compte tenu de 'effort de
curation de la communauté de microbiologistes attachée a MicroCyc, nous
avons constaté que leurs PGDBs présentaient plus de voies métaboliques
que celles que nous avons générées a partir de RefSeq (Figure 3 de I'article
MACADAM, page 107).

A cette collection de voies métaboliques sont ajoutées FAPROTAX (Louca,
PARFREY et DOEBELI 2016) et IJSEM phenotypic database (BARBERAN et
al. 2017), deux bases de données contenant une information fonctionnelle pro-
venant de la littérature. Les métabolites, noms des réactions, enzymes, ainsi
que leur nomenclature EC sont également ajouté a MACADAM, permet-
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tant de restreindre les recherches. Enfin, nous avons proposé a 1'utilisateur
de MACADAM le calcul d’un score permettant d’évaluer la probabilité de
la présence de chacune des voies dans chacun des organismes : le Pathway
Score (PS).

Pour compléter MACADAM et le rendre visible aupres de la communauté
des microbiologistes, nous avons développé un script d’interrogation nommé
MACADAMExplore (https://github.com/maloleboulch/MACADAMExplore)
et une interface web associée (http:\macadam.toulouse.inra.fr). Outre la
simplicité d’interrogation, 'une des originalités de MACADAMExplore est de
permettre, en I’absence de données fonctionnelles sur un taxon, de remonter
au rang taxonomique supérieur.

MACADAM, bien que générée automatiquement, s’appuie donc sur des
sources de données maximisant le degré de qualité de leurs informations et
essayant de limiter au maximum les informations erronées et sacrifiant sans
aucun doute a ’exhaustivité de la représentation de la diversité procaryote.
MACADAM est une base de données librement consultable, gratuite, télé-
chargeable, avec un code source ouvert, et intégrable dans un outil car se
reposant sur des technologies interopérables et libres. MACADAM, se repo-
sant en grande partie sur RefSeq, le NCBI Taxonomy et MetaCyc, ne cessera
d’enrichir son contenu et de corriger ses erreurs, notamment taxonomiques,
au méme rythme que les bases de données dont MACADAM dépend. Nous
avons choisi de construire MACADAM sur un modele relationnel. De ce fait,
MACADAM peut inclure de I'information de type méta-liens, permettant la
correspondance avec des voies dans d’autres banques de données.

Bien que MACADAM soit congu pour agréger des sources de données
maximisant la qualité des annotations, celle-ci souffre d’'une dépendance aux
sources de données la composant. En effet, MACADAM est fondée sur les
PGDBs et le logiciel Pathway Tools, ce dernier pouvant étre amené a changer
de méthode, de format de fichier de sortie, ou encore de licence d’utilisation
de MetaCyc. MetaCyc ne propose pas de format standard pour les fichiers
la composant et ceci peut impliquer des probléemes de prise en charge pour
une future version. MACADAM repose également sur ’API (Interface de
programmation d’application) de MicroCyc et tout changement de I’APT im-
pliquera une refonte de la partie de MACADAM s’occupant de la gestion de
ces PGDBs. Afin de limiter I'impact d'une telle refonte, le langage de pro-
grammation Python 3 - derniere version de ce langage - et le code source
de MACADAM sont disponibles sur GitHub, permettant un support long
terme. MACADAM est également sensible aux changements de format, ac-
tuellement non standard, ainsi qu’au potentiel changement de licence de la
banque de données MetaCyc et de son outil Pathway Tools. MACADAM est
enfin soumis aux contraintes de la taxonomie et de I’harmonisation de la no-
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menclature. Les Cyanobacteria illustrent cette difficulté en lien avec les rangs
taxonomiques qui les définissent. En effet, les Cyanobacteria ne présentent
pas le rang taxonomique « class » dans MACADAM car le NCBI Taxonomy
n’en contient pas. La nomenclature des Cyanobacteria dépendait auparavant
de 'ICN (« International Code of Nomenclature for algae, fungi,and plant »)
et les regles de nomenclatures les régissant ne sont pas encore définies formel-
lement entre la communauté des botanistes et des microbiologistes (OREN et
VENTURA 2017). Cette spécificité a donc été incluse dans MACADAM, qui
peut contenir des organismes ne possédant pas l'intégralité des sept rangs
taxonomiques majeurs. A l'inverse, certains organismes présentent des rangs
optionnels supplémentaires tels que définis dans la partie A.1.6, page 28, et a
la figure A.4, page 30. Par exemple, 'organisme Ruminiclostridium cellobio-
parum subsp. termitidis appartient a la sous-espece termitidis. Afin de garder
un maximum d’homogénéité taxonomique dans MACADAM, ces rangs op-
tionnels ont été écartés lors de la recherche par défaut et de la présentation des
résultats. Mais ils sont présents dans la table « taxonomy » de MACADAM
et il est possible, en spécifiant une option (« -nonscientific »), de rechercher
un rang optionnel ainsi que les synonymes, les anciens noms des especes et
les noms vernaculaires. Si cette option est activée, alors le nom scientifique
supérieur le plus proche sera utilisé dans les résultats. Par ailleurs, MACA-
DAM dépend aussi des différences de taxonomie entre les différentes bases de
données taxonomiques. En effet, bien que le NCBI Taxonomy soit la base de
données qui propose le plus de correspondances entre les différentes bases tout
en étant associée a une banque de données génomique (GenBank/RefSeq),
il existe certaines différences entre les bases de données (Figure A.IX, page
41).

