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AVANT-PROPOS

Avec le développement de nouvelles générations de séquencage (NGS), aussi appelées nou-
velles technologies de séquencage (NTS), ce début de 21¢ siecle est marqué par la levée d’un
verrou technologique majeur en biologie. Parce qu’elles augmentent significativement le niveau
de production des séquences nucléotidiques par rapport au séquencgage classique (Sanger),
les NGS modifient de maniére irréversible les recherches en écologie, évolution et sciences de
I’environnement. Cette révolution technologique permet I’émergence d’un champ disciplinaire
jusque-la inaccessible, la génomique® environnementale. Elle appréhende la structure et le
fonctionnement des différentes composantes des génomes et métagénomes (ADN et ARN)
de I’ensemble des organismes ; elle permet, en association avec d’autres approches a haut
débit dites « omiques et métaomiques », une compréhension intégrée des populations, commu-
nautés et écosystémes présents et passés. La génomique environnementale est considérée
ici dans son acceptation la plus large intégrant les approches quantitative et qualitative de la
complexité du vivant et de ses interactions aux différentes échelles de temps et d’espace.

Pour répondre aux défis technologiques, méthodologiques et scientifiques que représentent la
« domestication » des NGS par et pour les laboratoires dans le domaine de la génomique envi-
ronnementale, I'INEE du CNRS a engagé une série d’actions afin 1) de soutenir leur compétiti-
vité nationale et internationale, 2) de développer leur expertise dans les domaines de la biodi-
versité (IPBES) et de I'évaluation des impacts environnementaux (REACH), et 3) de promouvoir
des propositions d’applications potentielles comme I'ingénierie écologique, la modélisation
prédictive ou le suivi de la qualité des écosystemes et agrosystémes. Dés 2010, un premier
séminaire prospectif a été organisé a Chizé en association avec I'INRA, suivi en 2011 par la
création du Réseau Thématique Pluridisciplinaire en Génomique Environnementale (RTP-GE).
L'objectif de ce RTP était d’identifier et de mobiliser les communautés scientifiques de I'INEE et
de ses partenaires concernés. Il s’agissait 1) de promouvoir un dialogue et des synergies entre
différentes disciplines telles que biologie, écologie, évolution, paléobiologie et taxinomie, mais
aussi chimie, bioinformatique, mathématique, biogéochimie, sociologie ou anthropologie,...
2) de développer et soutenir des échanges entre les communautés scientifiqgues étudiant les
différents domaines du Vivant dont les Eucaryotes, Procaryotes et Virus, et 3) d’identifier les
enjeux et les verrous méthodologiques des NGS posés aux différents champs thématiques afin
de dégager des priorités conceptuelles et expérimentales susceptibles de déboucher sur des
propositions de programmation de recherche.

Ce cahier de prospective en génomique environnementale refléte I'effervescence scientifique
portée par les NGS au cceur des thématiques de I'INEE du CNRS. Il est I’'aboutissement de la
réflexion du RTP-GE a I'issue de 3 années d’activité. La rapidité d’évolution de ces technologies
et les opportunités de science qu’elles générent impliquent de nouveaux paradigmes de travail.
lls changent radicalement les stratégies expérimentales d’étude de I'évolution, de la biodiver-
sité et du fonctionnement des écosystemes et systémes biologiques complexes. A ce titre, ce
document propose de nouvelles perspectives d’interactions et de partages de connaissances
entre les acteurs des différents champs disciplinaires.
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L'INEE, dans sa mission de faire émerger les sciences de I’environnement en tant que champ
scientifique intégré a une position clé pour accompagner cette mutation. Le RTP-GE a identifié
quatre domaines majeurs de recherche li€s aux NGS, et qui sont déclinés dans I'ensemble
de ses actions et dans ce document : 1) I'analyse de la biodiversité et des associations inter-
organismes aux échelles individus, populations et communautés dans une approche intégrée
des interactomes ; 2) I'identification des processus évolutifs et adaptatifs de I’ensemble des
molécules du vivant impliquées, 3) la prise en compte des sociétés humaines dans leurs
composantes économiques et culturelles pour I'étude de la dynamique des écosystémes, y
compris dans une approche rétrospective, et 4) I'anticipation de I’évolution des écosystémes, y
compris ceux d’origine anthropique, a I'aide de modeles prédictifs élaborés a partir de la com-
préhension de leurs propriétés aux échelles locales, régionales et planétaires.

Les différentes actions entreprises par le RTP-GE a partir de ces quatre axes de recherche
ont suscité un fort enthousiasme de la part d’'une nouvelle communauté scientifique fédérée
autour de la génomique environnementale, engouement qui témoigne d’un besoin manifeste
de partage de connaissances et de savoirfaire sur les NGS. Le colloque de Lyon en 2011 a
permis de consolider et de rendre visible un élan national dans le domaine de la génomique
environnementale associant les laboratoires du CNRS et de ses partenaires. Un soutien direct
aux laboratoires a été apporté sous la forme de deux appels a projets en génomique envi-
ronnementale (APEGE 2012 et 2013), tandis qu’une école thématique (2012) a renforcé les
interactions entre jeunes chercheurs et chercheurs confirmés et entre laboratoires relevant
de champs disciplinaires différents. En 2013, cette dynamique se poursuit par un colloque en
novembre a Rennes et des perspectives de valorisation des travaux de recherche dans des
numéros spéciaux de revues a comité de lecture. D’autres actions sont d’ores et déja program-
mées, notamment en 2014 dans le cadre de 'EMBnet en mai a Lyon, et du colloque conjoint
entre la British Ecological Society et la Société Frangaise d’Ecologie en décembre a Lille. *

Loin d’étre un aboutissement, ce cahier de prospective, issu d’un travail collaboratif et pluridis-
ciplinaire, a vocation a soutenir et amplifier des nouvelles dynamiques de recherche aux plans
national et international.

Stéphanie Thiébault
Directrice de I'Institut écologie et environnement du CNRS

Martine Hossaert
Directrice adjointe scientifique de I'Institut écologie et environnement du CNRS

Dominique Joly
Chargée de mission de I'Institut écologie et environnement du CNRS




INTRODUCTION
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La génomique environnementale regroupe I’ensemble des connaissances acquises sur les orga-
nismes et écosystémes présents et passés par I’analyse de la séquence des génes, génomes, méta-
génomes, transcrits, transcriptomes et métatranscriptomes. Ainsi, en combinaison avec d’autres
technologies et observations, la génomique environnementale informe sur la taxinomie™ et la diver-
sité des organismes actuels et fossiles (individus, populations, communautés), leur phylogénie” et
évolution, leurs potentialités et capacités d’adaptation et d’acclimatation, leur biologie, leurs traits
fonctionnels, et leurs interactions avec I’environnement dans ses dimensions biotique et abiotique.

Les nouvelles générations (technologies) de
séquencage (NGS/NTS) de I'ADN permettent
un niveau de production de données en (méta)
génomique structurelle et fonctionnelle encore
inimaginable il y a quelques années. Les NGS
modifient profondément et durablement les
stratégies expérimentales en évolution, biodi-
versité et écologie des organismes et écosys-
témes présents et passés, mais aussi le regard
scientifique porté sur les populations humaines,
ainsi que la représentation du Vivant. Les
NGS concernent tous les domaines du vivant,
Archées, Eucaryotes et Bactéries ainsi que les
Virus, et permettent d’accéder a des groupes
taxinomiques encore inconnus. Cette révolu-
tion technologique crée de nouvelles opportu-
nités scientifiques, renouvelle les itinéraires
techniques et méthodologiques, et appelle de
nouveaux besoins en formations initiales et
permanentes des différentes communautés
scientifiques relevant du CNRS-INEE et ses par-
tenaires nationaux et internationaux.

