CHRONIQUE

Métagénomique bactérienne et virale

Nouvelles définitions d’espace microbien et nouveaux
défis algorithmiques

1. Introduction

Le terme métagénomique, ou encore génomique environnementale ou génomique
des communautés, indique 1’étude des métagénomes, qui lui-méme réfere a 1I’ensemble
des séquences d’ ADN extraites de communautés multi-especes prélevées dans 1’envi-
ronnement. Ces communautés sont généralement composées d’organismes non culti-
vables, soit qu’ils ne sont pas ciblés par les conditions de culture car non connus, soit
qu’ils résistent aux tentatives de culture. Il a été estimé que seul 1% des procaryotes de
la plupart des environnements peuvent étre cultivés (Amann et al., 1990) nécessitant
que le clonage soit effectué directement sur les échantillons prélevés dans I’environ-
nement. Plusieurs lignées de bactéries (archéa et eubactérie) ont pu étre ainsi détectées
par des approches de phylogénétique moléculaire, mais leur caractérisation reste élu-
sive car aucune souche cultivable en laboratoire n’est disponible. De méme, I’étude
des phages (virus infectant les procaryotes), qui sont les microbes les plus abondants
sur terre, est limitée par la difficulté a identifier et cultiver leurs hotes.

Ainsi, le défi de la métagénomique consiste a relier les informations génomiques
issues des clones a I’organisme ou a 1’écosysteme duquel I’ADN a été extrait. Voir
les articles dédiés (Nature, 2005; Handelsman, 2004; Rodriguez-Valera, 2004). Déja
des stratégies métaboliques ont pu étre proposées pour plusieurs especes de bactéries
non cultivables, laissant envisager une compréhension plus précise des espéces micro-
biennes, de la variabilité de leur génome, et de la distribution intra- et inter-espece des
genes et des chemins biochimiques. Désormais, on souhaiterait pouvoir répondre a des
questions biologiques telles que : Comment mesurer la diversité d’une communauté ?
Quelles sont les relations d’évolution entre I’ ADN issu de transferts horizontaux, les
éléments génétiques mobiles et les génomes ? Comment identifier les hotes possibles
d’un bactériophage ? Apres modélisation, comment déterminer les dynamiques tem-
porelles et géographiques des mycetes, des bactéries et de leurs bactériophages ?

D’un point de vue informatique, la grande quantité de données métagénomiques
nouvellement disponible demande de revisiter les algorithmes initialement congus
pour traiter des séquences issues d’un méme organisme (Chen et al., 2005). 11 est
en effet nécessaire d’adapter ces algorithmes au nombre d’especes présentes dans ces
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populations, a la fréquence des réarrangements génomiques, et a 1’insertion/délétion
des genes affectant ces organismes. Mais également d’en inventer de nouveaux basés
sur des notions alternatives d’espaces de séquences microbiennes. Des questions al-
gorithmiques peuvent déja se poser : les techniques de co-assemblage peuvent-elles
étre développées pour assembler des génomes polymorphiques de communautés com-
plexes ? Comment les programmes de prédiction de genes peuvent étre adaptés aux sé-
quences issues de génome a faible taux de couverture ? Quels parameétres permettent
de différencier des especes proches ou de relier des especes éloignées ? Quelles sont
les méthodes de clustering les plus adaptées a la découverte des chemins métaboliques
et groupes fonctionnels témoin de I’adaptation des micro-organismes a leur environ-
nement ? Comment optimiser la construction d’arbres et ’alignement des séquences
avec des données métagénomiques incompletes ?