En conclusion, la base de données MACADAM, que nous avons congue,
répond aux objectifs que nous nous sommes fixés au début de notre travail a
savoir : libre d’acces, avec un code ouvert, téléchargeable, mettant a disposi-
tion des données fonctionnelles volontairement restreintes pour maximiser la
fiabilité, tout en limitant les répercussions des erreurs et en faisant bénéficier
la communauté des dernieres mises a jours taxonomiques et fonctionnelles en
répercutant a chaque mise a jour de MACADAM les changements ayant lieu
dans le NCBI Taxonomy, les annotations fonctionnelles des génomes RefSeq
et de MicroCyec.
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Affiliation taxonomique et inférence fonction-
nelle

Dans le cadre de ce travail de these nous avons réalisé une inférence fonc-
tionnelle d'une communauté procaryote a partir de l'information taxono-
mique via I'utilisation de MACADAM, et ce, pour deux études différentes :
(i) pour linférence fonctionnelle de groupes taxonomiques dominants pré-
sents dans le microbiote caecal de lapereaux et (ii) dans ’analyse fonctionnelle
des genres Blautia, Ruminococcus et Mediterraneibacter.

L’approche taxonomique que nous avons utilisée dans le cadre de I'étude
publiée (Partie B.3.2, page 116, READ et al. 2019) et dans la comparaison
du potentiel fonctionnel des genres présents lors de I'étude de D'affiliation
taxonomique des especes métagénomiques (Partie B.3.3, page 120), présente
I’avantage d’étre précise quant a la requéte effectuée. Toutefois, I'information
que nous avons obtenue reste limitée. En effet, si les taxons sont bien présents
et bien positionnés dans la classification, le faible nombre de « complete
genome » sur lesquels s’appuie la construction des PGDBs de MACADAM
pénalise fortement ’analyse fonctionnelle différentielle des taxons étudiés. En
effet, dans notre étude, comparativement a la base NCBI actuelle, I'inférence
n’a été réalisée que sur un pourcentage limité des organismes que constituent
ces taxons (Tableau B.13, page 126).

Par ailleurs, I'analyse fonctionnelle a un rang taxonomique élevé, comme
la famille par exemple, dépend des organismes qui le composent et toute
reclassement de taxons inférieurs impactera le résultat de I'inférence fonc-
tionnelle. Dans notre étude, ce phénomene concerne notamment les especes
Acetivibrio cellulolyticus, [Clostridium] clariflavum, [Clostridium] stercora-
rium, Clostridium papyrosolvens, Clostridium termaitidis, Clostridium ther-
mocellum, Mageeibacillus indolicus présents lors de I'étude dans la famille
des Ruminococcaceae, qui ont depuis été reclassées dans la famille des Hun-
gateiclostridiaceae et leurs noms ont évolué en conséquence (ZHANG et al.
2018 ; OREN et GARRITY 2018a). Notre choix d’inférer I'information fonc-
tionnelle au niveau du rang taxonomique supérieur est ici pris en défaut. La
mise a jour de MACADAM prendra en compte ces modifications des lors
qu’elles sont effectives dans le NCBI Taxonomy. L’intérét d'un systeme de
mise a jour facilité permet de garantir que MACADAM intégrera les évolu-
tions au fil du reclassement des organismes. Une inférence fonctionnelle au
plus proche voisin pourrait étre une méthode alternative a l’analyse fonc-
tionnelle au rang taxonomique supérieur. Cela nécessite d’identifier les plus
proches voisins d'un taxon par une approche phylogénétique. et que ceux-ci
possedent une information fonctionnelle qui leur est associée. Les intéréts
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respectifs de ces deux approches restent a étudier.