Les premiéres technologies de séquencage ont
émergé dans les années 1970 et ont été utilisées

pour le séquengage des premiers génomes et mé-
tagénomes des la fin des années 1990. Elles ont
contribué a I’émergence de la génétique et géno-
mique structurales et fonctionnelles, la phylogénie
et la taxinomie moléculaires™, ainsi que le déve-
loppement de marqueurs moléculaires de taxons
ou code-barres. Les nouvelles générations (tech-
nologies) de séquencage (NGS/NTS) émergent au
milieu des années 2000 avec la commercialisa-
tion de technologies dites de seconde génération :
Solid par Life-technologies, Solexa par lllumina® et
pyroséquencage 454" par Roche sont les plus utili-
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sées. L'émergence de ces nouvelles technologies
assure la production d’un nombre trés important
de séquences ADN et simultanément une baisse
drastique de leur coit (Figure 1A). La conjonction
de ces deux caractéristiques a assuré une propa-
gation rapide des NGS dans les laboratoires de
recherche académique et du secteur privé liés aux
sciences de la vie et de I'environnement.

Les NGS offrent aux sciences de I’environnement,
de I'évolution, de I'écologie et de la biodiversité
de nouvelles opportunités scientifiques, mais en
contrepartie exigent I'acquisition et la domesti-
cation de nouveaux outils d’analyse, de manipu-
lation, de stockage et d’échange des données
issues des NGS. L'acquisition de ces savoir-faire
s’inscrit dans un contexte de forte compétitivité
nationale et internationale pour la production de
connaissances, mais aussi d’enjeux sociétaux
comme la biodiversité ou I'évaluation des impacts
environnementaux des activités humaines. L'uti-
lisation des NGS constitue également, pour des
chercheurs et laboratoires questionnant différem-

[T
N-!!!!l%“

ment le Vivant et I'Environnement, une opportu-
nité de partage et d’échanges de données, et de
fédération d’expertises autour d’objets communs.
Ce document de prospective en génomique envi-
ronnementale est le fruit d’une réflexion et rédac-
tion collectives de la communauté scientifique
animée depuis 2011 par le Réseau Thématique
Pluridisciplinaire en Génomique Environnemen-
tale (RTP-GE). Les actions du RTP-GE ainsi que la
communauté scientifique concernée sont présen-
tées dans les chapitres Il et lll. Les chapitres IV
et Xlll donnent une vue d’ensemble des enjeux,
verrous et propositions en génomique environ-
nementale, tandis que les autres chapitres pré-
cisent cette réflexion dans différents champs mé-
thodologiques et scientifiques que sont I'acces a
la production des données NGS (V), la qualité des
données NGS (VI), la structure et la dynamique
de la biodiversité (VII) et sa caractérisation (VIII),
I’étude de I'évolution adaptative des génes et
génomes (IX), I’écologie fonctionnelle® des popu-
lations (X) et des communautés (XI), et la modéli-
sation des écosystemes (XII).
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ACTIONS DU RESEAU THEMATIQUE
PLURIDISCIPLINAIRE GENOMIQUE
ENVIRONNEMENTALE

Coordinateurs : Denis Faure et Dominique Joly

Le CNRS-INEE a créé le Réseau Thématique Pluridisciplinaire GEnomique Environnementale (RTP-
GE 2011-2013) afin d’identifier la communauté scientifique active en génomique environnemen-
tale, d’améliorer sa visibilité et de soutenir ses propositions dans une perspective de program-
mation de la recherche, mais aussi de favoriser les échanges de savoirs et savoir-faire au sein de
cette communauté en émergence. Au-dela de la mise en valeur d’actions disciplinaires relevant
de I’écologie fonctionnelle, I’écologie des communautés, la biologie évolutive, la paléobiologie,
la taxinomie moléculaire et la biodiversité, le RTP-GE a révélé une demande forte d’association
d’expertises différentes sur un méme objet biologique ou écosystéme afin d’exploiter au mieux la
richesse des données accessibles grace aux NGS et autres approches omiques.

Le RTP-GE est animé par un bureau composé de
Dominique Joly (CNRS, Coordinatrice du RTP-GE
auprés de I'INEE), Denis Faure (CNRS, Respon-
sable du RTP-GE), Pierre Peyret (Univ Clermont-
Ferrand 1), Frangois Pompanon (CNRS, Univ
Grenoble 1) et Pascal Simonet (CNRS, Univ Lyon
1, Ecole Centrale), et soutenu par les avis d’un
Comité Scientifique qui associe les membres du
bureau et les personnalités suivantes : Colom-

ban de Vargas (CNRS, Univ Paris 6, Roscoff),
Michael Dubow (CNRS, Univ Paris-Sud), Mathieu
Joron (CNRS, MNHN Paris), Line Le Gall (CNRS,
MNHN Paris), Denis Le Paslier (CNRS, Génos-
cope Evry), Dominique Mouchiroud (CNRS, Univ
Lyon 1), Francis Martin (INRA, Nancy), Eric Pelle-
tier (CEA Génoscope, Evry), Guy Perriére (CNRS,
Univ Lyon 1), Jean-Christophe Simon (INRA,
Rennes), Pierre Taberlet (CNRS, Univ Grenoble 1),




Colloque Génomique
Environnementale
Lyon

- 240 participants
- 37 communications orales
- 40 posters

Figure 2A. Principales

Philippe Vandenkoornhuyse (CNRS, Univ Rennes
1), et Xavier Vekemans (CNRS, Univ Lille 1). Le bu-
reau et le comité scientifique ont permis d’asso-
cier des expertises couvrant un large spectre de
champs thématiques, organismes, écosystémes,
ainsi que les derniéres avancées en technologies
de séquencage et bioinformatique.

Les principales actions nationales du RTP-GE
(Figure 2A) ont été I'organisation de deux col-
loques nationaux a Lyon et Rennes, une école
thématique a Aussois, et deux appels a proposi-
tions en génomique environnementale (APEGE).
Ces actions ont permis a la fois de recenser
les laboratoires actifs en génomique environ-
nementale, qui relévent ou sont partenaires de

Ecole thématique
Génomique
Environnementale
Aussois

- 70 participants

- 26 communications orales
- 3 tables rondes

- 50 posters

Appel a Propositions
Génomique Environnementale

actions du RTP Génomique —

Environnementale

- 102 projets soumis
- 26 projets retenus

associé a la réunion annuelle EMBnet (Réseau
Européen de Bioinformatique) a Lyon et d’un se-
cond associé au « British Ecological Society and
Société Frangaise d’Ecologie Joint Meeting » a
Lille, mais aussi avec la proposition de numéros
spéciaux « Environmental Genomics » (2014)
dans une ou deux revue(s) internationale(s)
a comité de lecture que sont Heredity (Nature
Publishing Group) et Genetica (Springer).

Une mobilisation et une pression fortes de la
communauté GE ont été révélées grace aux
appels a projets APEGE 2012 et 2013. Ceux-ci
ont été portés par un financement du CNRS-INEE
afin de soutenir des projets annuels mobilisant
les approches de séquengage a haut débit (gé-
nomique/transcriptomique/métagénomique”/
métatranscriptomique/barcode™) dans les do-
maines de I'écologie fonctionnelle et des inte-
ractions entre organismes, de I’écologie et de la
biodiversité des communautés, de la dynamique

2013

I'INEE (voir chapitre lll), mais aussi d’améliorer
leur visibilité, stimuler les échanges de connais-
sances entre chercheurs et ingénieurs confirmés
et en formation (doctorants et post-doctorants),
et de recueillir les attentes des laboratoires et
chercheurs dans ce domaine en émergence. Le
RTP-GE a été fortement impliqué dans les Pros-
pectives INEE d’Avignon en 2012, et notamment
dans les ateliers en Ecologie prédictive et chan-
gements planétaires et en Génomique, et est a
I’origine de la rédaction du présent document de
prospective en génomique environnementale.

