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INTRODUCTION

Certaines bactéries appartenant a la rhizosphére, nommées « PGPR », ou rhizobactéries
promotrices de la croissance des plantes, sont capables d’exercer un effet bénéfique sur la
croissance des plantes en augmentant la qualité des nutriments et en stimulant les mécanismes
de défense inductibles chez I’hote, entre autres, et de ce fait sont utilisées en agriculture pour
la biofertilisation des sols. Parmi ces dernicres, le genre Streptomyces se distingue par moult
¢tudes confortant le caractére PGPR de plusieurs espéces au sein de ce genre, justifiant ainsi
le choix du présent mémoire ayant porté sur un groupe de souches appartenant a ce genre, et

ce précisément pour une analyse comparative de leurs génomes.

Les ¢tudes de génomique comparative reposent sur le principe selon lequel toute séquence
d’ADN est soumise a la sélection naturelle. Ainsi, des caractéres communs entre deux
organismes seront souvent codés par des séquences génomiques conservées entre ces deux
especes (Miller et al., 2004 ; Hardison et al., 2003). A Pinverse, les séquences qui codent
pour des fonctions spécifiques a chacune des especes auront des profils de séquences
divergents. Ce processus dit « d’annotation des génomes » en séquences fonctionnelles, est
indispensable a la compréhension des phénomenes biologiques au niveau moléculaire et
cellulaire, et a bénéficié largement de ’automatisation des programmes informatiques pour

autoriser la comparaison de larges séquences d’ADN et maintenant de génomes entiers.

L’objectif principale de notre étude consiste a analyser les génomes de souches candidates ou
PGPR confirmés dans le but d’extraire des informations par rapport a leur caractére/potentiel
PGPR appliqué au développement de biofertilisants, et ce en mettant en exergue la présence

de particularité génétique en relation avec les mécanismes PGPR.
Notre travail est structuré en trois parties :

= Une premicre partie représente la recherche bibliographique qui débute par une
généralité sur les PGPR et leur effet sur les plantes, puis une présentation des Streptomyces
spp. ayant des traits PGPR, pour ensuite parler de la génomique et de 1’annotation de
génomes, en définissant par la méme occasion les concepts de génomique comparative et les
différentes approches suivies dans la phylogénomie.

» Une deuxiéme partie, « pratique », expose la démarche scientifique abordée lors de la
réalisation de ce mémoire de fin d’étude, relatant le choix des souches (screening de

Streptomyces spp. en relation avec les plantes), leur annotation, suivi par une étude



phylogénétique et phylogénomique des souches examinées par différentes approches, puis la
comparaison des profiles génétiques de métabolisme secondaire, ainsi qu’une étude des
particularités génétique des souches en question en extrapolant le tout sur le potentiel PGPR,
en présentant a la fin de cette partie les résultats obtenues et leur discussion suite a 1’analyse
bioinformatique initiée au cours de cette investigation.

» Enfin, le tout est couronné par une conclusion retragant les principaux aboutissements

de notre analyse, ouvrant horizon a d’intéressantes perspectives.



Chapitre 1
Les PGPR
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Chapitre 1 : Les PGPR
1.1. Définition

La rhizosphére est le lieu de multiples interactions entre microorganismes et racine, €tant
bénéfiques, nuisibles, ou neutre pour la plante (Bais et al., 2006). Certains microorganismes
naturellement présents dans les sols sont bénéfiques pour la plante, ce qui améliore souvent la
croissance végétale (Morgan et al., 2005). Ces microorganismes phytobénéfiques sont de

deux types :

A. Ceux qui établissent une relation de symbiose (association a bénéfices réciproques)
véritable avec la plante, avec comme exemples types la symbiose entre certains champignons
du sol et la plupart des especes végétales (Smith et Read, 1997), améliorant principalement la
nutrition (phosphatée et azotée) de la plante, ainsi que sa capacité a résister au stress
(dessiccation du sol, présence de métaux lourds en quantité¢ importante) (Barea et al., 2002),
ou encore la symbiose fixatrice d’azote entre 1’a-protéobacteria Rhizobium et les
légumineuses (Long, 1996), ou entre I’actinobactérie Frankia et les plantes actinorhiziennes
(Huguet et al., 2005), une symbiose impliquant la formation de structures spécialisées au
niveau des racines de la plante : les nodosités (Gage, 2004), améliorant de maniere tres

significative la nutrition azotée du partenaire végétal.

B. Ceux qui restent a l’état libre dans le sol, souvent proches ou sur les racines, et
parfois localisées a I’intérieur des racines (endophytes) (Gray et Smith, 2005), et qui
¢tablissent une relation facultative a bénéfices réciproques appelée coopération ou symbiose
associative. Les bactéries PGPR (Plant Growth-Promoting Rhizobacteria) font partie de ce
type de microorganismes, car elles n’établissent pas une relation de symbiose, mais favorisent

la croissance des plantes auxquelles elles sont associées (Benmati, 2014).

Les PGPR ou «Plant Growth Promoting Rhizobateria» sont des bactéries qui se
développent dans la rhizosphére, et qui ont un effet positif sur la plante, pour ces effets on les
considére comme rhizobactéries promotrice de la croissance végétale (Dey et al., 2004 ;
Herman et al., 2008 ; Microrsky, 2008). Ces bactéries sont utilisées en agriculture pour la
biofertilisation des sols (Glick, 1995), et ce par plusieurs mécanismes agissant généralement
de maniere complexe et multiples, aboutissant a un effet positif, tel que la fixation par
exemple de l’azote atmosphérique qui pourra étre par la suite utilisé par les plantes,

améliorant ainsi leur croissance lorsque 1’azote du sol est limitant.
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1.2. Les Interactions PGPR-Plante

1.2.1. La promotion directe

Ce mécanisme comprend la stimulation bactérienne des phytohormones (auxine ou
cytokinine) par une modification de 1’équilibre hormonal de la plante, et I’augmentation de la
qualité de nutriments disponibles (fixation libre de 1’azote, solubilisation du phosphate, etc.).
Cela permet a la plante de développer un systéme racinaire abondant lui permettant
notamment de coloniser une plus grande surface de sol, et améliorer 1'état nutritionnel des

plantes (Beauchamp, 1993; Kloepper, 1993, Ramos et a/., 2009).
1.2.2. La promotion indirecte

Ce mécanisme repose sur la capacité¢ des PGPR a réduire les effets nocifs pour la plante :
la dégradation des xénobiotique dans les sols contaminés par la production des métabolites
qui sont toxique aux pathogenes du sol, et I'hydrolyse des molécules libérées par des
agents pathogenes par exemple quelques Pseudomonas, qui sont capables de décomposer
l'acide fusarique (un composé responsable de la pourriture des racines causée par les
champignons) (Ramos et al., 2009). L’effet phytobénéfiques indirect des bactéries PGPR
résulte d’interactions entre PGPR et des pathogenes et/ou parasites de la plante, a 1’occasion
desquelles les effets négatifs de ces derniers sont diminués (Ramette et al., 2006 ; Rezzonico

etal., 2007).
1.3. Mécanismes d’action des PGPR
Les PGPR peuvent favoriser la croissance des plantes hotes par divers mécanismes :

A .La fixation d’azote (N) : Le sol contient de nombreuses especes de bactéries pouvant
transformer 1’azote atmosphérique en ammoniac. Plusieurs de ces microorganismes vivent a
la surface des racines des plantes ou méme dans les tissus de certains végétaux. L’ammoniac

est rapidement transformé en nitrates par les bactéries du sol (Benmati, 2014).

B. La résistance aux pathogénes du sol : Certaines souches de PGPR ont la capacité
d’excréter des métabolites actifs contre différentes bactéries et champignons. Certaines de ces
molécules sont de véritables antibiotiques, qui jouent un role important dans 1'inactivation des
facteurs de germination du pathogeéne ou la dégradation de leurs facteurs de pathogénicité

comme les toxines (Benmati, 2014).
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C. Induction de 'immunité : Certaines PGPR peuvent stimuler le systéme immunitaire des
plantes et leur permettre une résistance contre certains virus, les champignons et méme les
bactéries pathogeénes. Le phénoméne est désigné ISR (Induced Systemic Resistance) ou

résistance systémique induite (Benmati, 2014).

D. Tolérance aux stress : Certaines PGPR produisent des enzymes ACC désaminase qui
facilitent le développement des plantes en réduisant leur production d’éthyléne (Hydrocarbure
gazeux incolore). Les PGPR produisant cet enzyme peuvent ainsi soulager la plante de
plusieurs stress causés par des infections, I’absorption de métaux lourds, une salinité élevée et

méme la sécheresse (Macking, 2007).

L’ensemble de ces activités fait des PGPR une alternative biologique et écologique
intéressante a considérer par rapport aux différents produits chimiques de synthése existant

(Benmati, 2014).

1.4. Les biofertilisants

1.4.1. Role et production de biofertilisants

Le biofertilisant est défini comme une substance qui contient des microorganismes vivants
qui, lorsqu'ils sont appliqués aux semences, surfaces des plantes ou dans le sol, colonise la
rhizosphére ou a l'intérieur de la plante et favorise ainsi la croissance en augmentant la
disponibilité des ¢léments nutritifs primaires a la plante hote. Cette définition est basée sur la
logique que le terme biofertilisant est une contraction du terme fertilisant biologique
«biological fertilizer» (Vessey, 2003). Par ailleurs, le biofertilisant devrait contenir des
organismes vivants qui augmentent la teneur en ¢léments nutritifs de la plante hote a travers
leur existence permanente en association avec la plante (Vessey, 2003). De plus, le terme
biofertilisant ne doit pas €tre utilis€ de maniére interchangeable avec les termes suivants : les
engrais verts, fumier, cultures intercalaires ou organique complétée d'engrais chimiques

(Vessey, 2003).

Cependant, une partie des PGPR ne sont pas considérés comme biofertilisants. Ainsi, Les
bactéries qui favorisent la croissance des plantes par le contrdle de I'organisme nuisible sont
les biopesticides, mais pas des biofertilisants. Il est intéressant de savoir que certains PGPR
favoriser la croissance en agissant a la fois comme biofertilisants et biopesticides (Vessey,

2003).
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1.4.2. Commercialisation des biofertilisants

Actuellement, diverses formulations commerciales de PGPR sont en vente. Des
formulations bactériologiques de Rhizobium spp. sont disponibles dans plusieurs pays afin de
favoriser la nodulation des légumineuses et de diminuer la fertilisation azotée des cultures.
Depuis 1985 en Chine, des PGPR qui accroissent les rendements sont utilisées dans plusieurs

cultures (Beauchamp,1993).



Chapitre 2
Les Streptomyces



(@)i1o) {5t [LES STREPTOMYCES]

Chapitre 2 : Les Streptomyces

2.1. Présentation du genre Streptomyces
2.1.1. La classe des Actinobactéries

Les Actinobactéries représentent 1'une des classes les plus riches du régne bactérien avec
39 familles et 130 genres connus a ce jour. Cette classe regroupe les bactéries a Gram
positif possédant un fort taux de G+C dans leur ADN, allant de 51% pour les
Corynebacterium a plus de 70% chez les Streptomyces et les Frankia. Les représentants de ce
groupe arborent des morphologies et des modes de vie variés. Ainsi on note la présence de
coques (ex : Micrococcus), de batonnets (ex : Arthrobacter), de mycélium fragmenté (ex :
Nocardia) ou de mycélium branché hautement différencié (ex : Streptomyces). On retrouve au
sein de cette classe des pathogenes (Mycobacterium spp., Nocardia spp., Tropheryma spp.,
Corynebacterium spp.), des bactéries du sol (Streptomyces spp.), des commensales de plantes
(Leifsonia spp.), des bactéries symbiotiques fixatrices d’azote (Framkia) ou encore, des
bactéries de la flore intestinale (Bifidobacterium spp.) (Ventura et al., 2007). Ces organismes
sont retrouvés dans de nombreux écosystemes, terrestres et aquatiques, en particulier dans les
sols ou ces bactéries jouent un role dans la décomposition de la matiére organique. Certains
genres sont capables de produire une grande diversit¢ de métabolites ayant des propriétés
biologiques intéressantes, par exemple en médecine (antibiotiques, anticancéreux, etc...) ou
en industrie (enzymes de dégradation). Du fait de la présence de ces métabolites, certaines
especes sont particulicrement étudiées (Drago, 2015). exemple de 1’azote atmosphérique qui
pourra €tre par la suite utilisé par les plantes, améliorant ainsi leur croissance lorsque 1’azote

du sol est limitant.

2.1.2. Ecologie des Streptomyces

Le genre Streptomyces regroupe les bactéries filamenteuses a Gram positif du sol,
strictement aérobies et possédant un cycle de vie inhabituel chez des organismes procaryotes.
Dans les sols, les Streptomyces existent principalement sous forme de spores (phase de
dormance, résistance aux stress) et de mycélium végétatif (phase de multiplication et de
colonisation des territoires). En laboratoire, il est possible de cultiver ces organismes en
milieu liquide bien que les cellules n’existent pas sous forme planctonique. Il n’y a
généralement pas de formation de spores en milieu liquide bien qu’il existe des exceptions

pour certaines especes (ex: Streptomyces griseus) (Kendrick et Ensign, 1983).
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Outre les sols, les Streptomyces sont capables de coloniser la rhizosphére ou ils apportent
une résistance aux champignons pathogénes par la production de molécules antifongiques. Il
a également été rapporté plusieurs cas de symbioses entre des bactéries du genre Streptomyces
et des insectes de la classe des hyménoptéres. On peut notamment citer le mutualisme avec
les fourmis fongicultrices Acromyrmex octospinosus ou la bactérie prévient le
développement d 'Escovopsis weberi, un champignon parasite des cultures fongiques (Seipke
et al., 2011). Chez la guépe européenne Philanthus triangulum, la présence de Streptomyces

permet aux larves de résister aux infections (Kroiss et al., 2010).
2.2. Génome des Streptomyces

Les génomes de plusieurs especes de Streptomyces ont été séquencés et assemblés. C’est le
cas des génomes de S. coelicolor (Bentley et al., 2002), S. avermitilis (Ikeda et al., 2003) ou
encore S. griseus (Ohnishi et al., 2008) pour ne citer que les plus étudiés. Les génomes de
Streptomyces sont de grande taille, allant de 8 a 10 Mb, soit deux fois la taille des génomes de
E. coli (4,6 Mb) ou de B. subtilis (4,2 Mb). Ils ont également la particularité d’étre linéaires et
de posséder un haut taux de G+C (aux alentours de 70%). La densité génique est ¢levée avec
environ 1 geéne tous les 1200 paires de bases. C’est notamment le premier exemple de bactérie
contenant plus de geénes dans son génome que 1’eucaryote Saccharomyces cerevisiae (7825

chez S. coelicolor contre 6607 chez S. cerevisiae) (Drago, 2015).
2.2.1. Organisation du chromosome des Streptomyces

La linéarité¢ du chromosome a pu étre mise en €vidence chez plusieurs especes : S. lividans
(Lin et al., 1993), S. coelicolor (Redenbach et al., 1996) ou encore S. ambofaciens (Leblond
et Decaris 1994). La réplication du chromosome s’effectue de fagon bidirectionnelle a partir
de l'origine de réplication oriC située au milieu de celui-ci. Une protéine TP (Terminal
Protein) est covalemment liée aux extrémités 5°. Cette protéine permet, avec les protéines
TAP (Telomere Associated Protein), la synthése du dernier fragment d’Okazaki sur le brin
retardé. (Drago, 2015).