L’analyse du potentiel fonctionnel des genres Blautia, Ruminococcus et
Mediterraneibacter (Figure B.XI, page 125) ne permet pas de regrouper les
especes selon leur phylogénie, mais plutot en fonction du nombre de voies
métaboliques annotées et plus particulierement en fonction de l'origine de
leur génome ou de l'origine de la PGDB (RefSeq vs MicroCyc). Ce résultat
met en exergue la problématique des voies présentes dans 1’organisme mais
absentes dans les résultats (on parle de faux négatifs), et des problémes gé-
nérés par les différences de qualité d’annotation entre organismes peu connus
et organismes de référence.

Lecture métagénomique et inférence fonctionnelle

Dans le cadre de notre travail de these nous avons également confronté
deux approches méthodologiques pour réaliser une inférence fonctionnelle
(Partie B.4, page 128) : (i) a partir d’une information taxonomique via l'uti-
lisation de MACADAM et (ii) a partir de lectures métagénomiques via 1'uti-
lisation de l'outil HUMAnN2. Pour réaliser cette comparaison, nous nous
sommes basés sur une communauté bactérienne artificielle de 11 especes
bactériennes présentées dans le tableau B.14, page 129. Une méthodologie
permettant de comparer des voies identifiées dans les résultats produits a
partir de MACADAM et de HUMANN2 a été mise en place.

Le pipeline HUMAnNN?2 tend a retrouver les 11 espéces bactériennes pré-
sentes dans le milieu grace a sa base de données de pangénomes annotés :
ChocoPhlAn. Par ailleurs, une espeéce (Paeniclostridium sordellii) est pré-
sente sous son ancien nom ( Clostridium sordellii) dans cette base de données,
contrairement a MACADAM. Bien que HUMAnN2 affiche le mauvais nom,
les résultats n’en dépendent pas pour inférer les voies métaboliques présentes
dans le génome.

Le nombre de voies identifiées dans les PGDBs - a partir du nom des
especes par MACADAM et a partir des lectures par HUMAnN2 - a été ana-
lysé B.XV, page 138. MACADAM présente plus de voies métaboliques que
HUMAnRN?2. Cette différence peut s’expliquer par la moindre qualité d’assem-
blage des génomes composant la base de données ChocoPhlAn, comparative-
ment &8 MACADAM. Une autre explication concerne la taille des lectures sur
lesquelles se base HUMAnN2 pour inférer les voies métaboliques, ainsi que
la couverture et/ou la profondeur de séquencage. MACADAM se reposant
sur une inférence fonctionnelle & partir de noms taxonomiques, elle n’est pas
limitée par ces biais de technologies de séquencage.

Toutefois, les limites de cette étude comparative sont multiples : (i) la
communauté bactérienne artificielle est composée d’un nombre réduit d’es-
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peces, et celles-ci sont présentes dans MACADAM. Dans le cas contraire,
MACADAM serait remonté au rang supérieur. En I'absence de génome de
référence dans ChocoPhlan, HUMAnN2 permet une inférence fonctionnelle
en ayant recours a son outil de recherche par des séquences nucléiques tra-
duites, avec comme seule limite les banques de données de protéines connues.
(ii) Nous avons fait le choix de n’appliquer aucun filtre de score aux résultats
des deux méthodes. Le pathway score (PS) et le pathway frequency score
(PFS) de MACADAM, ainsi que le pathway coverage et le pathway abun-
dance de HUMANN2 n’ont pas été pris en compte. Des 714 voies de MACA-
DAM et des 286 de HUMANN2, de nombreuses pourraient, de ce fait, étre
de faux positifs. Il conviendrait de trouver une correspondance entre le PS et
le pathway coverage afin d’éliminer les faux positifs des voies métaboliques
présentes dans les résultats.