Les principales actions internationales du RTP-
GE s’inscrivent au-dela de 2013 (Figure 2A),
avec l'organisation en 2014 d’'un symposium

2 Symposiums
Internationaux
B Lyon et Lille

Appel a Propositions
Génomique Environnementale

- 94 projets soumis
- 17 projets retenus
[ Numéros spéciaux
dans des revues
l internationales

Colloque Génomique
Environnementale
Rennes

Attendus :

- 300 participants

- 40 communications orales
- 100 posters

et de I'évolution des interactions passées et
présentes, de paléogénomique et ADN ancien
et également de questions liées aux outils
d’analyse des données NGS (bioinformatique/
biostatistique/mathématique). Tous les objets
biologiques ont été éligibles (Virus, Archées,
Bactéries et Eucaryotes) ainsi que tous les en-
vironnements (marins, littoraux, continentaux,
tempérés, tropicaux, polaires, etc.). Les projets
devaient avoir pour objectif de répondre a une
question biologique clairement identifiée. Le dé-
tail des appels a propositions est disponible sur
le site du RTP-GE.

La pression sur ces deux appels a projets a
été forte avec 102 et 94 projets déposés res-
pectivement en 2012 et 2013 pour une pres-
sion financiére de 1 800 et 1 100 k€. La diffé-
rence entre les pressions financiéres de 2012
et 2013 est expliquée par la limite supérieure
de la demande fixée dans |'appel d’offres a




Figure 2B.
Analyse des projets APEGE
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20 k€/projet en 2012 et 13 k€/projet en 2013.
Le comité scientifique du RTP-GE a joué un role
clé dans la sélection des projets déposés. La
liste compléte des projets acceptés est dispo-
nible sur le site du RTP-GE. Les projets retenus
couvrent I'ensemble des champs thématiques
de ces appels a projets.

Un questionnaire a choix multiple rempli par les
porteurs de projets APEGE a permis une analyse
de la typologie des projets déposés pour quatre
facteurs (Figure 2B) : le champ thématique
(Ecologie fonctionnelle, Biodiversité, Evolution,
Adaptation, ADN ancien), les organismes étu-
diés (Eucaryotes dont microorganismes”, Euca-
ryotes, et Procaryotes dont Bactéries, Achées
et Virus), les méthodologies proposées (Trans-
criptomique, Génomique, Métagénomique/
Métatranscriptomique, et Code-barre), et les
techniqgues NGS mobilisées (454-Roche, lllu-
mina, autres). L'analyse de ces données réali-
sée par Samuel Mondy (CNRS, Gif-sur-Yvette)
montre que : 1) les deux APEGE ont atteint la
communauté scientifique ciblée dans I’expres-
sion de ces différents champs thématiques,
considérant que la thématique ADN ancien re-
présente moins de 10% des projets déposés ;
2) les questions abordées relévent fréquem-
ment de plusieurs champs thématiques comme
le montre I'analyse de cooccurrence réalisées
avec les données de 2013 ; 3) les objets étu-
diés sont majoritairement des eucaryotes (deux
tiers) avec néanmoins 16% des projets de 2013
concernant a la fois des eucaryotes et proca-
ryotes ou virus ; 4) les méthodologies refleétent
la diversité des questions biologiques avec une
poussée de la génomique en 2013 qui révelent
a ce jour une utilisation premiére des NGS pour
I’étude de populations ou d’individus ; 5) enfin
une poussée remarquée de I'approche Illlumina
au détriment du 454-Roche en 2013. Ce glisse-
ment montre I’évolution rapide de I'offre techno-
logique et de ses usages. En résumé, les APEGE
2012 et 2013 ont révélé une mobilisation forte
et créative de la communauté GE dans la diver-

sité des champs thématiques et objets étudiés
avec l'utilisation principalement de deux tech-
niques NGS que sont 454-Roche et lllumina sur
des plateformes publiques ou privées.

Les colloques et école thématique ont révélé
une demande d’échange d’expertises et de sa-
voir-faire ainsi que de formation des personnels.
Si le colloque génomique environnementale de
Rennes programmé en novembre 2013 est en-
core en cours d’organisation lors de la prépara-
tion de ce document, celui de Lyon en 2011 ain-
si que I’Ecole Thématique Expert en GEnomique
Environnementale (ETEGE) a Aussois en 2012,
ont permis de réunir de nombreux acteurs de la
communauté scientifique concernée. Ces deux
événements ont été possibles grace au soutien
du CNRS principalement et de I'INRA. Outre le
recensement des laboratoires impliqués dans
ces événements, ces rencontres ont permis des
échanges et partages d’expériences importants
dans le contexte de la domestication des outils
et procédures NGS (de I'in vivo a I'in silico) né-
cessaires a leur valorisation. Ces rencontres ont
révélé trois points forts qui caractérisent cette
communauté en cours de constitution :

- une demande d’aide a I'accés aux NGS (capa-
cités de production et d’analyse des données) ;

- une demande de la communauté GE pour le
partage des données et des savoir-faire lors de
colloques et de formations spécialisées ;

- une volonté forte de dépasser les frontiéres dis-
ciplinaires pour mieux utiliser les données NGS
(mathématiques, bioinformatique, écologie, évo-
lution, biologie fonctionnelle et structurale, inté-
gration complexe et modélisation etc...) afin de
faire face a une rude compétition internationale.

En conclusion, le RTP-GE s’est avéré un outil
mobilisateur puissant de la communauté scien-
tifique en génomique environnementale dont
I"ampleur et la vitalité ont dépassé les attentes,
et dont I'accompagnement mérite toutes les
attentions futures dans un contexte scientifique
et technique trés dynamique et compétitif.

SITE INTERNET

RTP-GE : http://www.cnrs.fr/inee/recherche/actionsincitatives-RTP-Genoenvironnementale.htm
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Répartie sur I'’ensemble du territoire national la communauté scientifique concernée par la géno-
mique environnementale est issue d’une douzaine d’organismes de recherche. Les principaux
laboratoires impliqués sont sans surprise ceux qui bénéficient d’infrastructures nationales ou
régionales mettant en oeuvre les NGS. 80% des laboratoires du CNRS-INEE sont concernés par
cette thématique et participent activement aux différentes actions menées par le RTP-GE.

Répartition géographique

La distribution géographique des chercheurs et
équipes qui ont répondu aux différentes actions
du RTP-GE est largement répartie sur le territoire
national (Figure 3A). Cette distribution est plus
ou moins concentrée autour des plateformes de
séquencgage nationales et régionales regroupées
dans I'infrastructure nationale France Génomique
(Focus 3-1). Une plus faible représentation des
acteurs locaux est observée en régions Centre,
Poitou-Charentes et Aquitaine, notamment en ce

qui concerne les participations au colloque de
Lyon en 2011 et a I’école thématique d’Aussois
en 2012. Ces régions sont celles qui ne dis-
posent pas a I'heure actuelle d’infrastructures
liées a France Génomique. Cependant, les labo-
ratoires localisés dans ces régions ont participé
aux appels a projets APEGE 2012 et 2013 ; ceci
témoigne de recherches potentiellement structu-
rantes pour le développement des NGS en géno-
mique environnementale.
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Figure 3A. Répartition géographique (par ville) et tutelle (principale
et secondaire) de rattachement des personnels ayant participé
aux actions menées par le RTP-GE (haut : colloque de Lyon 2011 ;
milieu : école thématique d’Aussois en 2012 ; bas : APEGE 2012
et 2013). Le diamétre des cercles est proportionnel a la partici-
pation pour chacune des actions. Pour les projets APEGE, ont été

comptabilisées toutes les équipes partenaires impliquées dans
les dossiers.
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Répartition structurelle

La communauté scientifique qui s’est mani-
festée lors des différentes actions organisées
par le RTP-GE est issue, pour les trois quart,
du CNRS, de I'INRA et des Universités (repré-
sentés en parts plus ou moins égales selon
les actions). Le quart restant est représenté
par d’autres organismes de recherche, MNHN,
IRD, CIRAD, CEA, Génoscope, INSERM, INRIA,
IRSTEA, IFREMER. Au CNRS, les principaux ins-
tituts partenaires des projets sont, par ordre
décroissant d’importance en terme de nombre
d’équipes associées, I'INSB (17%), I'INSU
(10%), puis de facon plus anecdotique I'INSIS
et I'INSMI (1% chacun). La prépondérance des
deux premiers instituts n’est pas sans perti-
nence au regard des thématiques scientifiques
portées par chacun d’eux. Le succés des
APEGE 2012 et 2013 dépasse I'objectif initial
d’amorcage et montre des besoins importants
et croissants dans ce domaine.