2. Complexité des communautés microbiennes et approches expérimentales

Les premieres analyses de métagénomes, réalisées par PCR, ont consisté a explorer
la diversité des séquences d’ ARN ribosomal extraites des communautés microbiennes
(Pace et al., 1986; Pace et al., 1985). Ces expériences ont mis en évidence une diversité
microbienne bien plus compliquée que pouvaient le faire penser les méthodes par
culture. En 2002, une approche expérimentale a permis de montrer la présence de
>5000 virus différents dans 200 litres d’eau de mer (Breitbart er al., 2002). D’ autres
études ont montré la présence de >1000 especes virales dans les féces humaines, et
probablement un million de virus différents par kilogramme de sédiments marins.
Tous ces virus étaient essentiellement de nouvelles especes. Egalement, une étude de
la mer des Sargasses a mis en évidence environ 2000 especes microbiennes différentes
dont 148 types de génome bactérien jamais observés auparavant (Venter et al., 2004).

Complexité variable des communautés microbiennes. La complexité du probleme
d’assemblage simultané de fragments d’ ADN provenant de communautés hétérogénes
semble dépendre du nombre d’especes contenues dans 1’échantillon. Les communau-
tés étudiées jusqu’a maintenant montrent un nombre d’especes inversement propor-
tionnel au pourcentage des fragments d’ADN qui ont pu étre assemblés en contigs
(Schloss et al., 2005) : la communauté du drainage minier acide était estimée a 6 es-
peces et 85 % des 100 000 fragments d’ADN ont été assemblés en contigs (Tyson et
al., 2004) ; les échantillons de carcasse de baleine comptent entre 20 et 150 especes
et un assemblage en contigs d’environ 40 % des fragments d’ADN (sur 40 000 par
échantillon) a pu étre effectué (Tringe et al., 2005) ; les échantillons de la mer des
Sargasses comptant environ 300 especes (Venter et al., 2004) et le sol d’une ferme du
Minnesota comptant >3000 especes (Tringe et al., 2005) n’ont permis 1’assemblage en
contigs que de <1 % des fragments d”’ADN (sur 325 000 et 150 000 respectivement).

Plusieurs génomes viraux ont été séquencés a partir de données métagénomiques,
dont les 17 premiers phages marins de longueur de génomes variant entre 10 et 800
Kb (Paul et al., 2005). Les génomes bactériens de Kuenenia stuttgartiensis (Strous
et al., 2006), de Ferroplasma type Il et de Leptospirillum groupe II ont été presque
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complétement assemblés et trois autres ont été partiellement reconstitués (Tyson et
al., 2004). C’est le faible nombre d’especes au sein de la communauté et le taux re-
lativement bas de réarrangements génomiques qui a permis le séquencgage de ces or-
ganismes. Des techniques expérimentales d’amplification de matériel génétique et de
division des communautés ont rendu possible la reconstitution de certains de ces gé-
nomes. De nouvelles approches sont recherchées afin d’obtenir un découpage plus fin
des populations et de réduire ainsi la complexité du probleme de caractérisation des
métagénomes. Les méthodes d’enrichissement de génomes existantes permettent de
séparer notamment les génomes symbiotiques de leur hote, les génomes de contenu
en GC différents ou encore de sélectionner les composants actifs au sein d’une popula-
tion microbienne. Les méthodes d’enrichissement de genes permettent, quant a elles,
de sélectionner les genes d’intérét impliqués dans un chemin biologique spécifique ou
de séquences connues, ou d’identifier des marqueurs génétiques spécifiques (Cowan
et al., 2005).

3. Projets métagénomiques, bibliothéques de clones et base de données

Le Genome Online Database (Liolios et al., 2006; Bernal et al., 2001) liste 56
projets métagénomiques différents tels que : le métagénome du symbionte bacté-
rien de la surface dorsale d’un ver (134 million bp); un échantillon de I’environ-
nement d’'un mammouth laineux (28 million bp); la station océanographique de
Hawai Ocean Times Series (2eT°5Kbp); I'air de la ville de New York (en cours).
La Diversa Corporation projette de recouvrir presque 100 % de I’ADN des micro-
organismes résidant dans le sol, 1’air, I’eau, les plantes et les animaux a travers le
monde (Short, 1997; Tringe et al., 2005). Un autre projet concerne la cartographie
des 10'2 microbes formant la microflore du corps humain (Relman et al., 2001). Ces
projets nécessitent la construction de bibliotheques métagénomiques et de bases de
données dédiées.