Le chromosome des Streptomyces est décrit comme étant organisé en différentes parties.
On distingue le « cceur », partie centrale contenant tous les genes essentiels : métabolisme
primaire, réplication de ’ADN, division cellulaire, ribosomes et ARNt. Les « bras », en
revanche, contiennent des geénes non essentiels (en conditions de laboratoire), notamment

impliqués dans le métabolisme secondaire. Cela dit, certains geénes du métabolisme
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secondaire sont présents dans la partie centrale. Enfin, les TIR, régions inversées répétées
(Terminal Inverted Repeats), sont comme leur nom I’indique des séquences identiques
inversées situées aux extrémités du chromosome. Leur taille est trés variable, pouvant aller de

174 pb chez S. avermitilis (Ikeda et al., 2003) a 550 kb chez S. rimorus (Pandza et al., 1997).
2.2.2. Impact du taux de G/C dans le génome :

L’ADN des Streptomyces est fortement enrichi en bases G/C, qui représentent entre 70 et
74% des nucléotides selon les especes. Ce taux reste globalement le méme dans les régions
non codantes. Il est en revanche fortement perturbé dans les régions codantes. On observe
ainsi que la couverture en G/C pour la premicre position des codons est de I’ordre de 70%,
celle de la seconde position de 50% et la dernieére de 90% (Wright et Bibb, 1992). Ce biais
peut donc étre utilis€ pour rechercher les phases ouvertes de lecture dans les génomes de
Streptomyces (Bibb et al., 1984). Du fait de ce taux de G/C élevé, les chances de rencontrer
un codon TTA sont faibles, d’autant plus qu’il existe cinq autres codons leucine, tous plus
riches en G/C. Un systeme de régulation de certains génes basé sur 1’utilisation du codon TTA
leucine a été observé chez des Streptomyces. En effet, le gene bldA, codant I’unique ARNt
leucine est indispensable a I’expression des genes contenant un codon TTA. Ces génes sont
liés au métabolisme secondaire ou a des différentiations morphologiques (Chater et Chandra,

2008).
2.3. Richesse du métabolisme secondaire des Streptomyces

L’¢tude des bactéries du genre Streptomyces est principalement axée sur le
métabolisme secondaire, extrémement riche chez ces organismes et pouvant mener a la
découverte de molécules intéressantes pour ’Homme. La mise en évidence de ce métabolisme
secondaire prolifique s’est faite en deux temps au cours de 1’Histoire. Tout d’abord, durant
I’age d’or de la découverte des antibiotiques : tester des Streptomyces pour leurs activités
antibiotiques donna de trés bons résultats et de nombreuses molécules encore en usage
aujourd’hui furent découvertes. Ensuite, le séquencage de génomes de Streptomyces dans les
années 2000 et leur analyse montra que ces organismes possédent un métabolisme secondaire

bien plus riche que ce qui était connu (Drago, 2015).
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Chapitre 3 : La génomique
3.1. Historique

En 1995, la «révolution génomique» a commencé avec 1'achévement de la premicre séquence
du génome microbien (Fleischmann et al., 1995). Pour la premicre fois, la base génétique d'un
isolat bactérien a été complétement caractérisée. A mesure que de nouvelles technologies de
séquengage seront mises au point pour faciliter I'acceés aux informations sur les séquences
génomiques, la révolution génomique en cours devrait continuer a avoir un effet

transformateur et avoir un impact sur de nombreux aspects de notre vie (Florian et al., 2011).

La recherche génomique vise a révéler et analyser les informations sur les séquences d'ADN
et d'ARN. Chaque organisme sur terre est essentiellement défini par sa s€quence génomique.
La signature génomique est considérée comme la plus spécifique qui peut identifier sans
ambiguité la plupart des personnes sur terre. Il peut aider a distinguer des organismes
étroitement apparentés, c’est-a-dire ceux qui présentent des phénotypes identique. Par
exemple, avec la connaissance de séquences compléetes du génome, il est maintenant possible
de distinguer deux souches bactériennes associées a la méme épidémie de maladie d'origine
alimentaire. De plus, ces deux isolats pourraient méme étre classés et assignés a un arbre
évolutif montrant leur relation. Jusqu'a présent, les colits de séquencage élevés ont exclus
I’application de I’analyse du génome entier comme outil médico-1égal (Florian et al., 2011).
Cependant, de nouvelles technologies de séquencage continuent d’€tre mises au point et
offrent une sortie de données de séquence croissante a des colts décroissants par cycle,
dépassant la loi de Moore appliquée a la croissance des ressources informatiques (Moore,

1965).

En conséquence, la génomique devient la norme non seulement pour le domaine de la
recherche, mais aussi pour la santé publique et la criminalistique microbienne. La génomique
n’est pas un domaine de recherche en soi, mais est maintenant un outil de laboratoire
universel. En tant que tel, une fois validé, il sera de plus en plus intégré a la boite a outils de

I’enquéteur en microbiologie (Florian et al., 2011).

3.2.Définition de la génomique
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La génomique est 1'étude des génomes. Elle concerne le séquencage du code génétique
complet (ADN) des organismes vivants. C'est une science qui examine comment l'ensemble
du génome interagit avec l'environnement. La génomique implique le séquencage de grandes
quantités d'ADN et ainsi, produit une énorme quantité de données qui peuvent étre
conservées, organisées et consultées. Les avancées en génomique y sont pour beaucoup dans
la croissance du domaine technique de la bioinformatique, qui consiste en l'application de la
science et de la technologie informatiques a la gestion de l'information biologique (lien :

www.explorecuriocite.org © Parlons sciences 2013).
3.3. Génomique structurale

La génomique structurale est définie comme l'analyse de la séquence et de la structure des
¢léments du génome: les genes, les régulateurs et les ¢éléments mobiles (Aburjaile et al.,
2014). La génomique structurale vise a accroitre nos connaissances de base des
macromolécules biologiques tout en diminuant les colts moyens de la détermination de la
structure. Parallélement, la bioinformatique structurale est liée aux analyses et a la prédiction
de la structure tridimensionnelle (3D) des macromolécules biologiques, telles que: les
protéines, I'ARN et 'ADN. Le terme structurel est le méme qu'en biologie structurale, et la
bioinformatique structurale est considérée comme une partie de la biologie structurale
computationnelle, alors que la génomique structurale tend a décrire la structure 3D de chaque
protéine codée par un génome donné. Cette approche fournit une méthode a haut débit pour la
détermination de la structure compris des approches expérimentales et de modélisation.

(Cassiana et al., 2018).
3.4. Annotation structurale

Dans le cadre de séquences nucléotidiques, I’annotation structurale permet d’identifier et
localiser les différents éléments génétiques qui la composent (Gagniere, 2009). Pour une
séquence génomique, cette localisation concerne des éléments relativement évidents tels que
les geénes, les alternances introns/exons, les régions codantes (CDS, Coding Sequence) et les
régions non traduites (UTR, Untranslated region), et peut étre approfondie pour identifier les
régions promotrices, régulatrices, les sites de début de transcription (TSS, Transcription start
site), les sites de fixation d’histones, de réplication, etc. Pour des séquences de transcrits, il

s’agit essentiellement de localiser la région codante (Gagniere, 2009).

3.4.1. Prédiction de génes

11
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Cette localisation débute systématiquement par la prédiction des geénes qui sont les ¢léments
fondamentaux d’un génome. La notion de géne a évolué¢ au fil du temps et reste encore
difficile a définir. Le géne peut étre défini comme une « région de séquence génomique,
correspondante a une unité héréditaire, associée a des régions régulatrices, des régions
transcrites et/ou d’autres régions fonctionnelles » (Pearson, 2006). Cependant la réalité est
encore plus complexe, et la présence de produits fonctionnels différents partageant des
régions génomiques chevauchantes redéfinit un géne en tant qu’« union de séquences
génomiques codant pour un ensemble cohérent de produits fonctionnels

potentiellement chevauchants » (Gerstein et al., 2007).
3.4.2. Autres éléments génétiques

Au-dela des genes, il existe de nombreux autres éléments génétiques dans les génomes parmi

lesquels on pourrait citer :

a- Les éléments de régulation d’expression. Ces sites de fixation des facteurs de transcription
étant de trés courte taille et souvent trés variables, il faut utilise la génomique comparative

avec les techniques de phylogenetic footprinting/ shadowing pour un résultat précis.

b - Les sites de début de transcription (TSS, Transcription start site). Ces derniers peuvent
étre localisés grace a des expériences de CAGE (Gagniere, 2009) par des marqueurs de ces

sites qui sont les 5’UTR et les TSS (Shimokawa et al/., 2007).

c- Les CDS sont des séquences codantes dans le génome qui peuvent étre localisées par des

outils online tel que le serveur Seed (RAST) et le plus connu , celui de NCBI.
3.5. Génomique fonctionnelle

La génomique fonctionnelle est une branche qui intégre des études de biologie moléculaire et
de biologie cellulaire et traite I'ensemble de la structure, la fonction et la régulation d'un
gene. (Kaushik et al., 2018). La génomique fonctionnelle est I'é¢tude de 1'échelle du génome
de la fonction de 'ADN (y compris les génes et éléments), alors elle utilise des données du
génome pour étudier l'expression génique et protéique a I'échelle du génome et leurs
fonctions. Pour cela, des méthodes a haut débit sont utilisées pour comprendre la transcription
et la traduction des génes et meilleur interaction protéine-protéine (IPP). Les études de
génomique fonctionnelle sont liées a la fonction des geénes dans le génome (Cassiana DeSousa

etal., 2018).

12
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Le role du géne et sa modulation dans une condition donnée est crucial pour mieux
comprendre la biologie d'un organisme. Cette é¢tude implique des études des transcrits et des
protéines qui jouent un role essentiel dans le fonctionnement des processus biochimiques des

cellules, associés avec la régulation (Cassiana DeSousa et a/., 2018).
3.6. Annotation fonctionnelle

L’annotation fonctionnelle a pour but de prédire les fonctions de produit des génes identifiés
lors de I’annotation structurale (Byne, 2009). Elle consiste a attribuer une fonction biologique
a chacun des génes ou produits de génes d’un génome ou d’une collection de transcrits. Alors
elle permet de se forger rapidement une idée globale de cette fonction biologique réelle

(Gagniere, 2009).

Cette définition souléve un point crucial de ’annotation : qu’est-ce que la fonction d’un

geéne?

La définition de la fonction biologique d’un géne reste vague et n’a jamais été clairement
définie (Friedberg, 2006). Le sens biologique de la fonction est grandement dépendant du
point de vue avec lequel on la décrit. Un géne n’a donc pas une fonction, mais des fonctions
caractérisées différemment selon I’intérét qui est port¢é au moment de I’annotation. C’est
pourquoi, dans le contexte de 1’annotation, le terme « fonction » englobe un ensemble de
fonctions moléculaires, de localisations cellulaires, de domaines fonctionnels, de voies
métaboliques, de signaux de localisation, ou toute autre caractéristique que 1’on peut rattacher

a un gene ou a son produit (Gagniere, 2009).
Il y’a deux fagons d’annotation de génomes :

L’annotation automatique : s'appuie (essentiellement) sur des comparaisons des séquences a

annoter avec les séquences présentes dans les banques de données.

L’annotation manuelle : basé sur l'expérience par des experts (des curateurs) qui valident

ou invalident la prédiction en fonction de leurs connaissances ou de résultats expérimentaux.
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Chapitre 4 : La génomique comparative

4.1. Définition

La génomique comparative est I'étude comparative de la structure et de la fonction des
génomes de différentes espéces, dont les buts principaux sont de mieux comprendre comment
les différentes especes ont évolué, quels sont les effets de la sélection sur 1’organisation et
I’évolution des génomes, ainsi que de déterminer les fonctions des genes et des régions non
codantes du génome (Raphaél, 2010). La génomique comparative est une branche de la
génomique qui vise a caractériser les similitudes et les différences des caractéristiques
génomiques et a tracer leur gain et leur perte le long de différentes lignées évolutives,
comprendre les forces évolutives telles que la mutation et la sélection qui régissent les
changements de ces caractéristiques génomiques, et  découvrir comment 1’évolution
génomique peut nous aider a combattre les maladies, restaurer la santé environnementale,
gagner de l'argent, etc. (Xia, 2013). Les analyses comparatives en génomique peuvent se
concentrer sur la similarité et les différences entre I'annotation ou entre la séquence de deux

génomes ou plus (Herrero et al., 2015).
4.2. Core-genome et pane genome

La comparaison de plusieurs génomes au sein d’une espéce ou d’un genre bactérien permet
de définir le génome central (ou « core-genome ») qui contient les génes présents chez tous
les organismes en question et le génome total (ou « pan-genome ») qui décrit le nombre total
de génes retrouvés au moins une fois dans une espece ou un genre et le génome
accessoire contenant les génes présents dans deux ou plus des souches ou especes, et les génes

uniques, spécifiques d’une seule souche ou espéce (Medini et al., 2005).

Les génomes bactériens de la méme espéce contiennent un ensemble commun de génes
appelé génome central (core-genome) (Bryant, 2012 ; Darmon, 2014). Le core genome
contient les génes qui sont conservés dans toutes les lignées et le pan-génome est I'union de

tous les ensembles de genes de tous les génomes étudiés (Setubal et al., 2018).
.4.3Le séquencage de génomes complets

Récemment, une nouvelle génération de séquenceurs a trés haut debit est apparue.