Concernant I'INEE, 80% des laboratoires de

Complémentarité des
communautés scientifiques

Depuis le séminaire de Chizé de 2010, il est
trés rapidement apparu que les différentes
voies d’appréhension de la génomique environ-
nementale (écologie, biodiversité, évolution)
étaient souvent liées et que ces divers aspects
étaient traités de facon trés complémen-
taire. Certaines communautés de chercheurs,
comme celle de I’écologie microbienne, étaient
déja bien identifiées comme partie prenante
de la génomique environnementale, avec une
expertise bien avancée dans I'utilisation des
NGS. Les chercheurs concernés par I’écologie
des communautés de microorganismes ont
comme priorité lI'inventaire des organismes et
des communautés présentes et leurs princi-
pales fonctionnalités. D’autres communautés,
notamment celles liées a la biodiversité et a
|’écologie évolutive, étaient plus distantes par
rapport a ce champ d’application, privilegiant
|’utilisation d’outils et de concepts développés
durant les derniéres décennies, notamment
en génétique des populations, et un usage
plus restrictif des NGS. Pour cette derniére
communauté, les NGS apportent des moyens
nouveaux d’approfondir des questions déja an-

linstitut (52 sur 66 hors FR, GDR, UMS, UMI)
ont participé a I'une ou l'autre des manifesta-
tions organisées par le RTP-GE et ont été notam-
ment porteurs ou partenaires dans au moins un
projet APEGE. La médiane du nombre de projets
déposés par les laboratoires est de 2 avec un
maximum de 7. Le nombre de projets est qua-
siment stable entre 2012 et 2013 (102 et 94
respectivement), ce qui témoigne, la encore, du
dynamisme important de la communauté dans
le domaine et d’'une demande qui ne faiblit
pas. Il est d’ailleurs a noter que de nombreux
projets ont été renouvelés tant par rapport aux
technologies NGS envisagées que par rapport
aux questions scientifiques abordées, signes
d’une évolution rapide des concepts et des appli-
cations. Le nombre d’équipes partenaires pour
chaque projet varie fortement avec une moyenne
de 2 laboratoires impliqués et 2 équipes partici-
pantes, le nombre de partenaires pouvant aller
respectivement jusqu’a 4 et 5.

ciennes, sur des organismes bien identifiés. Le
rapprochement de ces communautés a consti-
tué un premier défi qu’a relevé le RTP-GE, qui
s’est concrétisé, lors du colloque de Lyon, par
un partenariat avec le réseau ECOMIC (ECO-
logie MiICrobienne) porté par I'INRA. Poussé
par des usages communs avec des savoirs
et des savoir-faire spécifiques, ce rapproche-
ment s’est concrétisé lors des derniers projets
APEGE ol des projets collaboratifs issus de
nouveaux partenariats ont vu le jour.

Une communauté scientifique trés concernée
par I'avénement des NGS est celle du consor-
tium « Bibliothéque du Vivant » qui inclut 35
unités et 200 chercheurs. Cette structure par-
tenariale entre le CNRS, I'INRA et le MNHN a
pour objectif de définir un cadre d’identifica-
tion spécifique sur différents modeles (princi-
palement eucaryotes, mais avec une gamme
d’organismes trés large) afin de documenter la
diversité génétique intra-spécifique, d’explorer
les limites d’espéces, de caractériser ces der-
nieéres moléculairement avec une approche de
type barcode, d’établir des phylogénies molécu-




FOCUS 3-1 : FRANCE GENOMIQUE

Cette infrastructure intégrée, de dimension européenne, lauréate des investissements d’avenir
2010, a été déployée a I'échelon national pour intégrer les capacités d’analyse des génomes de
28me gt 3me générations et les traitements bioinformatiques des données NGS générées. Elle a
pour ambition de fournir, dans le domaine de la génomique, un éventail de services permettant
de renforcer la compétitivité des communautés nationales d'utilisateurs, chercheurs publics et
industriels, et permettra la réalisation de grands projets internationaux. Il s’agit d’'une infrastruc-
ture distribuée s’appuyant sur plusieurs centres aux compétences complémentaires ayant cha-
cune leur(s) expertise(s) et technologie(s) spécifique(s) ainsi que les outils de bioinformatique
ad hoc. La gouvernance est intégrée, avec une coordination des services et un accés unique a
I'échelon national qui permet de couvrir tous les domaines des sciences du vivant (biodiversité,
génomique médicale, génomique animale, génomique végétale, etc.). Cependant, une ouverture
large est fortement attendue sur les organismes non modéles et les espéces non cultivées.

Le projet France-Génomique regroupe le Génoscope et le Centre National de Génotypage (CNG),
les 7 plateformes régionales, les noeuds du réseau national de bioinformatique (APLIBIO en
lle-de-France et ReNaBi - Réseau National des plateformes de Bioinformatique), qui seront par-
tenaires du prochain IFB (Institut Francais de Bio-Informatique), infrastructure qui devrait voir le
jour prochainement, et a court terme, le Trés Grand Centre de Calcul (TGCC) du CEA a Bruyéres-
Le-Chatel, ou seront implantés des équipements dédiés de stockage (initialement 5 Po) et de
traitement bioinformatique (initialement 3000 coeurs) parfaitement sécurisés et évolutifs.

Ces infrastructures s’inscrivent dans les grands axes prioritaires de la recherche francaise re-
censés dans la Stratégie Nationale de Recherche et d'Innovation (SNRI), les feuilles de route
francaise et européenne des Trés Grandes infrastructures de Recherche (ESFRI), et les
stratégies des Alliances concernées. Lambition du programme France Génomique
n’est clairement pas de rivaliser avec des structures étrangéres comme le BJI
chinois (qui a ouvert son centre européen a Copenhague en 2012)
ou le JGI américain, mais d’apporter a la communauté francaise
et ses partenaires internationaux des moyens et une
expertise mutualisés.

[Tk

Au total I'équipement prévu correspondra aux capa-
cités actuelles du BGI (soit une trentaine de séquen-
ceurs). Leffort sera porté non pas sur la capacité de
production mais sur une expertise a 3 niveaux : 1) une veille
technologique avec la mise au point de pipelines bioinformatiques
permettant d’apporter a la communauté scientifique une expertise
de haut niveau ; 2) un mode d’interactions avec la communauté via
des collaborations sur projets ; 3) une capacité de financement de
trés grands projets (dont une partie sera dédiée a la génomique
environnementale). Des financements de projets de moindre en-
vergure soumis au fil de I'eau sont également prévus et leur mise
en ceuvre sera effectuée sur I'une des 7 plateformes régionales
en fonction de ses spécificités techniques et scientifiques.