Limites de l’affiliation taxonomique et de l’inférence
fonctionnelle

L’ensemble des travaux que nous avons conduits souligne I'importance de
la qualité d’assemblage et d’annotation des génomes produits pour réaliser
des études d’inférence métabolique ou d’assignation taxonomique. En effet,
la qualité des génomes présents dans les bases dépend de la qualité et/ou
fiabilité des assemblages et des annotations. Ces informations se répercutent
sur le positionnement des organismes lors de la reconstruction d’arbres phylo-
génétiques a partir de protéines marqueurs. Par ailleurs, nous avons observé
qu’une qualité d’annotation insuffisante pouvait conduire a la production de
faux négatifs, c’est a dire des voies notées absentes, car les enzymes qui les
composent sont mal annotées dans les génomes (SCHNOES et al. 2009). A
I'inverse, un intérét accru pour un organisme conduit a une meilleure an-
notation. Cette haute qualité d’annotation peut alors biaiser I'importance
fonctionnelle de cet organisme au sein de sa communauté.

L’importance d’utiliser des bases de données répercutant les dernieres
mises a jours est également cruciale. C’est le cas pour les bases de don-
nées taxonomiques, afin de capter au mieux la diversité procaryotique ou les
avancées de la systématique. C’est également le cas pour les bases de données
métaboliques : 1'obsolescence de 'information conduit a des erreurs et/ou a
la sous-estimation du potentiel fonctionnel (WADI et al. 2016). WADI et al.
(2016) conseillent un rythme de mise a jour de six mois pour une base de
données fonctionnelles, afin de suivre les avancées scientifiques. MACADAM
étant basé sur RefSeq et sur le NCBI Taxonomy, nous comptons suivre ce
rythme comme indiqué dans la partie « Management of the MACADAM
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database update » de l'article MACADAM, page 109. Par sa nature open
source et son interopérabilité grace a 1'utilisation de Python 3 et SQLite, le
support de MACADAM est facilité sur le long terme si des ressources hu-
maines sont disponibles afin d’effectuer la mise a jour réguliere. Ce support
dépend également du support apporté par leurs auteurs aux bases de données
fonctionnelles (MetaCyc, MicroCyc) et ainsi qu’a l'outil Pathway Tools.

Enfin, il est important de préciser que quelle que soit la méthode d’in-
férence utilisée pour les travaux effectués dans ce travail de these (inférence
a partir de la taxonomie ou a partir de lectures), il est seulement possible
de parler de potentiel fonctionnel (Partie A.3.4, page 65), c’est-a-dire quelles
sont les fonctions et/ou les voies métaboliques que I'organisme ou la com-
munauté procaryotique est en mesure de réaliser. Ne possédant aucune don-
née d’expression de genes, nous sommes dans I'impossibilité d’étre certains
qu'une voie est activée par un organisme plutot que par un autre, par deux
organismes en méme temps, ou encore que cette voie soit présente mais non
activée.









Conclusions

Ce travail de these avait pour objectif de répondre a trois problématiques.

La premiere problématique concerne la nécessité de disposer d’'une base
de données fonctionnelles de haute qualité, en acces libre et interopérable afin
mieux comprendre les fonctions des organismes procaryotiques. Au démar-
rage de notre travail de these, cette base de données n’était pas disponible,
¢’est pourquoi nous avons créé la base de données MACADAM. La deuxieme
problématique que nous avons étudiée concerne la comparaison de résultats
d’inférences de voie métabolique a partir d’informations taxonomiques ou de
lectures métagénomiques. Cette comparaison présente des résultats encou-
rageants pour la recherche par noms taxonomiques mais celle-ci mériterait
d’étre étendue et précisée. La derniere concerne la correction d’assignation
taxonomique d’especes métagénomiques en utilisant une approche par re-
construction d’un arbre phylogénétique d’une part et en utilisant un indice
global de parenté génomique d’autre part. Ce travail a permis de montrer que
Iaffiliation d’especes métagénomiques nécessite un travail de curation prin-
cipalement lié a des problemes de nomenclature et de qualité d’annotation
taxonomique dans les bases de données. La communauté scientifique doit se
doter de moyens pour respecter la nomenclature, curer les bases de données
et acquérir de nouvelles connaissances sur les especes procaryotiques. Cela
inclus des efforts relatifs a la culture d’espece aujourd’hui encore incultivable,
de séquengage de leur génome et de la qualité de leur annotation (faux né-
gatifs et faux positifs variabilité dans la profondeur des annotations). Par
ce travail, outre le repositionnement des neuf groupes d’especes métagéno-
miques, nous contribuons modestement au reclassement de génomes dans
Blautia obeum, Megasphaera stantonii et nous confirmons que Ruminococcus
gauvreauti devrait étre déplacé dans le genre Blautia.