Ces techniques permettent de séquencer, en quelques jours (heures), plusieurs giga-bases

14
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d’ADN et sont regroupées sous le nom de méthodes « NGS » pour Next (ou New) Generation

Sequencing.
Séquencages de nouvelle génération (NGS)

Un ensemble de nouvelles méthodes de séquencage qui permettent de réaliser du sequencage
a tres haut débit est apparu a partir de 2005. Les avantages de ces technologies sont nombreux
: Pas d’étapes de clonage bactérien (et donc pas de biais inhérents a la construction des
banques), rapidité (moins d’une semaine) et coiits beaucoup moins élevés (colt par paire de

base Solexa environ 9000 fois moins cher que par le séquencage Sanger).
Ces nouveaux séquenceurs sont : 454 (Roche), Solexa (I1lumina), SOLID (Applied Biosystem).

La technique 454 est une technique de séquencage basée sur l'amplification de I'ADN par
PCR en émulsion et sur le pyroséquencage (luminescence par libération de pyrophosphate).
Une présentation détaillée du principe est accessible sur le site internet de Roche

(lien: http://454.com/resources-support/product-videos.as).

Les inconvénients liés a cette technique sont le taux d’erreur assez éleve, en particulier dans
les régions homopolymeriques, et la fenétre de lecture étroite (la version FLEX utilisée pour
le séquencage de F. indicum a une taille de lecture de 225 pb — aujourd’hui les séquences

obtenues sont d’environ 700 pb).

La technique Solexa est basée sur ’amplification préalable des fragments d’ADN sur une
lame. Pour déterminer la séquence, des nucléotides terminateurs réversibles marqués et
fluorescents sont incorporés par amplification d’un brin complémentaire. Une image de la
fluorescence est prise avant que la partie fluorescente, fixée a ’extrémité 3’ de la base, soit
enlevée chimiquement permettant la réalisation du cycle suivant. Egalement appelée
séquencage par terminaison cyclique réversible, une présentation détaillée du principe de cette
techniqgue  est  accessible sur le site internet  d’lllumina  (lien

http://www.youtube.com/watch?v=77r5p8I1BwJkK).

Les avantages lies a la technique Solexa sont la rapidité du séquengage (jusqu’a un million
de bases lues par seconde en 2012) et le trés faible taux d’erreur. Récemment, la possibilité
de réaliser des lectures « paired-end » (type de séquencage qui génére une paire de
séquences (reads) séparées par une distance connue) et la possibilité de multiplexer les

échantillons (plusieurs échantillons différents peuvent étre sequencés en méme temps) ont fait

15
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de cette technologic une méthode de choix pour 1’obtention de génomes bactériens complets

de novo (c’est a dire s’il n’existe pas de séquence de référence) (Schuster, 2008).

La technologie SOLID est issue de la société Agencourt Personal Genomics et a été acquise
par Applied Biosystem en 2006, elle-méme fusionnée ensuite avec Life Technologies. Cette
technique a été décrite pour la premiére fois dans les travaux de SHENDURE et al. en 2005.

Cette technologie est basée sur une amplification par émulsion, suivie d’une étape de ligation.

L'un des avantages du séquencage par ligation est sa productivité. En effet, cette
technique permet de générer jusqu'a 250 Gb par cycle en une semaine. La principale limite de
cette technique de séquencage est la faible taille des amplicons lus qui est comprise entre 35
et 75 bp (Shokralla et al., 2012).

4.4. :La phylogénomie
4.4.1. Définition de la phylogénie

La phylogénie est une discipline émergeante. Elle permet d’étudier les espéces afin de les
classer en fonction de leurs ressemblances phénotypiques (phylogénie phénétique) ou en
fonction de leurs séquences géniques (phylogénie moléculaire). Les relations de parenté sont
généralement représentées sous forme d’un arbre phylogénétique ou dendrogramme (Lechetta

et al., 2005).
4.4.2. La phylogénétique bactérien avec analyse du géne de ’ARNr 16S

L’objectif de la phylogénie consiste a représenter statistiquement (arbre) les différentes taxons
analysées pour visualiser clairement les relations phénotypiques ou/et génotypiques entre ces

taxons.

I1 y’a plusieurs fagons d’évaluer la phylogénie d’un groupe donné de souches ou especes. Une
des facons les plus anciens et la plus commun est en comparant les séquences geniques de
sous unité 16s de ribosome. Ces genes qui code pour I’ARNr 16s ont d’abord été utilisé des
années 1980 par Carl Woese comme outil d’étude de I’évolution bactérienne (Woese, 1987).
Cependant, Les analyses basées sur la 16S sont souvent génées par une résolution
taxonomique limitée (Setubal et al., 2018), a cause de la forte similarité de génes d’ARNr 16S
au niveau de I’espéce (Land et al., 2015). Et aussi ces génes ne sont probablement pas

valables pour le genre Streptomyces (Labeda et al., 2017).
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4.4.3. La phylogénomie

Au lieu de se concentrer sur le seul géne de I'ARNr 16S, il est maintenant possible d'établir un
profil phylogénétique avec une analyse a l'échelle du génome a l'aide de génomes de
référence, de groupes de protéines conservées, de génomes complets ou de protéomes. Ce
genre d’approche a été nommé « Phylogenomy » ou phylogénomie. Toutefois, a I’échelle de
génomes, de telles approches -vue la quantité importante de données analysées qui sont de
I’ordre du millions de paires de bases- nécessitent une puissance de calcule considérable
(Land et al., 2015).

C'est pourquoi les bioinformaticiens ont développées des programmes prenant en
considération des algorithmes générant des matrices de distances sans alignements. En effet
les génomes sont réduit a des abstraction par diverses approches, dans la quelle on calcule les
distances entre les génomes entiers sans sappuyer sur l'alignement entre les séquences
(Setubal et al., 2018). Parmi les méthodes sans alignement il y’a le polymorphisme d'un seul
nucléotide SNP (single nucleotide polymorphysme), qui constitue ’unité la plus petite
possible pour I’analyse phylogénétique, qui a déja été utilisée dans de nombreuses études
phylogénomiques. Par ailleurs, I’approche des profils de fréquence des fonctionnalités
(Feature Frequency Profiles) FFP constitue aussi une approche intéressante pour 1’étude de la
phylogénie au niveau génome (cette approche sera présentée dans la partie matériel et
méthode).
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I.  Objectif

L’objectif de cette étude est de faire usage des données génomiques de souches appartenant
au genre Streptomyces pour faire ressortir les particularités génétiques en relation avec leur

potentiel de promotion de la croissance des plantes.
Pour cela, I’approche (stratégie) employée est la suivante :

1. Screening bibliographique des espéces appartenant au genre Streptomyces et sélection de

celle en relation avec les plantes.
2. Sélection des souches ayant des génomes complets.

3. Sélection de souches d’especes du genre Streptomyces, sans relation établies avec les

plantes ayant un génome complet pour servir de groupe de référence.

4. Etude phylogénétique (par analyse du gene de I’ARNr16S) et phylogénomique (phylogénie
par analyse du génome complet) par approches Feature Freqeuncy Profile FFP et up-to-date
bacterial core gene (UBCQG).

5. Annotation des génomes par le serveur RAST (Rapid Annotation using the Subsystems

Technology) et NCBI (NCBI Prokaryotic Genome Annotation Pipeline, « PGAP »).
6. Analyse comparative des séquences codantes, des génes de protéines.

7. Détection de clusters de genes de métabolites secondaires par outil online Antismash, et

analyse comparative des profiles de métabolites secondaires des souches retenues.

8. Synthese des données de 1’analyse comparative.
I1. Matériel et méthodes

Pour I’ensemble des analyses faites, une machine de type PC (4gb ram, 500gb SSD drive,
CPU Core 17 5600) avec systéme d’exploitation Windows 10 (64 bits, x64) a été utilisé. Pour
les applications sur Linux, le systéeme d’exploitation Biolinux ver. 08.0.7. a été utilisé en
I’installant sur une machine virtuel grace a 1’outil de virtualisation « Oracle VM VirtualBox »

ver. 5.2.12 1122591 (Qt5.6.2).
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1. Sélection des especes Streptomyces a analyser

Le genre Streptmyces est un genre riche en taxa. En effet on recense plus de 600 especes a ce
jour. Ce travail s’intéresse uniquement a celle en relation avec les plantes, et plus précisément,

ayant déja été décrites comme étant bénéfique pour les plantes.

Pour cette partie, nous avons ciblé les moteurs de recherche bibliographique suivant pour ne

retenir que les espéces ayant un effet PGPR :

e Pubmed
e Google Scholar
e Springer

e Science direct

En plus de ce premier critére, seules les souches ayant déja eu leur génome séquencé en entier

ont été retenues.

En plus de ces derniéres, d’autres souches d’espeéces Streptomyces spp. ont été choisie (ayant

un génomes complet) pour servir de références aux analyses comparatives.

Une fois le choix établi, les séquences de génomes ont ét€ obtenues a partir de la base de

données (genome database) du serveur NCBI :

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/genomes/

Les séquences des génomes ont été téléchargée sou formats Fasta, en prenant soin de vérifier
si il n’y a pas eu des erreurs de téléchargement en comparant le nombre de base affichées sur
MEGA7 une fois les fichiers ouverts, et le nombre de bases avancé dans le résumé des
génomes dans la page de téléchargement des séquences dans la base de donnée Genome du
serveur NCBI. Nous avons séparés les souches en deux groupes en fonction de leur mode de

vie/habitat :

Plant-related group : directement li¢ aux plantes (vérification bibliographique lors de la

s¢lection des souches), ce groupe contient les souches :

o Streptomyces coelicolor (Asz),
o Streptomyces lavendulae sub sp. laven MTCC 706
e Streptomyces griseochromogene ATCC14511
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o Streptomyces lydicus 101

o Streptomyces hygroscopicus sub. sp. liminens KCTC1717

o Streptomyces aureofaciens CCM 2339 = Kitasatospora aureofaciens CCM 2339
e Streptomyces griseus IFO13350

o Streptomyces lividans TK24

Non-related to plant group : n’ayant pas ou trés peu d’évidence de leurs relations avec les

plantes, ce groupe contient :

o Streptomyces rapamycinicus NRRL 5491

o Streptomyces venezuelae ATCC 15439

o Streptomyces parvulus 2297

o Streptomyces albolongus YIM101047 = Kitasatospora albolonga YIM101047
o  Streptomyces albus SM 254 = DSM 398

o  Streptomyces ambofaciens DSM 40697

o  Streptomyces atratus Zh16

o Streptomyces avermitilis MA-4680 = NBRC 14893
o Streptomyces collinus Tu 365

o Streptomyces formicae KY5

o  Streptomyces glaucesens GLA. O = DMS 40922

o  Streptomyces lunaelactis MM109

o Streptomyces peucetius ATCC 27952

Enfin, la souche E.coli SE15 fut sélectionnée en tant qu ‘outgroup pour enraciner les arbres de

phylogénie. Le tableau n°1 décrit ainsi les souches retenues.
2. Phylogénie par analyse du géne de PARNr 16S

Pour comprendre les liens de parenté génétique et génomique entre les souches de cette étude,

nous avons procédé¢ de plusieurs maniéres.
2.1. Etude phylogénétique par analyse du géne de ’ARNr 16S

Les séquences du géne de I’ARNr 16S de chaque souche ont été téléchargés a partir de la base
de données genome database du serveur NCBI, en affichant I’annotation du génome de

chaque souche, et en réglant I’affichage des données en optant pour un affichage des genes
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codant pour les ARNs seulement. Pour les souches dont I’annotation n’affiche pas les genes
des ARNSs, les séquences de génes des ARN ont été retrouvées dans la base de données

nucleotide du serveur NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/).

Une fois les séquences téléchargées en format FASTA, il s’est avéré qu’il y’avait plusieurs
copies du méme gene chez chaque souche. Un alignement par MUSCLE (Algorithme
UPGMA) sur progiciel MEGA7 (fig.1) nous a permis de différentier deux groupes de copies

dans chaque souche :

a. Un groupe de copies surreprésentées : c'est-a-dire des copies conformes d’une
séquence du gene de I’ARNr16S présente en sur nombre.

b. Un groupe de copies sous-représentées : c'est-a-dire, des copies conformes d’une
séquence du géne de ’ARNr 16S, qui ne ressemble pas a celle surreprésentée, et qui

est dupliquée en nombre relativement réduit par rapport a la séquence surreprésentées.
Exemple : Chez la souche S. formycae KYS5, il y’aurait 6 copies du géne de I’ARNr 168 :

* Deux copies d’une séquence

= Quatre copies d’une autre séquence, différente de la précédente.

Ce polymorphisme du méme geéne au sein du méme génome est appelé paralogie. Les copies

du méme geéne sont appelé paralogues.

— I a . . x . x . . . . . S

X M7: Alignment Explorer (Streptomyces_formicae_strain_KY5_ARNr_16s_1.fasta) — [m] X

Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help

DEEY =@amw o B yBX ¥ (BB« ¢ 84
DNA T Protein
j Species/Abbrv GroupName | *  **  FEExaEa *| ] *
| [1.Nz_cP022685.1:6795330-6796860 Streptomyces formicae strain KY5 chrom clllclclll.lll.l.llccl..c lcl ------- BEAcEARCEC -

2. NZ_CP022685.1:5312405-5313935 Streptomyces formicae strain KY5 chrom CHAEEcHECcE
3. NZ_CP022685.1:4550854-4552384 Streptomyces formicae strain KY5 chrom - -

=] |4. NZ_CP022685.1:3757019-3758549 Streptomyces formicae strain KY5 chrom - - - -l TccABc clclcc.lcc
| &g |5. NZ_CP022685.1:2079878-2081408 Streptomyces formicae strain KY5 chrom - EATccABcc@clcchicc@

Gcmace
6. NZ_CP022685.1:1378396-1379926_Streptomyces_formicae_strain_KY5_ch -TAGAAAEEAEETEATccABccEcAccETCce llllc llc EBlcc

< >

Site # 18 2 @with O wioGaps

EEmccmEEscmes - - - - - - - II CEAHEcEC -
lccllcc.clccllcc EEciEA

Figure 1. Alignement des 6 copies du géne de ’ARNr 16S de la souche S. formycae KYS5.
Les deux premieres copies sont semblables (copies sous représentées, au nombre de 2), tout

comme les quatre autre copies sont les mémes (copies surreprésentées, au nombre de 6).