Les bibliotheques métagénomiques. Depuis la construction de la premiere biblio-
theque métagénomique (Schmidt et al., 1991), des centaines d’autres ont été mises
en place : 2 500 bibliotheques contenant des millions de génomes ont été créées par
la Diversa Corporation. Cinq bibliotheques métagénomiques virales ont été publiées :
2 d’eau de mer de rivage, 1 de sédiment marin, 1 de féces humaines et 1 de féces
équines. Plus de 60 % des ORFs dans chacun de ces 5 groupes (mesuré en décembre
2004) sont nouvelles. On constate que 65 % des genes phagiques n’ont pas d’homo-
logues connus tandis que seulement 10 % des genes bactériens, issus de métagénomes
et de cultures microbiennes, sont nouveaux. Cela suggere que la plupart du métagé-
nome bacterien global est échantillonné alors que le métagénome viral global reste
relativement mal caractérisé. Voir (Daniel, 2005) pour les méthodes d’analyses des
bibliotheques métagénomiques.

Les bases de données. En plus des bases de données de dépdt de séquences (voir
Genome Online Database), des bases de données dédiées aux métagénomes ont été
construites telles que : megx.net qui se restreint aux données métagénomiques des
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organismes marins et propose 25 génomes complets; CAMERA qui se dédie a la
maintenance et a la mise a disposition des séquences environnementales brutes et
aux métadonnées associées. De nouvelles bases de données émergent qui intégrent
aux séquences métagénomiques des données géographiques et environnementales :
Micro-Mar (Pushker et al., 2005) est une base de données qui stocke 8 187 entrées
(959 archea, 6 351 bactéries, 877 non classées) dont 93 % disposent d’informations
géographiques completes ; MetaFunctions développe un systeme de data mining qui
correle les motifs génétiques des génomes et des métagénomes aux données environ-
nementales contextuelles.

4. Analyses des séquences métagénomiques

Assemblage de séquences métagénomiques. Le probleme d’assemblage des frag-
ments d’ADN issus d’un seul génome n’est pas completement résolu, et en métagéno-
mique le probléme est encore plus difficile puisqu’il est nécessaire de pouvoir associer
le fragment de séquence a I’espece duquel il provient. Les programmes d’assemblage
comme Phred/Phrap et Sequencher ont été mis au point pour combiner des séquences
issues d’un méme génome et sont fondés sur des hypotheses fausses lorsqu’elles sont
appliquées a un métagénome. Par exemple, une différence de base entre 2 séquences
est considérée comme une erreur de séquencage par ces programmes, alors que cela
pourrait étre le signe d’une différence d’origine en métagénomique. Le grand nombre
de génomes viraux (jusqu’a plusieurs millions) prélevés dans 1’environnement ainsi
que les répétitions de séquences de type transposons rendent la discrimination entre
les organismes et I’assemblage des séquences d’autant plus difficile.

Ces problemes nécessitent des approches algorithmiques fines, des fragments
d’ADN plus longs, ainsi que des taux de couverture plus importants. Voir (Chen et
al., 2005) pour une vue d’ensemble. Récemment, la différence de nombre de répé-
titions de tétranucléotides entre génomes a pu étre utilisée pour discriminer ces gé-
nomes, mais cette approche nécessite un échantillon de faible complexité et une répar-
tition équitable des génomes (Teeling et al., 2004). Le polymorphisme des séquences
nucléotidiques, la duplication des génes et le transfert horizontal de géne sont tous des
obstacles a la fiabilité de 1’assemblage des génomes.