1A SR

Figure 3B. Implantation
nationale de I'infrastructure
France Génomique.
Localisation sur le territoire
des plateformes nationales
et régionales intégrées
dans l'infrastructure.




laires entre espéces, et de donner les moyens
de réaliser des inventaires moléculaires d’es-
péces dans un milieu donné. Il s’agit aussi
de créer le lien indispensable entre la « biblio-
théque moléculaire » de la biodiversité et les
collections nationales de spécimens, ainsi que
leurs bases de données associées. En outre,
Bibliothéque du Vivant permet aux chercheurs
de participer aux grands programmes interna-
tionaux comme « BarCode of Life » (voir cha-
pitre VI). En 2011, ce consortium a soutenu
98 projets de séquencage pour une production
d’environ 395.000 séquences de type Sanger
au Génoscope. Aujourd’hui, I’émergence des
NGS offre de nouvelles possibilités d’analyses
multilocus et/ou génomiques des organismes
vivants qui vont se substituer aux approches
monolocus utilisant la technologie de type
Sanger. Un rapprochement naturel entre la
communauté Bibliothéque du Vivant et celle du
RTP-GE s’est mis en place, afin de favoriser les

échanges de pratiques, savoirs et savoir-faire
et de promouvoir I'utilisation des NGS a toutes
les échelles taxinomiques.

Les différents rapprochements entre commu-
nautés décrits précédemment, et auxquels a
fortement participé le RTP-GE, montrent a quel
point le défi pour les prochaines années sera
pour la génomique environnementale de ren-
forcer linterdisciplinarité avec les bioinforma-
ticiens, mathématiciens et statisticiens pour
développer les méthodes conceptuelles et théo-
riques d’analyse et d’exploitation des données
NGS, ainsi que des prédictions théoriques sur
le devenir et les fonctions des organismes et
des écosystémes dans un environnement chan-
geant. Des actions conjointes avec le réseau
StatOmique pourront a ce titre étre envisagées.
Une meilleure intégration des niveaux d’analyse,
de la population a la communauté, sera égale-
ment a renforcer afin de prendre en compte
I’environnement biologique.

Consortia nationaux
et internationaux

Outre I'infrastructure nationale France Géno-
mique qui rassemble I’équipement techno-
logique au travers des plateformes et des
réseaux de plateformes au niveau national, un
certain nombre de réseaux et de consortia se
constituent autour des questions de génomique
environnementale, notamment au travers de
|'utilisation des NGS, soit pour des questions
méthodologiques (réseau bioinformatique, sta-
tistiques, etc), soit pour des questions d’objets
de recherche ou de problématique environne-
mentale, y compris vis-a-vis des anthroposys-
témes ou des services écologiques. Un certain
nombre de ces réseaux, aussi bien locaux que
nationaux, sont brievement mentionnés au fil
des chapitres de ce cahier de prospective. Pour
compléter le panorama national certains, non
mentionnés ailleurs, sont présentés dans les
Focus 3-2, 3-3, 3-4.

A l'international, différents consortia traitent
de thémes proches de ceux développés par le
RTP-GE, notamment celui porté par I’European
Science Fondation, Ecological and Evolutionary
Functional Genomics (EuroEEFG). Son objectif
est de rapprocher les écologues et les biolo-
gistes de I'évolution afin d’étudier : 1) le rdle
des génes et de leur régulation dans des pro-
cessus variés tels que les réponses aux stress
(changements environnementaux, interactions
biotiques et contaminants), la relation entre
génotype et phénotype (au niveau des traits
d’histoire de vie, de I'adaptation, de la diffé-
renciation écotypique et de la spéciation), 2)
le role des processus moléculaires sur I'archi-
tecture génomique des organismes et les pro-
cessus de régulation, et 3) le role des chan-
gements évolutifs a I’échelle de I’écosysteme.
Ce programme finance huit projets collaboratifs




de recherche transfrontaliers dans lesquels la
France est absente.

Une initiative plus large concerne le réseau
international des observatoires génomiques,
« Genomic Observatories (GO) » (type LTER, Long
Term Ecological Research Network) qui regroupe
le « Genomic Standards Consortium (GSC ) »
et le « Group on Earth Observations Biodiversity
Observation Network (GEOBON) ». Les objectifs
de ce réseau sont : 1) collecter des données

miques selon des standards partagés sur des
sites d’intérét et a long terme, 2) construire des
modeles prédictifs d’évolution de la qualité et
de la distribution des services écosystémiques,
et 3) fournir formations, assistance technique,
ressources et guide de bonnes pratiques via un
site web en particulier pour les GO des pays du
Sud. Quatorze observatoires sont actuellement
identifiés dans ce réseau : 2 dans la région
Indo-Pacifique (dont un en Polynésie francaise),
8 en Europe (dont celui de Roscoff), 1 en zone

génomiques, biophysiques et

FOCUS 3-2 : OCEANOMICS

Le projet OCEANOMICS - wOrld oCEAN biOres-
sources, biotechnologies, and Earth-systeM serviCeS
- est un projet de recherche fondamentale et appli-
quée, lauréat du programme des « Investissements
d’Avenir », dans sa section « Biotechnologies et Bio-
ressources ». D'une durée de 7 ans, le projet fédére
10 partenaires académiques, 6 partenaires privés
et de nombreux autres partenaires non-financés
directement mais qui souhaitent collaborer.

Le projet OCEANOMICS vise a comprendre la bio-
complexité et le potentiel biotechnologique du plus
grand écosystéme planétaire : le plancton océanique
(Figure 3C). Il s’appuie sur les milliers de données et
d’échantillons éco-morpho-génétiques récoltés lors
de I'expédition Tara-Océans. OCEANOMICS va tout
d’abord explorer cette collection unique qui couvre
'ensemble des communautés planctoniques (des
virus aux animaux). Une combinaison de protocoles
de séquencage et d'imagerie a trés haut débit est
mise en place pour extraire I'information de ces
échantillons biologiques a plusieurs niveaux systé-
miques : DNA, RNA, phénotypes. Des comparaisons
de ces nouvelles données aux métadonnées environ-
nementales et aux nouveaux génomes et trans-
criptomes de souches/organismes planc-

toniques de référence séquencés dans

le cadre du projet méneront a une

compréhension taxinomique, mé-

tabolique, et éco-systémique pro-

socio-écono-

polaire, et 3 en Amérique.

fonde de la structure, de la dynamique, et de I'évolu-
tion de la biodiversité planctonique.
Cette approche éco-systémique des océans révele
des enjeux considérables. Les 98% du volume de
notre biosphére représentés par le plancton laissent
imaginer I'énorme ressource potentielle en formes
de vie encore inconnues et en composés bioactifs
inexplorés. Une fois les connaissances de cette biodi-
versité approfondies, le projet OCEANOMICS s’orien-
tera vers des collaborations avec ses partenaires pri-
vés afin 1) de transférer les nouvelles technologies et
méthodes de séquencage et d'imagerie haut-débit
a des études de cas en biomonitoring aquatique,
2) de procéder a du phénotypage d’échantillons envi-
ronnementaux et de souches de choix pour I'analyse
de leurs lipides, métabolites secondaires, et exo-
métabolomes ; 3) cribler des souches de choix pour
leurs composés bioactifs d’intérét pharmaceutique,
nutraceutique (en terme d’effet positif sur la santé),
en aquaculture, cosmétique, et dans les secteurs de
I'agriculture et de I'environnement. En paralléle de
toutes ces activités scientifiques, OCEANOMICS ser-
vira de cas d’étude pour définir un modeéle juridique
équilibré pour la bio-prospection du plancton ma-
rin, un monde encore trés peu utilisé, sou-
vent au-dela des territoires nationaux,
et en conséquence, a I'extréme
limite des cadres réglementaires

4@* en vigueur.

ol Figure 3C. Apercu de la diversité
morphologique observable chez les

/ protistes marins.




FOCUS 3-3 : IDEALG Seaweed for the future

Figure 3D. Champ
de laminaires sur les
cotes de la Manche.