Une fois les copies sous représentées et sur représentées séparées, nous avons procédé a une

analyse phylogénétique en se basant sur :

= Les copies sous représentées de chaque souches d’abord,

= Les copies surreprésentées de chaque souche
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= Les séquences consensus de chaque souche.

Pour ce qui est de I’obtention des séquences consensus, ce fut par alignement de toutes les
copies du gene de I’ARNr16S de chaque souche (par la méme méthode que celle de I’exemple
de S. formycae KY5 décrit plus haut), pour ne garder ensuite que les base aux sites conserveés

chez toutes les copies.

Les arbres phylogénétiques ont été construits par méthode UPGMA, avec une validation
statistique par bootstrap (1000 ré-échantillonnages). Pour un affichage décondensé, chaque

arbre est par la suite affiché en mode boosstrap consensus tree.
2.2. Etude phylogénomique

L’¢étude phylogénomique a été faite par deux approches, se basant sur le génome complet
pour faire une abstraction, permettant de réduire 1’information a I’essentiel permettant de

garder les signatures taxonomique de chaque taxa.
a. Par approche FFP

Dans le cas de la phylogénie prenant base sur les génomes, le plus grand challenge, est
d’ordre computationnel, et plus précisément: le temps de calcule. En effet, I’étude de
séquences de tailles importante de I’ordre du million de paires de bases, en passant par des
alignements de séquences rend les calcule difficiles, voire impossible a conduire avec des
machine de bureau. L’approche de la méthode FFP (feature frequency profile) ne se base pas
sur des alignements. D’ou son grand avantage par rapport aux méthodes classiques qui
nécessitent des alignements, permettant ainsi de conduire des études de phylogénie sur des
machines avec des puissances plutot réduite, au lieu de stations de calcules onéreuses,

justifiant ainsi notre choix.

Le FFP est une nouvelle méthode utilisée pour étudier la phylogénie du génome entier a partir
de k-mers. Dans cette méthode, le nombre de caractéristiques d’une longueur particuli¢re /
apparaissant dans un génome particulier est compté et assemblé dans un vecteur FFP. Les
FFP de différentes especes sont ensuite comparés a l'aide de la divergence de Jensen —
Shannon (JS ). Un arbre phylogénétique neighbourg joining « NJ » peut ainsi étre construit
sur la base de la matrice de distance résultante. Comparée a la méthode classique basée sur
l'alignement de séquences multiples (MSA4), la méthode FFP sans alignement permet de

comparer des régions géniques et non géniques du génome entier a une vitesse supérieure; il
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peut incorporer une grande variété de caractéristiques génomiques dans chaque comparaison,
notamment des délétions d'intron, des indels de séquence d'exon, des insertions d'éléments
transposables, des transversions de base dans des séquences de codage et quelques
modifications génomiques rares telles que des insertions d'éléments intercalés courts / longs

(SINE / LINE) (Sims et al., 2009).

Le programme une fois installée sur Biolinux, il a été utilisé sous le Terminal par des ordres

en Command Line (Fig.2).

Les séquences entieres du génome des 22 souches retenues ont été converties au format
multiFasta avant d'étre téléchargées dans FFP —3.1910, ou les différentes formes de partitions
du génome ont été comparées entre souches, et des arbres NJ ont été construits a partir de la
matrice de divergences de Jensen — Shannon de chaque type de partition du génome. En
suivant les recommandations du programme, nous avons utilisé les outils de ffpvocab et ffpre
pour trouver la plage de longueurs appropriée a utiliser (/ = 15 a finalement été choisi dans
I'analyse). Nous avons également procédé a I’amorcage (1000) pour évaluer 1’analyse
phylogénétique de la FFP. Le résultat de l'analyse a été importé dans dans MEGA 7 pour

afficher [’arbre NJ finale.

L'option de capture automatique du davier est activée. La machine virtuelle capturera donc le clavier a chaque fois que la fenétre de la machine virtuelle sera activée, et le davier sera inutilisable pour les autres programmes de votre vraie machine. Si le davier \J%

L2

Places
© Recent
A Home

"
@ Pictures 2 tfory L 15 .fasta
H videos

(@ Rubbish Bin

ffpcol | frpboot | ffprwn | ffpjsd -p specle.txt | ffptree » lasteree

Devices

@ computer

Figure 2. Usage du programme ffp-3.19 pour la phylogénomie, sous environnement

Biolinux en virtualisation par VirtualBox.
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b. Par approche UBCG

Comme le disent les concepteurs de cette méthode trés récente (Na et al., 2018), le géne de
I'"ARNr 16S a joué un role essentiel dans la taxonomie bactérienne en fournissant un cadre
phylogénétique universellement applicable. Cependant, ce géne unique ne contient qu'environ
1500 pb, ce qui limite de maniere inhérente la résolution de l'analyse. Dans I’approche
UBCG, qui est une approche multilocus, sont présentés l'ensemble des geénes centraux
bactériens qui couvrent tous les phylums, nommés UBCG (up-to-date bacterial core gene).
L’ensemble UBCG actuel a ¢été calculé en utilisant des génomes complets de 1492 espéces

couvrant 28 phylums, comprenant 92 genes (Fig. 3) (Na et al, 2018).
Les étapes de cette approche se présentent comme suit :

= Extraction d'UBCG a partir d'assemblages génomiques des 22 souches

= Alignement multiple de 92 séquences de genes

* Concaténation de 92 séquences de genes

= Filtrage des positions d'alignements multiples

= Analyse phylogénétique avec RAXML et FastTree

= Calcul de l'indice de support de géne (GSI) qui indique combien de geénes supportent

la branche dans I'arbre phylogénétique concaténé (nommé arbre UBCG).

Ce programme fut installé sur un systeme d’exploitation Biolinux, car nécessite un usage par
Command Line sur le Terminal des systémes d’exploitation de type linux (équivalent de

I’invité¢ de commandes sur systémes d’exploitation Windows).
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Figure 3: localisation des 92 genes pris en considération lors de ’analyse UBCG dans le

génome bactérien (a titre d’exemple) d’E. coli souche K12
3. Annotation des génomes

Pour éviter les disparités due a la nature de 1’outil utilisé, cette étude a pris en compte deux

moyens d’annotation des génomes :

e Par le serveur NCBI
e Parle serveur RAST
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Figure 4: Les étapes d’extraction des tables d’annotation de protéines a partir du
serveur NCBI. A : retrouver le génome de la souche en question, B, accéder au résumé de

I’assemblage et de 1’annotation et enfin C : téléchargement de la table de protéines encodées.
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3.1. Annotation par NCBI (NCBI Prokaryotic Genome Annotation Pipeline, « PGAP »)

Le pipeline d’annotation du génome procaryote (PGAP) NCBI a été congu pour annoter les
génomes bactériens et archaéens (chromosomes et plasmides). L'annotation du génome est un
processus a plusieurs niveaux qui inclut la prédiction de génes codant pour des protéines,
ainsi que d'autres unités génomiques fonctionnelles telles que les ARN structurels, les ARNt,
les petits ARN, les pseudogenes, les régions de controle, les répétitions directes et inversées,
les séquences d'insertion, les transposons et autres ¢léments mobiles. NCBI a développé un
pipeline d'annotation automatique du génome procaryote qui combine des algorithmes de
prédiction génique ab initio avec des méthodes basées sur 'homologie. La premiére version
du pipeline NCBI Prokaryotic Genome Automatic a été développée en 2001 et est
réguliecrement mise a niveau pour améliorer la qualité des annotations structurelles et
fonctionnelles (Haft et al., 2018, Tatusova., et al 2016). Des améliorations récentes utilisent
des modéles de Markov cachés (HMM) avec un profil protéique organisé, y compris
TIGRFAMS et de nouveaux HMM pour les protéines de résistance aux antimicrobiens, et des
architectures de domaine complexe organisées pour une annotation fonctionnelle améliorée
des protéines. Le pipeline d'annotations de NCBI dépend de plusieurs bases de données
internes et n'est actuellement pas téléchargeable ni utilisable en dehors de I’environnement du

serveur NCBL

Dans le cas de cet outils, tout les génomes déja présents dans la base de donnée GENOME
sont déja annoté, il ne reste plus qu’a téléchargé le format adéquat de donnée voulues. Dans la
présente étude, seuls les tables de protéines ont été téléchargées, en formats .txt*, pour servir
de matieére premicre a 1’analyse comparative des protéines encodés par les génomes des

souches sélectionnées (Fig.4).
3.2. Annotation par RAST (Rapid Annotation using the Subsystems Technology)

RAST est un service entierement automatisé pour annoter les génomes bactériens et archés.
Le service identifie les génes codant les protéines, les ARNr et les ARNt, attribue des
fonctions aux genes, prédit quels sous-systémes sont représentés dans le génome, utilise ces
informations pour reconstruire le réseau métabolique et permet aux utilisateurs de télécharger
facilement le résultat. De plus, le génome annoté peut étre parcouru dans un environnement
prenant en charge l'analyse comparative avec les génomes annotés conservés dans
I'environnement du serveur SEED. Le service rend normalement le génome annoté disponible

dans les 12 a 24 heures suivant la soumission.
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Figure 5 : les étapes d’obtention des tables d’annotation sur Rast (tous les fichiers) et des
Sous-systémes a part. A : acces au site, apres création d’un compte, B : jobs d’annotation en
cours, C : téléchargement des résultats globaux, D : visualisation des résultats et acces a la
table des sous-systémes, E : téléchargement de la table des sous-systémes.
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Le Genome viewer inclus dans RAST prend en charge la comparaison détaillée avec génomes
existants, détermination des geénes que le génome a des points communs avec des ensembles
spécifiques de génomes (ou genes qui distinguent le génome de ceux d'un ensemble de
génomes existants), la possibilit¢ d'afficher le contexte génomique autour de genes
spécifiques et la possibilité de télécharger les informations et les annotations pertinentes a

volonté.

Cet outil a été sélectionné pour compléter 1’outil d’NCBI, comme un complément
d’annotation, qui en plus permet de visualiser de maniére résumé les résultats de I’annotation,

en rassemblant les résultats sous forme de sous-systémes (Ramy et al, 2008).

L’outil RAST nécessite un compte sur le serveur. Une fois avoir eu 1’accés au compte créer,
les génomes a annoter peuvent étre uploadés un par un. Aprés environ 24h, ont obtient les
résultats de 1’annotation, sous diverse formats de fichiers (GenBank, FASTA, GFF3, Excel,

etc), qui seront par la suite employés pour 1’étude comparative (Fig. 5).
4. Visualisation des génomes apreés annotation

Pour un rendu visuel simple et informatif, deux programmes sous environnement Java ont été

utilisés : DNAplotter et BRIG.
4.1. visualisation individuel de chaque génome de souches retenues par DNAplotter

DNAPIotter peut étre utilisé pour générer des images de cartes d’ADN circulaires et linéaires
afin d’afficher des régions et des caractéristiques intéressantes. Les images peuvent é&tre
insérées dans un document ou imprimées directement. Comme cela utilise Artemis, il peut lire
les formats de fichiers courants EMBL, GenBank et GFF3

(https://www.sanger.ac.uk/science/tools/dnaplotter) (Carver et al., 2009).

A partir des séquences .gbk* générées par 1’annotation par RAST, nous avons pu illustrer les

génomes via le programme DNAplotter, en affichant :

e Le squelette ADN (en noir, avec les positions des bases)

e Le contenu GC (GC plot, ocre/violet)

e Le GC-skew (gris/bleu ciel)

e Les CDS (coding sequences, séquences codantes) forward (en bleu)

e Les CDS reverse (en rouge)
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Les ARNr (en vert claire)
Les ARNt (en rose vif)

Chaque génome a été représenté dans une image a part.

4.2. visualisation condensée des génomes des souches retenues par BRIG

BRIG est une application gratuite multi plateforme (Windows / Mac / Unix) capable

d'afficher des comparaisons circulaires entre un grand nombre de génomes, en mettant

l'accent sur la gestion des données d'assemblage du génome. L'application est disponible a

l'adresse suivante: http://sourceforge.net/projects/brig (Alikhan et al., 2011).

Cette application a plusieurs fonctionnalités de :

[ustration de la similitude entre une séquence de référence centrale et d'autres
séquences sous forme d'anneaux concentriques.

BRIG effectue toutes les comparaisons et analyses de fichiers BLAST
automatiquement via une interface graphique simple.

Les limites de contig et la couverture de lecture peuvent étre affichées pour les
génomes brouillons; des graphiques personnalisés et des annotations peuvent étre
affichés.

En utilisant un ensemble de geénes défini par l'utilisateur comme entrée, BRIG peut
afficher la présence, 1'absence, la troncature ou la variation de séquence d'un géne dans
un ensemble de génomes complets, de génomes de brouillon ou méme de données de
séquence brutes non assemblées.

BRIG accepte également les fichiers de mappage-lecture au format SAM permettant la
comparaison simultanée de régions génomiques présentes dans des données de

séquence non assemblées provenant de plusieurs échantillons (Alikhan et al., 2011).

Dans le cas de notre étude, 1’outil BRIG a été utilisé pour une comparaison visuelle des

génomes des diverses souches en questions, en suivant les étapes décrites par le concepteur.

L'analyse passe par une configuration des informations affichées sur chacun des
anneaux concentriques dans BRIG. Créez les 22 anneaux, pour chaque anneau:

1. Définir le texte de la 1égende pour chaque anneau

2. Sélectionner les séquences requises dans le pool de données et cliquer sur

«ajouter des données» pour les ajouter a la liste des anneaux.
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3. Choisir une couleur
4. Définir les seuils d’identité supérieure (90) et inférieure (70) lors de I’analyse
par Blast.
5. Cliquer sur «ajouter un nouvel anneau» et répétez les étapes pour chaque
nouvel anneau requis.
Remarque : Lorsque un fichier Genbank / EMBL est utilis¢ comme référence, les utilisateurs

peuvent choisir d'utiliser la séquence protéique ou nucléotidique.

La derniere fenétre nous permet de changer les options de BLAST, I’emplacement du fichier
image et définir le titre de 1'image, qui apparaitra au centre des anneaux générés. Le Blast
utilisé est une version offline, qui doit étre installée indépendamment de la présence de

I’exécutable du programme BRIG. Nous avons opté pour la version Blast-2.4.0+.