Recherche de gene dans le métagénome. Les algorithmes de recherche de genes
sont fondamentalement basés sur la similarité de séquences, ce qui constitue une réelle
limitation a la découverte de nouveaux génes dans le métagénome. Des nouvelles ap-
proches devraient étre développées afin de détecter les geénes tronqués aux extrémités
des contigs et les génes sans homologues connus comme ceux des virus. Une version
prochaine du programme d’annotation EXOGEAN devrait prendre en compte la pre-
miere de ces limitations (S. Djebali, communication personelle, 2006). Pour les genes
sans homologues, des méthodes basées sur un systeme de score des régions codantes
ont été développées. GLIMMER (Salzberg et al., 1998; Delcher et al., 1999) utilise un
modele de Markov interpolé. Cet outil effectue des prédictions basées sur un contexte
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variable évoluant selon la composition locale de la séquence, et a déja été utilisé dans
un contexte métagénomique (Lilles et al., 2003).

5. De I’analyse statistique des séquences aux espaces métagénomiques

La classification des séquences génomiques de bactéries et virus/phages, et ulti-
mement des couples phage/hote, ainsi que la mise en corrélation de ces informations
avec I’environnement et la physiologie de ces organismes, demande de développer des
outils mathématiques et algorithmiques sophistiqués pour I’analyse des séquences.

Certaines propriétés statistiques des séquences, comme le contenu en GC/AT/GT
ou la distribution de tétranucleotides, peuvent constituter une premiere approche pour
regrouper ces séquences. Ces « signatures »semblent étre représentatives pour des sé-
quences de longueur minimum de 50 Kbp et semblent étre corrélées aux classifica-
tions phylogénétiques, mais pas aux classifications environnementales (Campbell et
al., 1999). Egalement, ’analyse de séquences nucléotidiques permet de définir une
signature pour les génomes bactériens basée sur la fréquence de mots d’une longueur
maximale de 10 lettres (Blaisdell e al., 1993; Deschavanne et al., 1991; Karlin et
al., 1992; Gelfand et al., 1997; Deschavanne et al., 1999; Campbell ef al., 1999). Ces
signatures ont démontré leur utilité pour la classification phylogénétique bactérienne.
Un outil fournissant des analyses de séquences et de leurs signatures est décrit dans
(Fertil et al., 2005). Cette approche a également été appliquée a un grand nombre de
phages (G. Poncelin et P. Deschavanne, communication personelle, 2006).

Classification phylogénétique. La construction d’arbres phylogénétiques a par-
tir de séquences partielles, chevauchantes ou pas, nécessite de nouvelles approches
algorithmiques qui pourraient mener a la construction d’arbres « bruts »mais suffi-
sant pour certaines applications comme 1’apprentissage de modeles de Markov ca-
chés sur des séquences génomiques courtes. Les méthodes des super-arbres (Bininda-
Emonds, 2004), basées sur la construction des arbres a partir de multiples sous-arbres,
représentent une direction intéressante a étudier.

Environ 80 % des protéines virales sont identifiées dans les POGs (Phage Or-
thologous Groups of proteins) comme étant tres spécifiques aux génomes des phages
et peu retrouvés dans les génomes microbiens (Liu et al., 2006). Par conséquent, la
classification phylogénétiques des phages pourrait étre indépendante de la classifica-
tion bactérienne : un grand nombre de séquences homologues de divergence variée
pourrait s’avérer étre un point essentiel pour la compréhension de la classification
phylogénétique virale.

Actuellement, la Ribosomal Database Project II contient 253 813 séquences
d’ ARNTr de bactéries non cultivables mais de telles séquences ne fournissent que tres
peu d’informations sur les capacités physiologiques de ces organismes.