Perspectives

MACADAM a été congu pour étre intégrer dans des outils notamment
d’inférence fonctionnelle a partir de génes marqueurs. De part son interroga-
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tion en SQLite et par 1'utilisation du NCBI Taxonomy celle-ci est intégrable
a la suite d’outils d’inférence fonctionnelle a partir de génes marqueurs si
ceux-ci prédisent le potentiel fonctionnel a partir d’information taxonomique.
Bien que MACADAM soit facile a requéter, la forme des résultats (un fichier
tabulé) n’est pas assez riche afin de rallier un maximum d’utilisateurs. MA-
CADAM en plus de ces mises a jour régulieres pourrait étre étendue a davan-
tage de méta données. MACADAM gagnerait a intégrer des liens avec une
banque de données protéiques notamment UniProt. La communauté scienti-
fique utilisant également les voies métaboliques de KEGG ainsi que les KEGG
Orthology, celles-ci seraient intéressante a associées aux voies métaboliques
présentes dans MACADAM.

Par ailleurs, une refonte plus profonde de MACADAM serait intéressante
afin d’apporter plus de diversité dans les voies métaboliques ainsi qu’une
plus grande précision dans les scores de complétude des voies métaboliques.
Cette refonte permettrait également de ne pas étre dépendant du modele
économique de MetaCyc et de Pathway Tools, outil tres utile mais pouvant
étre obscur dans son fonctionnement. Pour cela, lors du téléchargement des
génomes RefSeq, en parallele de la construction des PGDBs par Pathway
Tools, il serait intéressant d’utiliser entre autres Prokka (SEEMANN 2014),
eggNOG-mapper (HUERTA-CEPAS et al. 2017) ou COBRApy (EBRAHIM et
al. 2013) afin de compléter au maximum les annotations des génomes Ref-
Seq et de relier ces annotations aux identifiants Uniprot qui seraient présents
dans MACADAM. L’ensemble de ces annotations serviraient de source d’in-
férence de voies métaboliques provenant de MetaCyc grace a MinPath (YE
et DOAK 2009). Par la suite, il serait possible de calculer un score de cou-
verture des voies métaboliques comme dans HUMAnNN2 et de comparer les
voies métaboliques de cette méthode avec les voies métaboliques présentes
dans les PGDBs.

Il est possible d'utiliser MACADAMExplore afin d’interroger MACA-
DAM sur plusieurs organismes en une seule demande, il serait donc inté-
ressant que MACADAMExplore puisse se baser sur une table d’abondance
issue d’un outil d’affiliation taxonomique et d’inclure un post-traitement per-
mettant de prendre en compte la participation de chacun des organismes et
de mettre en avant les relations de syntrophie au sein de la communauté
bactérienne.

La taxonomie devrait également étre un sujet traité avec davantage d’in-
térét lors de séquencage de génomes et/ou de métagénomes. La communauté
scientifique devrait en outre étre plus au fait de la nomenclature et des mé-
thodes de systématique de son domaine du vivant et s’astreindre a un meilleur
respect des regles de nomenclature. Les efforts fait pour corriger les données
présentes dans les bases de données, cultiver les organismes types, les séquen-



Conclusion 159

cer et les annoter devraient également étre sujet a un meilleur financement et
de meilleures possibilités de valorisation. Enfin bien que la métagénomique
soit un outil qui nous permette de mieux comprendre les milieux qui nous
entoure et leurs compositions, il ne faut pas se reposer seulement sur cette
méthode. Un effort de culture des organismes réputés incultivables et le sé-
quengage de ces colonies permettraient d’accroitre les connaissances et la
diversité des organismes procaryotes dans les banques de données.
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Abstract

Prokaryotes are ubiquitous organisms living in communities, whose extreme metabolic diversity is
correlated with their ubiquity. These characteristics have led Man to identify, name, classify and attempt
to understand their role within communities, in order to shape these communities and, ultimately, their
environment.