NB : pour des raisons d’affichage, le plus petit génome de notre sélection a été pris pour
anneau central dans cette analyse, c'est-a-dire celui de la souche : Kitasatospora aureofaciens
DMI (6,8 MB). Pour la souche S. hygroscopicus, vu son chromosome divisé en deux partie,
avant de lancer 1’analyse par BRIG, les deux partie de son génome ont été concaténées pour
avoir une seule séquence. Le programme BRIG ne répond pas aux fichiers dont le chemin
contient des espaces. Pour cela, il faut prendre la peine de renommer les chemins de maniére a

ce qu’il n’y ait pas d’espaces.
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Figure 6 : Utilisation de I’outil BRIG pour une comparaison graphique des génomes. A :
réglage des paramétres, B : choix des données a analyser, C : parameétre du rendu graphique
des anneaux.
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5. Détection des clusters de genes de métabolites secondaire par outils antiSMASH

Pour ce qui est des genes impliqués dans le métabolisme secondaire, 1’outil online

antiSMASH, meilleur plateforme de ce genre, fut sélectionné.

antiSMASH permet I'identification, I'annotation et 1'analyse rapides a 1'échelle du génome de
groupes de geénes de biosynthése de métabolites secondaires dans des génomes bactériens et
fongiques. Il inteégre et entretient des liaisons croisées avec un grand nombre d'outils d'analyse
de métabolites secondaires in silico déja publiés. antiSMASH est alimenté par plusieurs outils
open source: NCBI BLAST +, HMMer 3, Muscle 3, Glimmer 3, FastTree, TreeGraph 2,
Indigo-depict, PySVG et JQuery SVG (Tilmann et al., 2015) (Fig. 7).

Chaque génome des souches retenues ont été uploadés aprés dans le serveur du site
d’antiSMASH, séparément. Une fois le job fini, le serveur alerte les utilisateurs via leur mail.
Les résultats sont organisés sous forme de nombre (pour ainsi désigner 1’ordre des clusters) et

des couleurs différentes (pour des types de métabolites secondaires différents).

Concernant cette partie, nous nous sommes focalisés sur les clusters de genes affichant un
taux de similarité avec les génes des bases de données interrogés d’au moins 60%. Les profils

obtenus serviront par ailleurs a comparer les potentialités des souches sélectionnées.

NB : les parametres par défaut de I’analyse par outil antiSMASH ont été utilisés sans

modification.
€ 3 O @ | B bupsyjentemahsscondaymetsboiesorsy it I
Server siatus: MNudectide mput Results for existing job
- Fast mode available!
Long quewe? Just
Running jobs: B need the chuster
Search a genome sequence fior secondary metabolite biosynthetic gene clusters Load sample input detecion? Check oul
Quevedjobs:  IED —— " the fast mode to get a
Ozt job in queue - = : cluster detection only
T MNotification settings anabysis i loss han g
Bcaall core Email address (optional)
Jobs processed
Data input
Upload file Ged from NCBI1 NCE| acc # NCBI accession number of desired seque
Analysis optlions
ClusterFinder off Use ClusterFinder algorithm for BGC border prediction off
Extra features ssof  Alon
H KnownClusterBlast [ ClusterBlast [ SubClusterBlast

Figure 7 : Overview du serveur antiSMASH
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6. Analyse comparative

L’analyse comparative a porté sur les résultats de :

e [’annotation par outil NCBI

e [’annotation par outil RAST

C’est en préparant des listes des traits génomiques de chaque souche de cette analyse, qu’on
procede a un affichage des disparités et des ressemblances (quantitatives) par un diagramme

de Venn, grace a une application dédiée a cet effet.

Pour ce qui est des comparaisons d’ordre qualitatives, ce fut par le biais d’un curage manuel

que I’on a pu faire la synthése des points communs, et des divergences.
Rappel : Pour cette partie comparative, les souches ont été divisées en deux groupes :

Plant-related group : directement 1i¢ aux plantes (vérification bibliographique lors de la

sélection des souches), ce groupe contient les souches :

o Streptomyces coelicolor (Asz),

o Streptomyces lavendulae sub sp. laven MTCC 706

o Streptomyces griseochromogene ATCC14511

o Streptomyces lydicus 101

o Streptomyces hygroscopicus sub. sp. liminens KCTC1717

o Streptomyces aureofaciens CCM 2339 = Kitasatospora aureofaciens CCM 2339
e Streptomyces griseus IFO13350

o Streptomyces lividans TK24

Non-related to plant group : n’ayant pas ou trés peu d’évidence de leurs relations avec les

plantes, ce groupe contient :

o Streptomyces rapamycinicus NRRL 5491
o  Streptomyces venezuelae ATCC 15439
o Streptomyces parvulus 2297
o Streptomyces albolongus YIM101047 = Kitasatospora albolonga YIM 101047
o Streptomyces albus SM 254 = DSM 398
o  Streptomyces ambofaciens DSM 40697
o  Streptomyces atratus Zh16
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o Streptomyces avermitilis MA-4680 = NBRC 14893
o Streptomyces collinus Tu 365
o Streptomyces formicae KY5
o  Streptomyces glaucesens GLA. O = DMS 40922
o  Streptomyces lunaelactis MM109
Streptomyces peucetius ATCC 27952

6.1. Comparaison des tables de séquences codantes (CDS) obtenues par annotation via

RAST

Les résultats de I’annotation RAST une fois obtenue, le fichier .tsv contenant la table
d’annotation est formaté sous Excel pour en extraire seulement les CDS (toutes séquences
codantes), et les sauvegarder dans un autre fichier Excel (.xIsx*) prét a I'usage en

comparaison, et ce pour tous les génomes.

La comparaison est réalisée par outil VennPainter. VennPainter est un programme permettant
de décrire des ensembles uniques et partagés de listes de génes et de générer des diagrammes
de Venn, en utilisant le framework Qt C ++. Le logiciel produit des diagrammes Classic
Venn, Edwards ’Venn et Nested Venn et permet huit ensembles en mode graphique et 31
ensembles en mode de traitement de données uniquement. En comparaison, les programmes
précédents produisent des diagrammes de type Classic Venn et Edward’s Venn et permettent
un maximum de six jeux. Le logiciel intégre des fonctionnalités conviviales et fonctionne
sous Windows, Linux et Mac OS. Son interface graphique ne nécessite pas qu'un utilisateur
posséde des compétences en programmation. Les utilisateurs peuvent modifier le contenu du
diagramme pour un maximum de huit jeux de données en raison de la sortie Scalable Vector
Graphics. VennPainter peut fournir des résultats de sortie dans des formats verticaux,
horizontaux et matriciels, ce qui facilite le partage des jeux de données nécessaires pour une
identification plus poussée des genes candidats. Les utilisateurs peuvent obtenir des listes de
genes a partir d'ensembles partagés en cliquant sur les numéros du diagramme. Ainsi,
VennPainter est un programme puissant, multi-plateforme et puissant, facile a utiliser, qui
fournit un outil plus complet d'identification de génes candidats et de visualisation des

relations entre génes ou familles de génes dans une analyse comparative (Lin et al., 2016)

(Fig. 8).

34



IZIGSRUEIG|ISE [MATERIEL ET METHODES]

& VennPainter - X
Files(F) Setting(S) Help(H)
A= 940 &l

Simple Workflow for VennPainter
Step 1. Open files with "Files"->"Open files".
Step 2. Save image with "Files"->"Save image”
Step 3. Save data for downstream analyze with “Files"->"Save data”

More detail please sec User Manuale

Classical Venn Edvards' Vemn Nested Venn

Figure 8 : Overview du programme VennPainter

VennPainter a été utilisé pour la comparaison des souches du groupe « plant-related ». Pour
ce qui est de I’autre groupe, vu le nombre de souches (donc de listes) qui dépasse le 8 (limites
supérieur de fichiers traitables par VennPainter), nous avons utilis¢ un outil online :
VennDiagram (du portail Bioinformatics and evolutionnary genomics, de 1’université de
Ghent), qui permet d’aller jusqu’a 30 liste, toutefois sans génération de graphique (analyse

des listes, et output sous forme de tableaux) (Fig. 9). Voici le lien de cet outil :

http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/

« 5> Q@ @ bicinformatics.psb.ugent.be/cgi-bin/liste/Venn/calculate_venn. htpl B 9% L INn@m =

PeoPLE RESEARCH GENOMES PuBLICATIONS SOFTWARE Joss LInks INTRANET PRrEss

i W Bioinfi ti
Calculate and draw custom Venn diagrams 4 Soiiitionary
............................................... m, Srobition:

Input files:

List names number of elements. number of unique elements
E coli 10943 3873

K albolonga 10043 2642

K aureofaciens 10043 2260

Overall number of unique elements 6134

Image result:

E coli K albolonga

Figure 9 : Exemple de rendu sur I’outil online VennDiagram de ’universté de Ghent
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6.2. Comparaison des tables de protéines encodées obtenues par annotation via NCBI

Selon le méme principe et la méme motivation, les tables de protéines obtenues a partir de
I’annotation via NCBI ont été utilisé, aprés formatage et insertion dans 1’outil VennPainter et
VennDiagram pour souligner les ressemblances et les différences entres les génomes des

souches au plan « protéines encodées ».

6.3. Comparaison des tables de sous-systémes (Subsystems) obtenues par annotation via
RAST

Un sous-systtme est un ensemble de rdles fonctionnels qu'un annotateur a décidé de
considérer comme liés. Fréquemment, les sous-systémes représentent la collection de rdles
fonctionnels qui constituent une voie métabolique, un complexe (par exemple le ribosome) ou
une classe de protéines (par exemple des protéines de transduction de signal a deux

composants dans Staphylococcus aureus) (Ramy et al, 2008).

Pour avoir une idée sur les ressemblances métabolique entre les souches des deux groupes
retenues, nous avons préparé les tables des sous-systémes en format .txt* pour ensuite les

analyser sous VennPainter et VennDiagram.
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Tableau n°1 : Description des souches de retenues pour I’étude comparative des génomes.

Nom de I’espéce Souche Milieu Statut Numéro Localisation Publication

d’isolement du génome | d’accession géographique | Du génome

Streptomyces collinus Tu365 Le sol Fini PRINA171216 | Kouroussa Riickert et al., 2013
(Guinée)

Escherichia coli* SE15 les matieres fécales Fini PRJDA19053 - Toh et al., 2009

d'un adulte
Kitasatospora albolonga YIM101047 | Sol Fini PRINA381279 | - Labeda et al., 2017
Kitasatospora aureofaciens DM-1 Sol Fini PRINA381130 | Chine: Hebei Labeda et al., 2017
Streptomyces albus Sol Fini PRINA271625 Japon Myronovskyi et al 2018
Streptomyces ambofaciens DSM40697 Sol Fini PRINA298666 | Italie :Rome Thibessard et al., 2016
Streptomyces atratus SCSIOZH16 | Sol Fini PRINA436062 - Lietal., 2018
Streptomyces avermitilis NBRC14893 | Sol Fini PRINA189 - Ikeda et al., 2013
Streptomyces coelicolor A3(2) Sol Fini PRINA242 - O'Rourke et al., 2008
Streptomyces formicae KY5 Fourmis Fini PRINA396953 Kenya Qin et al 2017
Streptomyces glaucescens GLA.O Sol Fini PRINA260814 - Rockser et al., 2008
Streptomyces griseochromogenes ATCCI14511 Fini PRINA307132 | - Wu, Chen et Feng, 2017.
Streptomyces griseus subsp. griseus NBRC13350 Fini PRIDA20085 - Ohnishi et al.,2008

Hirano et al.,2008

Streptomyces hygroscopicus_subsp. limoneus KCTC1717 Sol Fini PRINA302679 - Hang et Shuang, 2012
Streptomyces lavendulae subsp. lavendulae CCM3239 Sol Fini PRINA407779 | - Bekeova et al., 2015
Streptomyces lividans TK24 Sol Fini PRINA224116 - Cruz-Morales et al., 2013
Streptomyces lunaelactis MMI109 Grotte Fini PRINA430192 - Naome et al., 2018
Streptomyces lydicus 103 Sol Fini PRINA341548 Chine: Tianjin Jia etal., 2017
Streptomyces parvulus 2297 Ecosystéme de Fini PRINA320204 - Nishizawa, 2016

mangrove
Streptomyces peucetius ATCC27952 | Sol Fini PRINA394648 | - Dhakal et al., 2018
Streptomyces rapamicinicus NRRL5491 Sol Fini PRINA207502 - Baranasic et al., 2013
Streptomyces venezuelae ATCC15439 | Sol Fini PRINA298854 - Jingxuan He et al., 2016

* . la souche E. coli SE15 a été retenue comme outgroup pour les analyses de phylogénie.
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Résultats et discussion

1. Visualisation des génomes des Streptomyces spp. analysées

L’outil DNAplotter nous a permis de représenter les génomes des souches retenues sous
formes d’anneaux (de la Fig.10 a la Fig.32), permettant ainsi une abstraction des données

basiques relative aux propriétés de chaque génome.

Celui de la souche E. coli SE 15 a été représenté par la méme occasion, pour servir de

référentiel, étant I’espece bactérienne la plus étudiée.

Lors du paramétrage du programme, nous avons chois de représenter les séquences codantes
forward en bleu et reverse en rouge ; les genes codants pour les ARNr en rose, ceux des ARNt

en vert.

Le plus petit des génomes étudié, est celui de la souche Kitasatospora aureofaciens DM1 (6,8
Mb), alors que le plus grand se trouve étre celui de la souche Streptomyces rapamycinicus
NRRL5491 (12,7 Mb), ce qui est exceptionnel pour un procaryote (plus que celui de
Saccharomyces cerevisae), alors que la moyenne des génomes se trouve étre aux alentours
des 8-9 Mb.

Les génomes des souches représentées affichent des séquences codantes aussi nombreuses en
forward qu’en reverse, révélant ainsi une richesse du génome, qui est une caractéristique

connu du genre Streptomyces.

Lors du curage des bases de données génomiques, nous nous sommes apercue que la souche
S. hygroscopicus avait deux chromosomes, I’un étant plus grand que I’autre (8,6 et 1,8 Mb),

ils sont représentés dans les figures 23 et 24.