Classification environnementale et physiologique. L’ analyse du biais de codon des
séquences codantes virales et bactériennes propose une approche alternative pour
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la reconstruction d’un espace de séquences métagénomiques. Une étude automati-
sée des biais de codon effectuée sur des génomes complets bactériens (Carbone et
al., 2003; Carbone et al., 2004; Carbone et al., 2005) a permis de définir un espace
formel ou les bactéries peuvent étre comparées par rapport a leur %GC, la force du
biais traductionnel, la température de croissance optimale, 1’aérobisme/anaérobisme et
d’autres criteres. Ces espaces semblent €tre gouvernés par 1’habitat et la physiologie,
ils représentent une classification alternative & la phylogénie et sont plus proches des
conditions de vie de I’organisme. L’idée algorithmique utilisée pour 1’étude des bacté-
ries devrait étre revisitée pour les séquences métagénomiques et adaptée aux génomes
viraux. Sur de tels espaces, les hypotheéses comme 1’adaptabilité des virus aux biais
de codons de leurs hotes peuvent étre vérifiées. Des analyses préliminaires supportent
cette idée. On envisage d’appliquer cette approche aux bactéries, bactériophages, et
au mélange des deux populations.

Une autre espace expérimental qui propose un lien entre 1’écologie et 1’organisa-
tion bactérienne a été défini. La biodiversité des communautés virales non cultivables
peut étre évaluée en construisant des modeles de la structure des communautés bac-
teriennes/virales en utilisant un algorithme modifié de Lander-Waterman qui prédit
le spectre de contigs. PHACCS (Phage Communities from Contig Spectrum) (Angly
et al., 2005), un outil implémentant cette idée, trouve le modele le plus approprié en
optimisant les parametres du modele jusqu’a ce que le spectre de contigs prédit soit
aussi pres que possible du spectre expérimental. Ce modele est la base pour estimer
la richesse d’une communauté virale non cultivable (a travers la définition d’un indice
de similarité et de diversité) et I’abondance du génotype le plus représenté.

Distribution sur ’espace des mots. Une étude a large échelle de 1’espace des mots
apparaissant dans les séquences microbiennes devrait pouvoir dire si des parties de
I’espace sont beaucoup, peu ou pas occupées par ces mots. De nouvelles mesures ba-
sées sur les mots devraient alors mener a une comparaison des métagénomes dans
un espace formel et leur localisation dans 1’espace pourrait suggérer des criteres pour
regrouper les séquences microbiennes proches et discriminer les plus éloignées. Il fau-
drait alors vérifier si ces regroupements apportent des informations supplémentaires
sur les classifications phylogénétiques ou environnementales.

6. Comparaison de séquences métagénomiques

Le faible taux de couverture des séquences métagénomiques ne permet pas aux al-
gorithmes actuels d’identifier des ORFs de facon fiable, beaucoup peuvent étre man-
quées pour des raisons d’erreurs de séquencage ou de séquences trop courtes pour
contenir des informations suffisantes a la détection des génes. Ces limitations seront
surmontées avec des séquences plus longues et des taux de couverture plus forts, mais
le principal probleme algorithmique reste. Les outils comme tBLASTx comparent les
6 cadres de lecture d’une séquence nucléotidique métagénomique avec les 6 cadres de
lecture des séquences nucléotidiques des bases de données, ce qui demande une puis-
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sance de calcul substantielle et prend beaucoup plus de temps qu’une comparaison de
séquences classiques.

Le probleme des graines de similarité. Presque toutes les comparaisons de sé-
quences métagénomiques sont effectuées par des algorithmes de recherche de simila-
rité de séquence tels que BLAST et FASTA. L’ observation, selon laquelle la plupart
des séquences virales métagénomiques ne présentent pas de similarité avec les sé-
quences de la base de données GenBank, indique que des méthodes algorithmiques
plus puissantes sont nécessaires. Le critere du « hit »est I’élément-clé des algorithmes
heuristiques d’alignement local. Il détermine un ensemble de motifs sur lequel la re-
cherche de similarité est basée, et le choix de cet ensemble est décisif quant aux ré-
sultats de la méthode. Les séquences métagénomiques nécessitent un affinement du
critere du hit via I’introduction de nouvelles idées algorithmiques telles que la spé-
cification de graines uniques (Noé et al., 2004; Noé et al., 2005) ou multiples. La
conception et I’emploi de graines est a la base des nouveaux algorithmes de fouille de
base de données (Nicolas et al., 2005).