To contribute to a better understanding of the functional role of prokaryotes, we developed MACA-
DAM : a database of metabolic pathways associated with a prokaryote-centric taxonomy. The aim is to
provide the scientific community with open access to functional information data which has been selected
for its genomic and annotation quality, which is interoperable and simply structured, thereby enabling
updates to be made to the data gathered from data sources such as MetaCyc, MicroCyc and RefSeq by
MACADAM. MACADAM meets these criteria. MACADAM includes PGDBs (Pathway/Genome Data-
Bases) assembled from RefSeq genomes meeting the « complete genome » quality criteria, by using the
Pathway Tools software made available by MetaCyc, a metabolic pathway database. In order to enrich
the database and increase the quality of functional information in MACADAM, a collection of expert-
curated PGDBs named MicroCyc was added. Its PGDBs are favoured over those of RefSeq. Functional
information sourced from the literature contained in FAPROTAX and IJSEM phenotypic databases was
also added. MACADAM contains 13 509 PGDBs (13 195 bacterial PGDBs and 314 archaeal PGDBs)
and 1 260 unique metabolic pathways. Built using interoperable technologies (Python 3, SQLite), in a
downloadable format and with open-source code, MACADAM can be integrated into tools requiring the
pairing of functional and taxonomic information. To improve its visibility among the microbiology commu-
nity, MACADAM is available online (http://macadam.toulouse.inra.fr). By using the taxonomy of the
« NCBI Taxonomy » database, MACADAM makes it possible to link any taxon—ranging from phylum
to species—to its functional information. Each metabolic pathway is associated with two completeness
scores (a PS : Pathway Score and a PFS : Pathway Frequency Score). With each update, MACADAM
integrates the new versions of RefSeq, NCBI Taxonomy and MicroCyc, allowing any corrections made to
the taxonomy to be promptly amended and to add information on recently-submitted genomes.

Two examples of ways in which to use MACADAM, and a comparison with an inference approach
based on metagenomic readings allowed for a discussion of the strengths and weaknesses (i) of MACADAM
and (ii) of inference by a prior taxonomic identification approach. The identification of individuals within
the prokaryotic community benefits greatly from advances in sequencing technology and the refinement
of bioinformatics analysis pipelines. The analysis of readings from metagenomic sequencing leads to the
reconstruction of putative genomes and metagenomic species. In this context, we examined the problem
of correcting taxonomic assignments of metagenomic species, by using a phylogenetic tree reconstruction
approach on the one hand, and by using an overall genome relatedness index (ANI) on the other hand.
This work allowed us to clarify the positioning of nine groups of metagenomic species, and highlighted
errors in reference genome affiliation in Megasphaera and Blautia Obeum. It also allowed us to confirm
the reclassification of Ruminococcus gauvreauti into the genus Blautia. To limit errors and prevent their
replication, it is important to ensure the quality of the information contained in the databases. In this
context, the scientific community should have better knowledge of the rules of nomenclature and systematic
methods. Further efforts should be made to advocate the merits of correcting database data. Finally,
although metagenomics provides a better understanding of the microbial communities around us, an
effort to cultivate organisms that are said to be uncultivable would increase the knowledge and diversity
of prokaryotic organisms in databases. These efforts will have a direct impact on the quality of functional
information and the coverage of MACADAM’s prokaryotic diversity.

Keywords +  Taxonomy, Prokaryote, Functional Inference, Metabolic Pathways, Database
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Résumé

Les procaryotes sont des organismes ubiquitaires vivant en communauté et possédant une extréme di-
versité métabolique en lien avec leur omniprésence. Ces caractéristiques ont poussé ’'Homme & les identifier,
les nommer, les classer et comprendre leur role au sein des communautés afin de modeler ces communautés
et in fine leur environnement.