Il est a retenir que les disparités des tailles des génomes semblent sans relation avec 1’origine

des souches.
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. Les CDSreverse
. Les CDS (coding sequences, séquences codantes ) forward

. Le squelette ADN (avec les positions des bases)

Figure 10: représentation du génome de la souche E. coli SE15 avec le programme
DNAplotter. La clé de la figure présente les légendes : le squelette ADN (en noir, avec les
positions des bases); le contenu GC (GC plot, ocre/violet) ; le GC-skew (gris/bleu ciel) ; les
CDS (coding sequences, séquences codantes) forward (en bleu) ; les CDS reverse (en rouge) ;
les ARNr (en vert claire) ; les ARNt (en rose vif).
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Figure 11: représentation du génome de la souche Kitasatospora aureofaciens DM-1 avec
le programme DNAplotter. La clé de la figure présente les Iégendes : le squelette ADN (en
noir, avec les positions des bases); le contenu GC (GC plot, ocre/violet) ; le GC-skew
(gris/bleu ciel) ; les CDS (coding sequences, séquences codantes) forward (en bleu) ; les CDS
reverse (en rouge) ; les ARNTr (en vert claire) ; les ARNt (en rose vif).
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Figure 12: représentation du génome de la souche Kitasatospora_albolonga Y1M101047
avec le programme DNAplotter. La clé de la figure présente les Iégendes : le squelette ADN
(en noir, avec les positions des bases); le contenu GC (GC plot, ocre/violet) ; le GC-skew
(gris/bleu ciel) ; les CDS (coding sequences, séquences codantes) forward (en bleu) ; les CDS
reverse (en rouge) ; les ARNr (en vert claire) ; les ARNt (en rose vif).
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Figure 13: représentation du génome de la souche Sreptomyces albus DSM 41398 avec le
programme DNAplotter. La clé de la figure présente les légendes : le squelette ADN (en
noir, avec les positions des bases); le contenu GC (GC plot, ocre/violet) ; le GC-skew
(gris/bleu ciel) ; les CDS (coding sequences, séquences codantes) forward (en bleu) ; les CDS
reverse (en rouge) ; les ARNr (en vert claire) ; les ARNt (en rose vif).
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Figure 14: représentation du génome de la souche S. ambofaciens DSM40697 avec le
programme DNAplotter. La clé de la figure présente les légendes : le squelette ADN (en
noir, avec les positions des bases); le contenu GC (GC plot, ocre/violet) ; le GC-skew
(gris/bleu ciel) ; les CDS (coding sequences, séquences codantes) forward (en bleu) ; les CDS
reverse (en rouge) ; les ARNTr (en vert claire) ; les ARNt (en rose vif).
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Figure 15: représentation du génome de la souche S. atratus SCSIOZH16 avec le
programme DNAplotter. La clé de la figure présente les légendes : le squelette ADN (en
noir, avec les positions des bases); le contenu GC (GC plot, ocre/violet) ; le GC-skew
(gris/bleu ciel) ; les CDS (coding sequences, séquences codantes) forward (en bleu) ; les CDS
reverse (en rouge) ; les ARNr (en vert claire) ; les ARNt (en rose vif).
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Figure 16: représentation du génome de la souche S. avermitilis NBRC14893 avec le
programme DNAplotter. La clé de la figure présente les légendes : le squelette ADN (en
noir, avec les positions des bases); le contenu GC (GC plot, ocre/violet) ; le GC-skew
(gris/bleu ciel) ; les CDS (coding sequences, séquences codantes) forward (en bleu) ; les CDS
reverse (en rouge) ; les ARNr (en vert claire) ; les ARNt (en rose vif).
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Figure 17: représentation du génome de la souche S. celiocolor (A3)2 avec le programme
DNAplotter. La clé de la figure présente les légendes : le squelette ADN (en noir, avec les
positions des bases); le contenu GC (GC plot, ocre/violet) ; le GC-skew (gris/bleu ciel) ; les
CDS (coding sequences, séquences codantes) forward (en bleu) ; les CDS reverse (en rouge) ;
les ARNr (en vert claire) ; les ARNt (en rose vif).
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Figure 18: représentation du génome de la souche S. collinus Tu365 avec le programme

DNAplotter. La clé de la figure présente les légendes : le squelette ADN (en noir, avec |
positions des bases); le contenu GC (GC plot, ocre/violet) ; le GC-skew (gris/bleu ciel) ; |
CDS (coding sequences, séquences codantes) forward (en bleu) ; les CDS reverse (en rouge
les ARNr (en vert claire) ; les ARNt (en rose vif).
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Figure 19: représentation du génome de la souche S. formicae KY5 avec le programme
DNAplotter. La clé de la figure présente les légendes : le squelette ADN (en noir, avec les
positions des bases); le contenu GC (GC plot, ocre/violet) ; le GC-skew (gris/bleu ciel) ; les
CDS (coding sequences, séquences codantes) forward (en bleu) ; les CDS reverse (en rouge) ;
les ARNr (en vert claire) ; les ARNt (en rose vif).
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Figure 20: représentation du génome de la souche S. glaucesens GLA.O avec le
programme DNAplotter. La clé de la figure présente les légendes : le squelette ADN (en
noir, avec les positions des bases); le contenu GC (GC plot, ocre/violet) ; le GC-skew
(gris/bleu ciel) ; les CDS (coding sequences, séquences codantes) forward (en bleu) ; les CDS
reverse (en rouge) ; les ARNr (en vert claire) ; les ARNt (en rose vif).
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Figure 21: représentation du génome de la souche S. griseochromogenes ATCC14511
avec le programme DNAplotter. La clé de la figure présente les Iégendes : le squelette ADN
(en noir, avec les positions des bases); le contenu GC (GC plot, ocre/violet) ; le GC-skew
(gris/bleu ciel) ; les CDS (coding sequences, séquences codantes) forward (en bleu) ; les CDS
reverse (en rouge) ; les ARNr (en vert claire) ; les ARNt (en rose vif).
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Figure 22: représentation du génome de la souche S. griseus NBRC13350 avec le
programme DNAplotter. La clé de la figure présente les légendes : le squelette ADN (en
noir, avec les positions des bases); le contenu GC (GC plot, ocre/violet) ; le GC-skew
(gris/bleu ciel) ; les CDS (coding sequences, séquences codantes) forward (en bleu) ; les CDS
reverse (en rouge) ; les ARNr (en vert claire) ; les ARNt (en rose vif).
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Figure 23: représentation du génome de la souche S. hygroscopicus KCTC1717
chromosome 1, avec le programme DNAplotter. La clé de la figure présente les légendes :
le squelette ADN (en noir, avec les positions des bases); le contenu GC (GC plot,
ocre/violet) ; le GC-skew (gris/bleu ciel) ; les CDS (coding sequences, séquences codantes)
forward (en bleu) ; les CDS reverse (en rouge) ; les ARNt (en rose vif).
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Figure 24: représentation du génome de la souche S. hygroscopicus KCTC1717
chromosome 2, avec le programme DNAplotter. La clé de la figure présente les légendes :
le squelette ADN (en noir, avec les positions des bases); le contenu GC (GC plot,
ocre/violet) ; le GC-skew (gris/bleu ciel) ; les CDS (coding sequences, séquences codantes)
forward (en bleu) ; les CDS reverse (en rouge) ; les ARNr (en vert claire) ; les ARNt (en rose
vif).
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Figure 25: représentation du génome de la souche S. lavendulae CCM3239, avec le
programme DNAplotter. La clé de la figure présente les légendes : le squelette ADN (en
noir, avec les positions des bases); le contenu GC (GC plot, ocre/violet) ; le GC-skew
(gris/bleu ciel) ; les CDS (coding sequences, séquences codantes) forward (en bleu) ; les CDS
reverse (en rouge) ; les ARNr (en vert claire) ; les ARNt (en rose vif).
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Figure 26: représentation du génome de la souche S. lividans TK24, avec le programme
DNAplotter. La clé de la figure présente les légendes : le squelette ADN (en noir, avec les
positions des bases); le contenu GC (GC plot, ocre/violet) ; le GC-skew (gris/bleu ciel) ; les
CDS (coding sequences, séquences codantes) forward (en bleu) ; les CDS reverse (en rouge) ;
les ARNr (en vert claire) ; les ARNt (en rose vif).
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Figure 27: représentation du génome de la souche S. lunaelactis MM109, avec le
programme DNAplotter. La clé de la figure présente les légendes : le squelette ADN (en
noir, avec les positions des bases); le contenu GC (GC plot, ocre/violet) ; le GC-skew
(gris/bleu ciel) ; les CDS (coding sequences, séquences codantes) forward (en bleu) ; les CDS
reverse (en rouge) ; les ARNr (en vert claire) ; les ARNt (en rose vif).
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Figure 28: représentation du génome de la souche S. lydicus 103, avec le programme
DNAplotter. La clé de la figure présente les légendes : le squelette ADN (en noir, avec les
positions des bases); le contenu GC (GC plot, ocre/violet) ; le GC-skew (gris/bleu ciel) ; les
CDS (coding sequences, séquences codantes) forward (en bleu) ; les CDS reverse (en rouge) ;
les ARNr (en vert claire) ; les ARNt (en rose vif).
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Figure 29: représentation du génome de la souche S. parvalus 2297, avec le programme
DNAplotter. La clé de la figure présente les légendes : le squelette ADN (en noir, avec les
positions des bases); le contenu GC (GC plot, ocre/violet) ; le GC-skew (gris/bleu ciel) ; les
CDS (coding sequences, séquences codantes) forward (en bleu) ; les CDS reverse (en rouge) ;
les ARNr (en vert claire) ; les ARNt (en rose vif).
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Figure 30: représentation du génome de la souche S. peucetius ATCC27952, avec le
programme DNAplotter. La clé de la figure présente les légendes : le squelette ADN (en
noir, avec les positions des bases); le contenu GC (GC plot, ocre/violet) ; le GC-skew
(gris/bleu ciel) ; les CDS (coding sequences, séquences codantes) forward (en bleu) ; les CDS
reverse (en rouge) ; les ARNr (en vert claire) ; les ARNt (en rose vif).
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Figure 31: représentation du génome de la souche S. rapamycinicus NRRL5491, avec le
programme DNAplotter. La clé de la figure présente les légendes : le squelette ADN (en
noir, avec les positions des bases); le contenu GC (GC plot, ocre/violet) ; le GC-skew
(gris/bleu ciel) ; les CDS (coding sequences, séquences codantes) forward (en bleu) ; les CDS
reverse (en rouge) ; les ARNr (en vert claire) ; les ARNt (en rose vif).
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Figure 32: représentation du génome de la souche S. venuzualae ATCC15439, avec le
programme DNAplotter. La clé de la figure présente les légendes : le squelette ADN (en
noir, avec les positions des bases); le contenu GC (GC plot, ocre/violet) ; le GC-skew
(gris/bleu ciel) ; les CDS (coding sequences, séquences codantes) forward (en bleu) ; les CDS
reverse (en rouge) ; les ARNr (en vert claire) ; les ARNt (en rose vif).
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2. Phylogénie par analyse du géne de ’ARNr 16S

2.1. Etude phylogénétique par analyse du géne de PARNr 16S

L’arbre phylogénétique des copies sous représenté est illustré dans la figure 33 ci-dessous.

Celui des copies surreprésentées est illustré dans la figure 34 et enfin, les séquences

consensus ont eté phylogénétiquement représentées dans la figure 35.
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Figure 33: Arbre phylogénétique a partir des séquences du géne de ’ARNYr16S (copies
sous représentées) (boostrap consensus tree). L'histoire évolutive a été déduite par la
méthode UPGMA. L'arbre de consensus de bootstrap déduit de 1 000 réplicats est consideré
comme représentant I'historique de I'évolution des taxons analysés. Le pourcentage d'arbres
de replication dans lesquels les taxons associes se sont regroupés dans le test d'amorcage (1
000 réplicats) est indiqué a coté des branches. Les distances d'évolution ont été calculées a
I'aide de la méthode de Maximum Composite Likelihood et sont exprimées en unités du
nombre de substitutions de base par site. L'analyse a porté sur 22 séquences de nucléotides.
Toutes les positions contenant des lacunes et des donneées manquantes ont été eliminées. Des
analyses evolutives ont été menées dans MEGA7.
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Figure 34: Arbre phylogénétique a partir des séquences du géne de ’ARNr16S (copies
surreprésentées) (bootstrap consensus tree). L'histoire évolutive a été déduite par la
méthode UPGMA. Les mémes parametres que ceux de I’arbre précédent ont été pris en

considération.
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Figure 35 : Arbre phylogénétique a partir des séquences du géne de I’ARNr16S
(séquences consensus) (bootstrap consensus tree). L'histoire évolutive a eté déduite par la
méthode UPGMA. L'arbre Les mémes parametres que ceux des arbres précédents ont été pris

en considération.
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L’analyse phylogénétique des souches Streptomyces spp. retenues, a aboutie a des résultats

divergents, en fonction de 1’approche, par rapport aux sequences des ARNr16S employeées.

En effet, les trois arbres n’affichent pas les méme positions pour les mémes taxa, d’une part,
et d’autre part les clades ne sont pas les mémes, avec des valeurs de bootsrap hétérogenes,

d’un arbre a ’autre.

Entre ’arbre des copies sous-représentées, et surreprésentées, la souche S. griseochromogenes

n’est pas dans le méme clade (tantot avec S. hygroscopicus, tantot avec S. avermitilis).

Toutefois, c’est bien I’arbre inféré a partir des séquences consensus (par alignement) qui a

donné la meilleur résolution par analyse du géne de I’ARNr 16S.

2.2. Etude phylogénomique
a. Par approche FFP

L’approche FFP est de nos jours une approche de choix, car elle prend base sur le génome

complet d’une part, et d’autre part elle ne nécessite pas de fastidieux alignement.

Les Streptomyces sont connues pour étre un groupe taxonomique non résolu par ARNr16S.
En effet, la seule analyse de ce géne est insuffisante pour inférer correctement les positions

taxonomique des membres de ce tres large genre.

La figure 36 représente les résultats de 1’analyse par FFP conduite sous Biolinux pour

I’occasion (car c¢’est un programme fonctionnant en commande Line).

Il s’est avéré que les résultats obtenus par cette approche sont bien meilleure que la
précédente, en terme de résolution des positions des taxa. En effet, la délinéation entre les

souches est claire, sans ambiguité, par rapport a ceux des arbres par ARNr 168S.

Par exemple, S. griseochromogenes se détache nettement de S. avermitilis ou de S.

hygroscopicus.