Le probleme d’alignement des protéines divergentes. La classification micro-
bienne pourrait étre suggérée par les protéines, en particulier par les POGs (Phage
Orthologous Groups of proteins) (Liu et al., 2006) pour les phages, et par les COGs
(Clusters of Orthologous Groups of proteins) pour les bactéries (Tatusov et al., 2001).
Le probleme de cette approche est que la plupart des protéines virales ne sont pas
annotées du fait de leur grande divergence par rapport aux séquences des autres pro-
téines microbiennes connues. L’ annotation des séquences tres divergentes est un pro-
bleme fondamental : des génomes déja séquencés pouvent présenter jusqu’a 60 % de
geénes non annotés. Des outils pour détecter les protéines homologues présentant <20%
d’identité de séquence sont nécessaires. PHYBAL (Proteins with HYdrophobic Blocks
ALignment), un outil dédié a I’alignement des protéines homologues tres divergentes,
a été développé et sera bientdt disponible (Baussand et al., 2006). La paramétrisation
de nouveaux criteres de sélection est en cours.

Le probléme de la quantification des communautés. Les familles microbiennes
environnementalement et physiologiquement proches ne peuvent pas étre facilement
discriminées a partir de fragments de séquence, le seuil de pourcentage d’identité en
dessous duquel on peut considérer des séquences comme étant issues de 2 familles
différentes est difficilement déterminable. Ce probleme est intimement 1ié au probleme
de la détection des protéines homologues divergentes.

Traits particuliers caractérisant les communautés. Une fagon de caractériser une
communauté environnementale est de rechercher les motifs d’ ADN partagés entre les
individus de la méme communauté. On peut rechercher des régularités et irrégularités
des séquences métagénomiques telles que a) les séquences courtes inverses complé-
mentaires (de longueur variant entre 3 bp et 5000 bp) pour lesquelles une méthode ori-
ginale utilisant les modeles de Markov cachés a été proposée (Robelin ez al., 2003) ;
b) les séquences codantes qui ne sont que partiellement séquencées.
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Une autre approche est de rechercher un chemin biologique spécifique partagé par
la communauté. La grande diversité des séquences métagénomiques rend difficile la
reconstruction des chemins biologiques et la compréhension du réseau biologique au
sein de la communauté. Il existe cependant des exceptions. Un groupe de genes spé-
cifiques a la réduction du sulfate a été trouvé en comparant des séquences métagéno-
miques issues de plusieurs bactéries phylogénétiquement tres éloignées (Mussmann
et al., 2005). L’explication proposée est le transfert horizontal des génes. Un autre
exemple concerne la découverte, chez Leptospirillum groupe II, d’une enzyme fonda-
mentale pour I’oxydation du fer dans la communauté microbienne étudiée ainsi qu’un
nouveau processus métabolique qui pourrait étre une pierre angulaire pour I’ensemble
de 1’écosysteme (Tyson et al., 2004). La reconstruction du génome de K. stuttgar-
tiensis a amené a I’identification des genes responsables de la biosynthese des ladde-
ranes et du processus d’oxydation anaérobique de I’ammoniac. Le groupe de bactéries
anammox est le responsable clé de la génération du nitrogéne atmospherique.

En conclusion, la comparaison des fragments de génomes de microbes non culti-
vables pourrait mener a la construction d’une cartographie de la diversification et de
la spécification des organismes microbiens dans leur environnement. La comparaison
de larges bibliotheques métagénomiques, témoin de la variété spatiale et temporelle
des communautés, a déja permis de fournir des résultats significatifs sur le style de
vie de populations microbiennes (Tringe et al., 2005; Schloss et al., 2005), mais 1’or-
ganisation a large échelle de ces communautés et leurs interactions restent largement
méconnues.
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