Pour contribuer a la compréhension du role fonctionnel des procaryotes, nous avons développé MACA-
DAM : une base de données de voies métaboliques associées a une taxonomie centrée sur les procaryotes.
L’objectif était de mettre a disposition de la communauté scientifique des données d’informations fonc-
tionnelles sélectionnées sur leur qualité (qualité des génomes, qualité des annotations), en accés libre,
interopérables et avec une structure simple permettant des mises a jour afin de bénéficier des dernieres
versions des sources de données utilisées par MACADAM (MetaCyc, MicroCyc, RefSeq). MACADAM
remplit ces critéres. MACADAM regroupe les PGDBs (Pathway/Genome DataBase) construites & partir
de génome RefSeq répondant aux criteres de qualité « complete genome » en utilisant le logiciel Pathway
Tools mis & disposition par la base de données de voies métaboliques MetaCyc. Afin d’enrichir la base
et d’augmenter la qualité des informations fonctionnelles dans MACADAM, MicroCyc, une collection de
PGDBs manuellement curées par des experts, a été ajoutée et préférée en cas de redondance vis-a-vis des
PGDBs issues de RefSeq. Enfin, les informations fonctionnelles sourcées & partir de la littérature contenues
dans FAPROTAX et IJSEM phenotypic databases sont ajoutées. MACADAM contient 13 509 PGDBs
(13 195 PGDBs bactériennes et 314 PGDBs d’archées) et 1 260 voies métaboliques uniques. Construit a
l’aide de technologies interopérables (Python 3, SQLite), sous un format téléchargeable et avec un code
ouvert, MACADAM peut étre intégré dans des outils qui nécessitent de lier une information taxonomique
& une information fonctionnelle. Pour améliorer sa visibilité aupres de la communauté de microbiologistes,
MACADAM est consultable en ligne (http://macadam.toulouse.inra.fr). Utilisant la taxonomie de la
base de données « NCBI Taxonomy », MACADAM permet de relier un taxon allant du phylum & l’es-
péce & une information fonctionnelle. Chaque voie métabolique est associée & deux scores de complétude
(PS : Pathway Score et PFS : Pathway Frequency Score). A chaque mise & jour, MACADAM inteégre les
nouvelles versions de RefSeq, du NCBI Taxonomy et de MicroCyc, permettant de suivre au plus pres les
corrections apportées a la taxonomie et d’inclure les informations disponibles pour les nouveaux génomes
déposés.

Deux exemples d’utilisation de MACADAM et une comparaison avec une approche d’inférence a partir
de lectures métagénomiques ont permis de discuter les points forts et les faiblesses (i) de MACADAM et
(ii) de linférence par une approche d’identification taxonomique préalable. L’identification des individus
au sein de la communauté procaryote bénéficie largement des avancées en technologie de séquencage et
du raffinement des pipelines d’analyses bioinformatiques. L’analyse des lectures issues de séquencages
métagénomiques aboutit & la reconstruction de génomes putatifs ou espéces métagénomiques. Dans ce
cadre, nous nous sommes penchés sur la problématique de correction d’assignation taxonomique d’espéces
métagénomiques en utilisant une approche par reconstruction d’un arbre phylogénétique d’une part et en
utilisant un indice global de parenté génomique (ANI) d’autre part. Ce travail nous a permis de préciser le
positionnement de neuf groupes d’espéces métagénomiques et mis en évidence des erreurs d’affiliation de
génome de référence chez Megasphaera et Blautia Obeum et de confirmer le reclassement de Ruminococcus
gauvreauit dans le genre Blautia. Pour limiter les erreurs et leur réplication il convient de veiller a la qualité
de linformation contenue dans les bases de données. Dans ce cadre, la communauté scientifique devrait
avoir une meilleure connaissance des régles de la nomenclature et des méthodes de systématique. Un
intérét accru devrait étre porté pour valoriser les efforts de correction des données présentes dans les
bases de données. Enfin, bien que la métagénomique permette de mieux comprendre les communautés
microbiennes qui nous entourent, un effort de culture des organismes réputés incultivables permettrait
d’accroitre les connaissances et la diversité des organismes procaryotes dans les banques de données. Ces
efforts se répercuteront directement sur la qualité des informations fonctionnelles et la couverture de la
diversité des procaryotes de MACADAM.

Mots clés : Taxonomie, Procaryotes, Inférence Fonctionnelle, Voies Métaboliques, Base de données
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