Les macro-algues marines ont émergé en
tant que lignées photosynthétiques indépen-
dantes il y a plus d’'un milliard d’années lors
de lintense diversification des eucaryotes. La
grande diversité de leurs phylogénies, de leurs
modes de vie, de leurs cycles de vie, des com-
posants métaboliques et cellulaires qu’elles
synthétisent, ainsi que leurs caractéristiques
génétiques en font des modéles particuliére-
ment intéressants pour étudier les processus a
I'origine de cette diversité et aussi un immense
réservoir pour le développement de nouveaux
produits et procédés. Notamment, les parois
cellulaires de ces organismes contiennent

une grande diversité de nouveaux b,

polysaccharides qui n’ont
pas d’équivalent chez les
plantes terrestres.

Les macro-algues sont
également essentielles

pour le fonctionnement

des écosystémes co-

tiers. Par exemple les

champs de laminaires
forment d'immenses foréts
sous-marines qui abritent un
grand nombre d’espéces ani-
males et végétales et qui jouent un

role majeur dans la structuration de la biodiver-
sité des cotes rocheuses des mers tempérées
a froides. Ce sont des écosystéemes trés pro-
ductifs, souvent comparés aux foréts tropicales,
qui ont une grande importance écologique
mais aussi économique car elles sont exploi-
tées pour leur teneur en alginates et en iode.
Le projet IDEALG lauréat de I'appel d'offres «
Biotechnologie et Bioressources » des « Inves-
tissements d’Avenir » vise a valoriser au mieux
ces végétaux marins dans un contexte de déve-
loppement durable de la filiére.

Il fédére la communauté scientifique et les ac-
teurs privés autour de la thématique des grandes
algues en Bretagne. Le projet s'intéresse a leur
étude génomique et post-génomique afin de
développer de nouveaux outils et méthodes
permettant d’identifier et sélectionner des po-
pulations « ressources » locales ayant un intérét
industriel. Le développement de nouveaux outils
de génétique (SNP*, QTL, marqueurs RAD") et
dans certains cas particuliers, la construction de

cartes génétiques d’algues ont pour objectif de
mieux comprendre les mécanismes fondamen-
taux de I'adaptation et des interactions phéno-
type / environnement ainsi que d’améliorer les
processus de domestication de ces populations
pour contribuer au développement biotechnolo-
gique de la filiére. Un intérét est aussi porté aux
microorganismes associés aux algues afin de
comprendre les interactions métaboliques entre
les algues et les bactéries. Lensemble de ces
connaissances servira au développement de
la filiere de transformation des algues (dégra-
dation, bioconversion, défenses naturelles...).
Un des objectifs du projet est le dévelop-
e pement d’'une plateforme virtuelle
« seaweedomics » qui permettra
lintégration des données «
omiques » depuis I'analyse
des génomes d’algues et
la métagénomique des
bactéries associées, la
conhnaissance des voies
métaboliques et le phé-
notypage jusqu’aux déve-
loppements bioinforma-
tiques afférents.
L'essentiel de la biomasse
d’algues produite en France est
prélevé a partir de populations naturelles,
la Bretagne se situant au cceur d’une région
montrant une des plus fortes biodiversités al-
gales au monde (hot-spot s’étendant du sud
du Portugal jusqu’au nord de I'’Angleterre et
des Pays-Bas). Avec I'objectif de développer
et diversifier I'utilisation des algues, le projet
IDEALG vise aussi a promouvoir les techno-
logies de production d’algues afin d’éviter
une trop forte pression de récolte de ces
populations naturelles. La culture d’espéces
indigénes, non-modifiées et non-invasives
représente les principaux critéres de la feuille
de route d’'IDEALG. Le projet IDEALG porte
un effort important sur I'étude des impacts
de la récolte et de I'algoculture pouvant étre
générés sur l'environnement, mais aussi
sur la société (acceptabilité) et sur I'activité
économique des zones littorales. L'enjeu du
projet repose sur I'intégration de cette filiere
a fort potentiel dans un contexte social, éco-
nomique et environnemental durable.




PROSPECTIVE GENOMIQUE ENVIRONNEMENTALE

FOCUS 3-4 : TERRAGENOME
Approches métagénomiques pour I’étude de la microflore du sol

En dépit de leur importance écologique, les microorganismes des sols sont encore trés mal
connus tant au niveau de leurs diversités taxinomique et fonctionnelle, que de la facon dont ils
s’adaptent, évoluent et interagissent entre eux et avec leur environnement. C’est principalement
da au fait que seule une infime proportion des microorganismes qui composent les communau-
tés microbiennes des sols, plus important réservoir de biodiversité, peut étre cultivée in vitro.
Grace au développement conjoint des approches métagénomiques (extraction directe de
I’ADN bactérien du sol) et des nouvelles méthodes de séquencage a trés haut débit (NGS),
I'étude des centaines de milliers d’espéces différentes des microorganismes des sols peut au-
jourd’hui étre efficacement initiée. Un tel projet est cependant d’'une ampleur considérable et
seule une large mobilisation de la communauté scientifique internationale semble en mesure
de relever un tel défi qui nécessite de plus une approche multidisciplinaire entre scientifiques
spécialistes en microbiologie, écologie microbienne, biologie moléculaire, bioinformatique et
physico-chimie des sols.

Le projet « Terragenome » a eu pour objectif dés 2009 de fédérer la communauté scientifique
internationale en vue de réaliser le séquencage complet du métagénome (I'ensemble des gé-
nomes microbiens) d’un sol de référence de la station agronomique expérimentale britannique
a Rothamsted. Les travaux ont été initiés avec un projet francais soutenu par 'ANR qui a
généré les premiers séquencages d’ADN métagénomique et la construction d’une trés impor-
tante banque d’ADN aprés qu’aient été en partie résolus les biais d’extraction. Aujourd’hui, «
Terragenome » a €élargi ses objectifs a d’autres sols et fédére les travaux de nombreux labora-
toires, notamment au travers de colloques annuels visant a partager et harmoniser méthodes
expérimentales et d’analyse bioinformatique avec un soutien financier assuré par des agences
nationales comme le Thuinen Institute en Allemagne ou la NSF aux Etats-Unis.
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Figure 3E. Une parcelle
a Rothamsted en Angle-
terre a été choisie par le
consortium international
« Terragenome » pour
séquencer la totalité
des génomes des
bactéries de son sol.



ENJEUX, DEFIS,
VERROUS SCIENTIFIQUES
ET PROSPECTIVES

Coordinateurs : Dominique Joly et Denis Faure

Les NGS redessinent le champ des possibles dans la recherche en écologie, évolution et sciences
de I'environnement en permettant d’accéder a une fraction totalement inconnue de la biodiver-
sité. Sa description comme sa compréhension sont devenues des enjeux majeurs de la biologie.
Elles mobilisent tous les acteurs de la recherche au regard desquels les frontiéres disciplinaires
et institutionnelles tombent. Le RTP-GE a participé a ce changement de paradigme en jouant un
role moteur auprés de la communauté scientifique nationale et en suscitant des regards croisés

sur notre appréhension de la complexité et la dynamique du vivant.

Les NGS ouvrent des perspec-
tives, encore insoupconnées il y a

quelgues années seulement, pour accé-
der de maniére plus exhaustive que par le passé
a la diversité génétique du monde vivant dans
tous les domaines d’étude de la biodiversité mo-
|éculaire — sa description (code barre ADN, méta-
génomique, phylogénie moléculaire) comme sa
compréhension (génomique évolutive, génétique
des populations, écologie moléculaire, écologie
des communautés). L'enjeu majeur est la carac-
térisation de la biodiversité dans toutes ses
dimensions, de I'individu aux écosystémes en
passant par les populations et communautés.
Les besoins portent sur la connaissance de la
dynamique de cette biodiversité et I'évaluation
des impacts environnementaux, qu’ils soient
d’origine anthropique ou naturelle. Il faut noter
cependant que la masse importante des don-
nées existantes concernent des organismes
bien ciblés (ex. animaux : mammiféres, oiseaux,
poissons ; ex. végétaux : plantes, lignées, her-
bacées, algues, champignons) et nous sommes

encore bien loin d’avoir une image
exhaustive de la distribution, des
comportements et des génomes de I'en-
semble des organismes macroscopiques (ex. :
insectes, crustacés, champignons) et microsco-
piques, qu’ils soient autonomes, parasitaires ou
symbiotiques (virus, protozoaires, bactéries ou
helminthes, ces derniers représentant 50 % de
la diversité spécifique). Un effort particulier reste
donc a faire pour coordonner et diversifier la col-
lecte des données en écologie afin de mieux
documenter la magnitude de la biodiversité.