Seules les souches des espéces S. lydicus, K. aureofaciens, S avermitilis, S. formicae, S. albus,

K. albolonga nécessitent une meilleure approche.

63



EEIEREUO[IEN [RESULTATS ET DISCUSSION]

Streptomyces peucetius subsp. caesiusATCC 27952
Streptomyces ambofaciens DSM40697 a
Streptomyces parvulus 2297

Kitasatospora albolongaYIM 101047

Streptomyces albus DSM41398
StreptomycesvenezuelaeATCC 15439

Streptomyces lavendulae subsp. lavendulae CCM 3239

Streptomyces griseus subsp. griseus NBRC 13350

'Streptomyces atratus SCSIOZH16
Streptomyces averimitilis MA-4680 NBRC 14893

Streptomycesformicae KY5
Streptomyces iunaelactis MV109
Streptomyces griseochromogenes ATCC 14511

Kitasatospora aureofaciens DM-1

Streptomyces lydicus 103
Streptomyces rapamycinicus NRRL:5491

Streptomyces coliinus Tu 365

Streptomyces glaucescens GLA.O

Streptomyces hygroscopicus subsp. limoneus KCTC 1717

Streptomyces coelicolor A3(2)

Streptomyces lividans TK24

EscherichiacoliSE15

S —
0.00050

Streptomyces collinus Tu 365
100
Streptomyces rapamycinicus NRRL:5491

100 100 Streptomyces lydicus 103
100 100 Kitasatospora aureofaciens DM-1
b Streptomyces glaucescens GLA.O

Streptomyces hygroscopicus subsp. limoneus KCTC 1717
Streptomyces avermitilis MA-4680 NBRC 14893

Streptomyces formicae KY5
100

Streptomyces lunaelactis MM109

Streptomyces griseus subsp. griseus NBRC 13350
Streptomyces lavendulae subsp. lavendulae CCM 3239

Streptomyces venezuelae ATCC 15439
100

Streptomyces albus DSM 41398
Kitasatospora albolongaYIM 101047

Streptomyces atratus SCSIO ZH16

Streptomyces griseochromogenes ATCC 14511

100 Streptomyces coelicolor A3(2)

Streptomyces lividans TK24

Streptomyces parvulus 2297

Streptomyces ambofaciens DSM 40697
Escherichia coli SE15

Streptomyces peucetius subsp. caesius ATCC 27952

Figure 36: Arbre phylogénomique par algorithme Neighbor Joining NJ (basé sur le
genome complet des souches sélectionnées) par approche FFP. a : arbre original, b :
arbre consensus.

L'arbre a été construit a I'aide de I'algorithme NJ basé sur les caractéristiques FFP des données
du génome entier. Escherichia coli SE15 a été utilisé comme groupe externe dans I'analyse.
Les valeurs de confiance du bootstrap ont été générees en utilisant 1000 permutations.
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b. Par approche UBCG
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Figure 37: Arbre phylogénomique par algorithme maximum likelihood (basé sur 92
genes, voir annexe) par approche UBCG (arbre consensus).

Les chiffres sur les nceuds indiquent le nombre de génes qui supporte la position en
question.

L’approche UBCG est une autre alternative aux approches classiques basées sur un seul geéne.
Au lieu de ¢a, ce sont 92genes utilisés pour une meilleures évaluation des relations évolutives
entre différents taxa.

Toutefois, dans le cas de notre data set, cette méthodes n’apporta pas les résultats escomptés.
En effet, la résolution demeure assez floue, si comparée a ca précédente, par FFP.

Si cette méthode fit déja ses preuves dans d’autres études ayant portées sur d’autres groupes

taxonomiques, il semblerait qu’elle ne soit pas la meilleure solution pour les Streptomyces.
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3. Annotation des génomes et analyse comparative

3.1. Comparaison des tables de séquences codantes (CDS) obtenues par annotation via
RAST

Le diagramme de Venn géneré par cette analyse nous a permis de mettre en évidence un
nombre assez important de CDS partagé par les souches du groupe en relation avec les
plantes. En effet, 3133 séquences codantes seraient en commun entre les souches
Streptomyces coeliocolor A3(2); Kitasatospora aureofaciens DM-1; Streptomyces griseus
subsp. griseus NBRC13350; Streptomyces lividans TK24 ; Streptomyces griseochromogenes
ATCC14511; Streptomyces lavendulae subsp. lavendulae CCM3239 ; Streptomyces
hygroscopicus subsp. limoneus KCTC1717 ; Streptomyces lydicus 103. En plus d’avoir les
chiffre, le programme VennPainter nous a permis aussi d’avoir le contenu de la liste en

commun.

Figure 38: Diagramme de Venn représentant les CDS (Annotation RAST) en communs
et uniques au sain du groupe plant-related. Les nombres représentent les séquences
codantes en commun entre les souches représentées. A3(2) : Streptomyces coeliocolor
A3(2); DM-1: Kitasatospora aureofaciens DM-1; NRBC : Streptomyces griseus subsp.
griseus NBRC13350; TK24: Streptomyces lividans TK24 ; 14511: Streptomyces
griseochromogenes ATCC14511; 3239: Streptomyces lavendulae subsp. lavendulae
CCM3239 ; 1717: Streptomyces hygroscopicus subsp. limoneus KCTC1717 ; 103:
Streptomyces lydicus 103.
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3.2. Comparaison des tables de protéines encodées obtenues par annotation via NCBI

Cette comparaison nous a permis d’avoir la liste de 751 protéines partagées entre les souches
du groupe en relation avec les plantes, et ¢’est en scrutant (comme perspective) le contenue de
ce pool protéique qu’il sera possible d’établir des liens entre protéome et habilit¢ a
promouvoir la croissance des plantes. Par ailleurs il est intéressant de signaler que la souche
S. coeliocolor se distingue par un set de 4257 protéines uniques, ce qui en fait la souche la

plus distinguées des autres souche du groupe en relation avec les plantes.

Figure 39: Diagramme de Venn représentant les proteines encodés (annotation NCBI)
en communs et uniques au sain du groupe plant-related. Les nombres représentent les
génes codants pour des protéines en commun entre les souches représentées. A3(2) :
Streptomyces coeliocolor A3(2); DM-1: Kitasatospora aureofaciens DM-1; NRBC:
Streptomyces griseus subsp. griseus NBRC13350; TK24 : Streptomyces lividans TK24 ;
14511 : Streptomyces griseochromogenes ATCC14511; 3239 : Streptomyces lavendulae
subsp. lavendulae CCM3239 ; 1717 : Streptomyces hygroscopicus subsp. limoneus
KCTC1717 ; 103 : Streptomyces lydicus 103.
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3.3. Comparaison des tables de sous-systemes (Subsystems) issues de I’annotation RAST

Un grand nombre de sous-systemes (1523) s’est avéré en commun pour les souches, ce qui est
logique vu leur parenté générique. En effet un grand nombre de fonction sont partagées par
les souches de Streptomyces ayant une relation avec les plantes, ce qui sous entend un nombre
important d’enzymes et de voie métabolique de maniére générale. Il serait intéressant a
présent que les listes des sous-systémes en communs étant connu, de revenir au serveur RAST
pour des constructions métaboliques qui aiderait a mettre en exergue les chevauchement de
métabolisme dans le but de mettre en évidence de nouvelle voie en relation avec ’efficacité

dans la promotion de la croissance des plantes, et ainsi identifier de nouveaux mécanismes.

Figure 40: Diagramme de Venn représentant les sous-systemes (Annotation RAST) -
organisés selon le réle- en communs et uniques au sain du groupe plant-related. Les
nombres représentent les génes codants pour des sous-systémes en commun entre les
souches représentées. A3(2): Streptomyces coeliocolor A3(2); DM-1: Kitasatospora
aureofaciens DM-1; NRBC : Streptomyces griseus subsp. griseus NBRC13350; TK24 :
Streptomyces lividans TK24 ; 14511 : Streptomyces griseochromogenes ATCC14511; 3239 :
Streptomyces lavendulae subsp. lavendulae CCM3239 ; 1717 : Streptomyces hygroscopicus
subsp. limoneus KCTC1717 ; 103 : Streptomyces lydicus 103.
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4. Visualisation condensée des génomes des souches retenues par BRIG

Le but de cette partie est de voir a quelle point les séquences des génomes des deux groupes
de souches sont semblables, et ce visuellement garce a une illustration des résultats de Blast.
Pour ce qui est du groupe en relation avec les plantes, il en ressort 5 régions de faible

similarité (par rapport au génome de réference) (fissures entre les anneaux).

Un nombre si peu révéle une grande similarité séquentielle entre les génomes constituant les
anneaux affichés. L’outil Brig permet ainsi de voir efficacement si un set de génome est ou

pas homogeéne, et c’est le cas des génomes de ce groupe.

Pour ce qui est du groupe non-related to plants, celui-ci en raison de la diversité des habitats
des souches sélectionnées, serait d’une certaine hétérogénéité au niveau sequences. En effet,
les anneaux de I’illustration par Brig affichent plus de 10 zones de faibles similarités (par

rapport au génome de référence).
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J/* 5500 kbp

i Streptomyces BRIG comparatives
_ 5000 kbp 6824334 bp

2000 kbp |

\ 4500 kbp

3000 kbp

3500 kbp

Streptomyces coeliocolor (A3)2 Streptomyces hygroscopicus KCTC1717
B 100% identity B 100% identity
[ 70% identity [ 70% identity
50% identity 50% identity
Streptomyces lavendulae CCM3239 Streptomyces griseus NRBC13350
B 100% identity [ 100% identity
[ 70% identity 70% identity
50% identity 50% identity
Streptomyces griseochromogenes ATCC14511 Streptomyces lividans TK24
100% identity 100% identity
70% identity 70% identity
50% identity 50% identity

Streptomyces lydicus 103
100% identity
70% identity
50% identity

Figure 41: représentation condensée des génomes des souches du groupe « plant-
related » par outil Brig. Au centre, en noir : le génome de la souche K. aureofaciens DM-1,
au tour de ce dernier, les autres génomes des souches du méme groupe.
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Streptomyces collinus Tu365
B 100% identity
I 70% identity
50% identity
Streptomyces ambofaciens DSM 40697
100% identity
70% identity
50% identity
Streptomyces atratus SCSIOZH16
W 100% identity
I 70% identity
50% identity
Streptomyces fromicae KY5
I 100% identity
70% identity
50% identity

Streptomyces BRIG comparatives

12700734 bp

Streptomyces glaucescens GLA.O
100% identity
70% identity
50% identity
Streptomyces avermitilis NRBC14893
100% identity
70% identity
50% identity
Streptomyces lunaelactis MM109
W 100% identity
I 70% identity
50% identity
Streptomyces parvulus 2297
100% identity
70% identity
50% identity

Streptomyces peucetius ATCC 27952
I 100% identity
70% identity
50% identity
Streptomyces venezuelae ATCC15439
B 100% identity
1] 70% identity
50% identity
Streptomyces albus SM254
B 100% identity
B 70% identity
50% identity
Kitasatospora albolonga TIM101047
B 100% identity
[ 70% identity
50% identity

Figure 42: représentation condensée des génomes des souches du groupe « Non related to

plant » par outil Brig. Au centre, en noir : le génome de la souche S. rapamycinicus NRRL

5491 , au tour de ce dernier, les autres génomes des souches du méme groupe.

71



EEIEREUO[IEN [RESULTATS ET DISCUSSION]

5. Détection des clusters de génes de métabolites secondaire par outils antiSMASH

Cette analyse des clusters de génes de métabolites secondaires laissa entrevoir clairement la
richesse du métabolisme secondaire des Streptomyces. En contraste avec celui d’E. coli, qui
n’affiche que 25 clusters (figure 43) pour la totalité de son génome, celui des Streptomyces

va de 63 (S. glaucescens) a 144 (S. griseochromogenes).

En effet, une telle richesse explique aussi leur versatilité : pour autant de potentialités
génomiques, on leur connait des traits aussi nombreux que diversifiés, de la bioremédiation, a

la production pigments en passant par la promotion de la croissance des plantes.
Dans ce pool, il a été possible de détecter des clusters de génes :

Des acide gras

Des saccharides ;

Putatif ;

De bactériocine/ lassopeptide
D’association de métabolites secondaires ;
De terpene ;

De butyrolactone ;

De Lantipeptide ;

De Thiopeptide ;

De Siderophores ;

De pks de type 1, 2 et 3;
D’Indole ;

De mélanine ;

D’ NRPS;

D’Ectoine ;

Et de Hserlactone

Pour ce qui est de I’autre groupe, ce sont surtout les clusters de génes en relation avec les

antibiotiques qui sont les plus présents.
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Figure 43: Comparaison entre els profiles de clusters de génes de métabolites
secondaires chez les souches du groupe « plant-related ». Légendes des couleurs : Gris :
acide gras/ saccharide; Blanc: cluster putatif; Bleu: bactériocine/ lassopeptide ;Bleu pale:
association de métabolites secondaires; Bleu foncé: autre; Violet: terpéne; Violet claire:
butyrolactone ; Jaune claire: Lantipeptide ; Jaune : Thiopeptide ; Rouge : Siderophore ; Orange : Type
1 pks , Type 2 pks, Type 3 pks ; Orange claire : Indole ; Marron : mélanine ; Vert : NRPS ; Vert claire :
Ectoine ; Caramel : Hserlactone
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Figure 44: Comparaison entre els profiles de clusters de génes de métabolites
secondaires chez les souches du groupe « Not related to plant». Légendes des couleurs :
Gris : acide gras/ saccharide ; Blanc: cluster putatif; Bleu : bactériocine/ lassopeptide ;Bleu pale :
association de métabolites secondaires; Bleu foncé: autre; Violet: terpéne; Violet claire:
butyrolactone ; Jaune claire: Lantipeptide ; Jaune : Thiopeptide ; Rouge : Siderophore ; Orange : Type
1 pks , Type 2 pks, Type 3 pks ; Orange claire : Indole ; Marron : mélanine ; Vert : NRPS ; Vert claire :
Ectoine ; Caramel : Hserlactone
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Conclusion

Lors de cette étude, il a ¢été possible de combiner moult approches et outils de
bioinformatiques afin de faire une analyse comparative entre un set de 21 souches appartenant
au genre Streptomyces, en les divisant en deux groupe : I’un en relation avec les plantes,
I’autre d’origines diverses non liées aux plantes, avec des génomes allant de celui de la
souche Kitasatospora aureofaciens DM1 (6,8 Mb), a celui de la souche Streptomyces

rapamycinicus NRRL5491 (12,7 Mb).