Par ailleurs, la montée en puissance de ces tech-
nologies a haut débit rend plus forte la nécessité
de circuits courts et maitrisés entre la conser-
vation des ressources biologiques sur le long
terme, leur analyse, |'établissement de bases
de données (en connexion avec les informations
associées — les « metadata », et les corrélations
fonctionnelles, Hardisty et Roberts 2013), et en-
fin I'exploitation des résultats. Est concerné I'en-
semble des échantillons environnementaux, dont




ceux représentatifs d’écosystémes et de filieres
agro-alimentaires, afin de disposer de chroniques
complétes permettant l'analyse rétrospective
des évolutions des différents compartiments de
I’environnement. La communauté frangaise forte-
ment impliguée dans toutes les actions du RTP-
GE pourra ainsi améliorer de maniére significative
ses compétences en génomique-métagénomique
écologique, systématique et phylogénie, ainsi
que sa visibilité internationale, y compris dans le
domaine de la conservation.

Lafflux massif de données (I'ére du BigData), et
notamment celles en « omiques », génére des
défis méthodologiques considérables en termes
de gestion et de flux de données, d’analyse bioin-
formatique et de partage de données. Une ap-
proche pluridisciplinaire est donc indispensable
a mettre en ceuvre.

Les flux d’acquisition de données deviennent
extrémement rapides et volumineux ce qui pose
le probléme de leur gestion, stockage et exploi-
tation statistique et mathématique. Des dévelop-
pements en bioinformatique et statistique sont a
renforcer et soutenir, mais aussi les moyens de
stockage et de calcul (implémentation d’outils
capables de gérer de gros volumes de données,
parallélisation, utilisation de grilles de calcul,
etc...). Un défi particulier concerne le domaine de
I'open data qui rend public de grandes quantités
de données souvent inexploitées. Il s’agjt alors
de modéliser de maniéere intégrée a la fois la dis-
tribution de ce qui est mesuré et la distribution
de I'effort d’observation. Un autre champ ouvert,
qui pourrait s’appuyer sur les récents développe-
ments de la bioinformatique, est celui de I'ana-
lyse des interactions (réseau trophique, compéti-
tion inter et intra spécifique, etc...) a différentes
échelles biogéographiques en tenant compte de
covariables explicatives (traits, phylogénie, etc...).

Le traitement et I'exploitation des données né-
cessitent une complémentarité de compétences
entre biologistes et bioinformaticiens qui devient
ainsi un enjeu majeur de réussite par un partage

de connaissances et de savoir-faire transdiscipli-
naires. Les données NGS sont typiguement frag-
mentées et bruitées, et sont par définition non-
ciblées (le séquencage est réalisé en aveugle).
Leur analyse implique la mise en ceuvre de mo-
déles et d’algorithmes nouveaux, qui prennent
en compte la redondance dans les génomes et
les biais expérimentaux associés aux technolo-
gies haut débit, tout en faisant face aux change-
ments d’échelle permanents qu’elles induisent.
Les méthodes actuelles proliferent au cas par
cas, chacune développant des outils « maison »,
peu transposables et sans standard. Une activité
intense de développements méthodologiques et
logiciels est a soutenir fortement.

Le dernier aspect concerne l'interfacage et le par-
tage des données. Cette nouvelle facon de travail-
ler engendre une Vvéritable révolution culturelle,
aussi bien au niveau des acteurs de la recherche
que des institutions, afin de promouvoir la mise
en ligne de jeux de données exploitables par au-
trui et la valorisation de cet investissement indi-
viduel dans les carriéres scientifiques. Un effort
important devra étre fourni pour mutualiser des
moyens de stockage via des accés sécurisés au
niveau de plateformes régionales ou nationales,
pour créer des bases de données ouvertes, nor-
malisées, curées et révisées sur le long terme
(voir les initiatives Ecological Data et DataOne),
et enfin pour imposer des standards de qualité
minimale définis par des consortia internationaux
(Ecoinformatique).

A terme les données NGS doivent aussi étre diri-
gées vers la modélisation. La principale difficulté
vient de I’estimation des paramétres a prendre
en compte et surtout de I'abondance de leur
nombre (possibilité d’adopter des approches par
automates soit temporisées, soit probabilistes).
D’autres alternatives sont également a explorer
via le data-mining qui consiste a extraire des
connaissances a partir de grands jeux de don-
nées. Ici, un effort particulier devra étre mis sur
la synthése des observations et leur interfacage
avec les autres niveaux d’organisation.
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ACCES ET PARTAGE
DES DONNEES NGS

Coordinateurs : Eric Pelletier et Guy Perriere

La recherche en génomique environnementale est en train de vivre une véritable révolution de
I'information. Sont mis a disposition de la communauté scientifique des jeux de données de plus
en plus importants, pour un nombre croissant d’organismes, ainsi que pour de nombreux génes et
écosystémes. Ces nouveaux jeux de données, alliés a une puissance de calcul et a une sophistica-
tion des logiciels (rendues possibles par la mise en place de plateformes collaboratives comme R)
offrent aujourd’hui une profondeur d’analyse qui n’était pas possible il y a encore dix ans. Toutefois
I’avalanche de ces données dans le domaine des omiques est telle que I’on se heurte aujourd’hui

aux difficultés qui en font leur succés en ce qui concerne leur accés et leur partage.

Accés aux banques
de données NGS

La possibilité d’accéder rapi-
dement et de facon exhaustive
aux séquences génomiques est

'une des raisons du succés qu’a rencontré la
bioinformatique au cours des trente derniéres
années. Or, l'arrivée en 2005 des premiéres
méthodes a haut débit (Margulies et al. 2005),
puis leur démocratisation dans les années 2010,
a entrainé une véritable révolution dans ce do-
maine (Shendure et Lieberman Aiden 2012). En
effet, si les instituts en charge de la maintenance
des banques ont pu gérer pendant trois décen-
nies un flux sans cesse croissant de données,
ce n'est désormais plus le cas. Faisant face a
un déluge sans précédent de séquences (géno-
miques ou transcriptomiques), ces organismes
doivent désormais s’adapter et ici, comme dans

de nombreux autres domaines
des sciences et de la technologie, I'avenir
appartient aux structures en réseau et non plus a
de grands systémes centralisés.

Depuis prés de trente ans, les trois grandes
banques généralistes de données collectant les
séquences génomiques sont GenBank au Natio-
nal Center for Biotechnology Information (Benson
et al. 2013), I'ENA (European Nucleotide Archive),
ex-EMBL, a I’'European Bioinformatics Institute
(EBI, Cochrane et al. 2013) et la DDBJ (DNA Data
Bank of Japan) au National Institute of Genetics
(Ogasawara et al. 2013). Bien qu’a leurs débuts
le contenu et la taille de ces trois banques
étaient relativement différents, une collaboration
internationale s’est rapidement établie et, depuis
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25 ans, leur contenu est virtuellement identique :
une séquence soumise a n’importe lequel des
trois centres sera transmise avec un délai maxi-
mal de 24 heures aux deux autres.