Par ailleurs I’analyse phylogénétique en se basant sur les génes de ’ARNr 16S a permit de
confirmer que ce gene été insuffisant pour assurer une bonne résolution du groupe en question,
et ce par les trois approches investiguées (copies sous représentées, copies sur représentées,

séquences consensus).

En outre, I’approche par FFP qui ne nécessite pas d’alignement, a aboutit a la meilleure
représentation taxonomique des especes des souches étudiées, en comparaison avec celle du

gene de I’ARNr16 seul.

Par ailleurs, I’approche par UBCG a faillit a décrire avec précision les différents taxa et leur

relations évolutives.

L’analyse comparative des outputs de I’annotation a permit de mettre en exergue un pool
commun de 3133 séquences codantes partagé par les souches du groupe en relation avec les

plantes, ainsi que 751 protéines et un grand nombre de sous-systémes (1523).

L’outil Brig a aboutit a la visualisation d’une grande similarité séquentielle entre les souches
du groupe en relation avec les plantes, alors que celui des souches ayant des modes de vies
différents, a démontré une similarité moindre entre les souches de ce groupe, si comparé au

premier groupe.

L’outils antiSMASH a révél¢ la richesse du patrimoine de métabolites secondaires chez les
Streptomyces, avec la détection de clusters de geénes d’acide gras/saccharides ; métabolites
putatifs ; de bactériocine/ lassopeptide ; d’association de métabolites secondaires ; de terpene ;
de butyrolactone ; de lantipeptide ; de thiopeptide ; de siderophores ; de pks de type 1, 2 et 3;
d’Indole ; de mélanine ; d” NRPS ; d’Ectoine ; et de Hserlactone.

L’ensemble de ces résultats constitue une trés bonne base pour des études poussées quant aux

particularités de chaque souche séparément, ou en comparaison croisée.



Il serait idéal de prendre les listes générées par les analyses comparatives et de les étudier
amplement pour leur contenu en génes qui seraient liés a des mécanismes PGPR inconnue ou

encore mal connu.
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Annexe A
Description de quelques outils utilisés

NCBI

Le National Center for Biotechnology Information (NCBI, « Centre américain pour les
informations biotechnologiques ») est un institut national américain pour l'information
biologique moléculaire. Ce serveur fourni un set d’outils bioinformatique trés complet et
versatile accessible online, dont le plus connu de tous: 1’outii BLAST.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov

BLAST

BLAST (acronyme de basic local alignment search tool) est une méthode de
recherche heuristique utilisée en bio-informatique. Il permet de trouver les régions similaires
entre deux ou plusieurs séquences de nucléotides ou d'acides aminés, et de réaliser

un alignement de ces régions homologues.

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

RAST

RAST (Rapid Annotations using Subsystems Technology) est un service entierement
automatis¢ pour l'annotation des génomes bactériens et archéens. Il identifie les séquences
codant des protéines, les genes d'ARNr et ARNt. 11 attribue également des fonctions aux
genes et prédit les sous-systémes représentés dans le génome et utilise ces informations pour

reconstruire le réseau métabolique.

http://rast.nmpdr.org/

AntiSMASH

AntiSMASH est un serveur web et un logiciel autonome permettant de prédire les clusters de
genes de métabolites secondaires dans les génomes bactériens.

http://antismash.secondarymetabolites.org.




BioEdit

BioEdit est un éditeur d'alignement des séquences biologiques sous environnement Windows.
Une interface intuitive de documents multiples avec des fonctions pratiques rend l'alignement

et la manipulation des séquences relativement facile sur votre ordinateur de bureau.

https://perl.developpez.com/telecharger/detail/id/1909/BioEdit

MEGA

Molecular  Evolutionary  Genetics  Analysis (MEGA') est  un logiciel permettant
d'effectuer une analyse statistique de 1'évolution moléculaire et de construire des arbres
phylogénétiques (lien : https://www.megasoftware.net/). Au cours de notre étude nous avons

utilisé le MEGA version 7.




Annexe B

Liste des génes pris en considération par ’analyse UBCG

Gene cafégg'ie COGID profile HMM Fonction

alaS J COGO0013 TIGR00344 Alanine-tRNA ligase

argS J COGO0018 TIGR00456 Arginine-tRNA ligase

aspS J COGO0173 TIGR00459 Aspartate-tRNA ligase

cgtd DL COGO0536 TIGR02729/PF01018 | GTPase ObgE/CgtA
coaE H COG0237 TIGRO00152 Dephospho-CoA kinase

cysS J COGO0215 TIGRO00435 Cysteine-tRNA ligase
dnad L COG0593 TIGR00362/PF00308 ](;lrllz(;\mosomal replication initiator protein
dnaG L COG0358 TIGR01391 DNA primase
dnaX L COG2812 TIGR02397 DNA polymerase III subunit gamma
engA R COG1160 TIGR03594 GTPase Der

fh U COGO0541 TIGR00959 Signal recognition particle protein

fmt J C0G0223 TIGR00460 Methionyl-tRNA formyltransferase

fr J C0G0233 TIGR00496 Ribosome-recycling factor
fisY U COGO0552 TIGR00064 Signal recognition particle receptor FtsY
gmk F COGO01%4 TIGR03263/PF00625 || Guanylate kinase

hisS J COGO0124 TIGR00442 Histidine-tRNA ligase

ileS J COG0060 TIGR00392 Isoleucine-tRNA ligase 1

infB J COGO0532 TIGR00487 Translation initiation factor IF-2

infC J C0OG0290 TIGR00168 Translation initiation factor IF-3
ksgd ] COG0030 TIGRO0755 Eﬁﬁ;ﬁ?;{ﬁgﬁ:i‘a” subunit

lepA J COG0481 TIGR01393 Elongation factor 4

leuS J COG0495 TIGR00396 Leucine-tRNA ligase

ligA L COG0272 TIGRO0575 DNA ligase

usA K COG0195 TIGR01953 Transcription termination/antitermination

protein NusA




Transcription termination/antitermination

nusG COG0250 TIGR00922 protein NusG

pgk COGO0126 PF00162 Phosphoglycerate kinase
pheS COGO0016 TIGR00468 Phenylalanine-tRNA ligase alpha subunit
pheT COGO0073 TIGR00472 Phenylalanine-tRNA ligase beta subunit
prfd COGO0216 TIGR00019 Peptide chain release factor 1
pyrG COG0504 TIGR00337 CTP synthase

recA COG0468 TIGR02012 DNA recombination and repair protein
rbfA COGO0858 TIGR00082 30S ribosome-binding factor

rnc COGO0571 TIGR02191 Ribonuclease 3

rplA COG0081 TIGRO1169 50S ribosomal protein L1

rplB COG0090 TIGRO1171 508 ribosomal protein L2

plC COG0087 TIGR03625/PF00297 508 ribosomal protein L3

rplD COG0088 TIGR03953 508 ribosomal protein L4

rplE COG009%4 PF00281 508 ribosomal protein L5

rplF COG0097 TIGR03654/PF00347 508 ribosomal protein L6

rpll COG0359 TIGRO0158/PF01281 508 ribosomal protein L9

rplJ COG0244 PF00466 508 ribosomal protein L10

rplK COG0080 TIGRO1632 508 ribosomal protein L11

rplL COG0222 TIGRO0855 508 ribosomal protein L7/L.12

rpIM COG0102 TIGR01066 50S ribosomal protein L13

rpIN COG0093 TIGRO1067 50S ribosomal protein L14

rplO COG0200 TIGR01071 508 ribosomal protein L15

rplP COG0197 TIGRO1164 508 ribosomal protein L16

rplQ C0OG0203 TIGR00059 508 ribosomal protein L17

rplR COG0256 TIGR00060 50S ribosomal protein L18

rplS COGO0335 TIGR01024 508 ribosomal protein L19

rplT C0OG0292 TIGR01032 508 ribosomal protein L20

rplU COG0261 TIGR00061 508 ribosomal protein L21




rplV COG0091 TIGR01044 50S ribosomal protein L22

rplW COG0089 PF00276 50S ribosomal protein L23

rplX COGO0198 TIGRO1079 508 ribosomal protein L.24
rpmA COGO0211 TIGR00062 50S ribosomal protein L27
rpmC COGO0255 TIGR00012 508 ribosomal protein L29

rpmli C0G0291 TIGR00001 508 ribosomal protein L35

rpoA C0OG0202 TIGR02027 DNA-directed RNA polymerase subunit alpha
rpoB COGO0085 TIGR02013 DNA-directed RNA polymerase subunit beta
rpoC COG0086 TIGR02386 DNA-directed RNA polymerase subunit beta’
rpsB COG0052 TIGRO1011 30S ribosomal protein S2

rpsC C0OG0092 TIGRO1009 30S ribosomal protein S3

rpsD COGO0522 TIGRO1017 30S ribosomal protein S4

rpsE COG0098 TIGR01021 30S ribosomal protein S5

rpsF COGO0360 TIGR00166/PF01250 || 30S ribosomal protein S6

rpsG COG0049 TIGR01029 30S ribosomal protein S7

rpsH COG0096 PF00410 30S ribosomal protein S8

rpsl COG0103 PF00380 30S ribosomal protein S9

rpsJ COGO0051 TIGR01049 30S ribosomal protein S10

rpsK COGO0100 TIGR03632 30S ribosomal protein S11

rpsL COG0048 TIGR00981 30S ribosomal protein S12

rpsM COG0099 TIGR03631 30S ribosomal protein S13

psO COGO0184 TIGR00952 30S ribosomal protein S15

rpsP COG0228 TIGR00002 30S ribosomal protein S16

psQ COGO0186 TIGR03635 30S ribosomal protein S17

rpsR COG0238 TIGRO00165 30S ribosomal protein S18

rpsS COGO0185 TIGRO1050 30S ribosomal protein S19

rpsT COG0268 TIGR00029 30S ribosomal protein S20

secA COG0653 TIGR00963 Protein translocase subunit SecA

secG COG1314 TIGRO0810 Protein-export membrane protein SecG




secY C0G0201 TIGR00967 Protein translocase subunit SecY
serS COGO0172 TIGR00414 Serine-tRNA ligase
smpB COG0691 TIGR00086 SsrA-binding protein
tig COGO0544 TIGROO115 Trigger factor
tilS COG0037 TIGR02432 tRNA(Ile)-lysidine synthase
truB COGO0130 TIGR00431 tRNA pseudouridine synthase B
tsab COGO533 TIGR03723 tﬁgﬁlﬁge_l?gzrr;%s}i/ﬁiansferase
tsf COG0264 TIGR00116/PF00889 || Elongation factor Ts
uvrB COGO0556 TIGR00631 UvrABC system protein B
ybeY COGO0319 TIGR00043 Endoribonuclease YbeY
ychF COGO0012 TIGR00092 Ribosome-binding ATPase YchF




Résumé

L’objectif principale de ce travail consiste a analyser les génomes de souches candidates (un
set de 21 souches) ou PGPR confirmés appartenant au genre Streptomyces , dans le but
d’extraire des données PGPR. La démarche scientifique abordée lors de la réalisation
s’articule autour du choix des souches (screening de Streptomyces spp. en relation avec les
plantes), leur annotation, suivi par une étude phylogénétique et phylogénomique des souches
examinées par différentes approches, puis la comparaison des profiles génétique de
métabolisme. L’analyse phylogénétique en se basant sur les génes de I’ARNr 16S a permit de
confirmer que ce géne ét¢ insuffisant pour assurer une bonne résolution du groupe en question.
L’approche par FFP qui ne nécessite pas d’alignement, a aboutit a la meilleure représentation
taxonomique des especes des souches étudiées. L approche par UBCG a faillit & décrire avec
précision les différents taxa et leur relations évolutives. L’analyse comparative des tables de
I’annotation a permit de mettre en évidence un pool commun de 3133 séquences codantes
partagé par les souches du groupe en relation avec les plantes, ainsi que 751 protéines et un
grand nombre de sous-systémes (1523). L’outil Brig a aboutit a la visualisation d’une grande
similarité séquentielle entre les souches du groupe en relation avec les plantes. L’outil online
antiSMASH a révélé la richesse du génomes en génes de métabolites secondaires chez les
Streptomyces, avec la détection de clusters de geénes d’acide gras/saccharides ; métabolites
putatifs ; de bactériocine/ lassopeptide ; d’association de métabolites secondaires ; de terpene ;
de butyrolactone ; de lantipeptide ; de thiopeptide ; de siderophores ; de pks de type 1, 2 et 3;
d’Indole ; de mélanine ; d’ NRPS ; d’Ectoine ; et de Hserlactone.

Mots clés : Génomique, analyse comparative, Streptomyces spp., phylogénomie, annotation,

métabolisme secondaire.



Summary:

The main objective of this work is to analyze the genomes of candidate strains (a set of
21 strains) or confirmed PGPRs belonging to the genus Streptomyces, with the aim of
extracting PGPR data. The scientific approach approached during the production is
based on the choice of strains (screening of Streptomyces spp., In relation to the plants),
their annotation, followed by a phylogenetic and phylogenomic study of the strains
examined by different approaches, then the comparison. Genetic profiles of
metabolism.Phylogenetic analysis based on 16S rRNA genes confirmed that this gene
was insufficient to ensure good resolution of the group in question. The FFP approach,
which does not require alignhment, has resulted in the best taxonomic representation of
the species of the strains studied. The UBCG approach has failed to accurately describe
the different taxa and their evolutionary relationships. The comparative analysis of the
annotation tables allowed highlighting a common pool of 3133 coding sequences shared
by the strains of the group in relation to the plants, as well as 751 proteins and a large
number of subsystems (1523). The Brig tool led to the visualization of a great sequential
similarity between the strains of the group in relation to the plants. The antiSMASH
online tool revealed the genome richness in secondary metabolite genes in
Streptomyces, with the detection of fatty acid / saccharide gene clusters; putative
metabolites; bacteriocin / lasso peptide; association of secondary metabolites; terpene;
butyrolactone; antipeptide; thiopeptide; siderophores; pks type 1, 2 and 3; Indole;
melanin; NRPS; d'Ectoine; and Hserlactone.

Key words: Genomics, comparative analysis, Streptomyces spp., Phylogeny, annotation,
secondary metabolism.
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