La caractéristique principale de ces banques
est qu’elles permettent d’accéder librement
a la quasi-totalité des séquences biologiques
obtenues par les laboratoires publics et pri-
vés. Cet accés non limité a en grande partie
contribué aux avancées importantes obtenues
par la bioinformatique au cours de son exis-
tence en tant que discipline scientifique. En
effet, la question fondamentale en science de
la reproductibilité des résultats a été facilitée
par cette disponibilité immédiate et exhaustive
des données.

Figure 5A. Croissance exponentielle
du contenu d’EMBL.

—— Temps de doublement observé : 18 mois

T T T T T T
1985 1990 1995 2000 2005 2010

Le volume des données soumises a ces trois
collections a cr( de facon exponentielle, avec
un temps de doublement moyen de l'ordre de
18 mois (Figure 5A). La période 2000-2010 a
méme vu ce temps de doublement diminuer
avec le séquencgage de nombreux génomes ou
transcriptomes, dont le premier génome hu-
main (Venter et al. 2001). Cependant, depuis
2010, un changement de tendance assez sur-
prenant s’opére puisque c’est un allongement
de ce temps de doublement que I'on observe.
Une premiére explication de ce phénoméne
inattendu tient au fait que les centres en
charge de la maintenance des banques sont
de moins en moins capables de supporter les
charges financiéres que représentent I'achat
continuel de capacités supplémentaires de
stockage ainsi que la maintenance des infras-
tructures associées.

Un autre probleme est que les volumétries de
données produites sont désormais telles qu’il
n'est plus possible de les transmettre en un
temps raisonnable aux centres de saisie via le
réseau. Une solution de plus en plus utilisée,
pour qui veut voir ses séquences figurer dans
les banques, est d’expédier un disque dur sur le-
quel sont sauvegardées les séquences en ques-
tion, puis de procéder au transfert sur place !
D’une certaine fagon, il s’agit la d’un retour aux
pratiques pré-internet puisque, jusque vers la
fin des années 1980, c’est par envoi postal de
supports physiques (bandes magnétiques ou
disquettes) que se transféraient les séquences.

Enfin, la question de I'accés aux lectures”
courtes, non annotées, est également un pro-
bléme d’importance. Du fait de la quantité de
séquences disponibles, les centres ne pro-
posent plus un acceés direct aux entrées indivi-
duelles, mais plutét a des archives compressées
pouvant contenir un grand nombre de lectures.
La survie de ces archives a été remise plusieurs
fois en question, ce service ayant déja été sup-
primé une fois puis rétabli a I’'EBI.

Dans ce contexte, de plus en plus de séquences
ne sont tout simplement pas envoyées aux
centres de saisie. Leur mise a disposition pour
la communauté se fait par I'intermédiaire de
banques de données locales mises en place
dans le cadre de projets limités. La consé-
quence est qu’il existe désormais, outre les
collections généralistes précitées, une véritable
pléthore de banques spécialisées, qu’elles
soient dédiées a un organisme ou a une pro-
blématique biologique particuliere. La revue
Nucleic Acids Research publie chaque année
un numéro spécial consacré aux principales
banques disponibles dans le monde. Dans son
édition de janvier 2013, ce ne sont pas moins
de 178 banques qui étaient recensées. Cepen-
dant, ce catalogue est trés loin d’étre exhaustif
et le nombre de banques spécialisées existant
est probablement beaucoup plus élevé.

En perspectives, du fait qu’une quantité crois-
sante de séquences ne soient plus envoyées
aux centres de saisie, les trois collections
généralistes ne peuvent plus étre considérées
comme exhaustives. Or cette perte d’exhausti-
vité a d’ores et déja des répercussions sur cette
reproductibilité facile des résultats qui était
|’apanage de la bioinformatique. C’est dans le
but de pallier ce probleme, que I'EBI a lancé,




début 2007, l'initiative ELIXIR. Cette initiative
vise a fédérer les grands centres de bioinforma-
tique (nationaux ou régionaux) dans un réseau
Européen, chaque nceud ayant une spécificité
thématique. Une telle réorganisation permettrait
effectivement de répartir la charge, aussi bien
en quantités de données a gérer qu’en termes
d’infrastructures, pour ce qui est du stockage ou
de I'archivage des séquences biologiques.

En cas de participation de la France a cette ini-
tiative, le nceud national serait représenté par
I'IFB (Institut Francais de Bioinformatique - Voir
Focus 3-1). La structure de I'IFB est en fait
proche de celle d’ELIXIR avec, d’une part, un
hub central (I'IFB-core, localisé a Gif-sur-Yvette)
et d’autre part, les six centres ReNaBi actuels.

Production de données NGS : enjeux techniques et académiques

Depuis 2005, I'avenement des nouvelles tech-
nologies de séquencage a bouleversé I'impact
de la génomique sur de nombreux champs de
la biologie. Avec aujourd’hui des codts inférieurs
a 50 USD le gigabase” et la multiplication des
plateformes de production de données, les cher-
cheurs et les laboratoires doivent opérer des
choix stratégiques en ce qui concerne leur besoin
en terme de séquencage.

Les NGS correspondent principalement a un
changement de paradigme. Le séquencage par la
méthode de Sanger se base sur une amplification
de séquence par PCR avec des bases déoxy-NTP
(qui permettent la poursuite de I’élongation) et
dideoxy-NTP (qui, aprés incorporation, bloquent
la poursuite de I’élongation), puis la séparation
physique de produits de tailles différentes et leur
détection optique permettant de reconstituer la
succession des bases de la chaine matrice. Les
NGS couplent I'amplification des matrices sur
support fixe avec détection optique simultanée.
Ce couplage des opérations a permis de gagner
plusieurs ordres de grandeur dans la quantité de
lectures possibles simultanément (de 384 lec-
tures de 900 pb en moyenne en 16 heures sur

un appareil de type ABI 3730 XL en 2004 a au-
jourd’hui plus de 6 x 10° lectures de 100 pb en 12
jours sur un appareil de type lllumina HiSeq2000
aujourd’hui, pour un colt similaire). Ce change-
ment d’échelle majeur a permis I'émergence de
plusieurs types de machines, qui different par le
mode de détection (optique comme pour lllumina
et 454 ou électrochimique comme pour lonTor-
rent), par la quantité de séquences produites en
un run® et par la durée de celui-ci.

Si le colt d’achat et de fonctionnement de tels
appareils est maintenant a la portée d’un labo-
ratoire classique (surtout pour les machines de
débit modeste), il faut garder a I'esprit que la
technicité d’opération de ces appareils est élevée,
nécessite souvent des aménagements de locaux
spécifiques, et surtout reste en perpétuelle évolu-
tion : les kits et les protocoles changent plusieurs
fois par an, ce qui demande aux personnels en
charge de maintenir une veille technologique
constante pour conserver un usage optimal de la
machine. S’équiper d’un séquenceur aujourd’hui
demande une réflexion poussée, ces machines
demandant souvent un usage continu pour main-
tenir leur état de fonctionnement.
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Un autre aspect important doit étre pris en consi-
dération : la partie informatique de la production
de séquences. Les quantités de séquences pro-
duites sont élevées, ce qui nécessite un traite-
ment en continu, des personnes compétentes
dédiées, et un stockage des données. Ainsi, un
run HiSeq2000 complet produit prés de 1 To
de données chaque quinzaine. Les estimations
actuelles donnent le ratio colt de gestion infor-
matique et d’analyse sur colt de production des
séquences pour des valeurs de 10 a 100, selon
le type de projet.

La prochaine évolution attendue dans le domaine
des technologies de séquencage consiste en un
autre changement de paradigme : la suppression
de la phase d’amplification (séquencage de molé-
cule unique). Les premiers prototypes commercia-
lisés (Pacific Biosciences) ont un fonctionnement
trés délicat et le type de séquences produites
(avec un taux d’erreur par base de 15%) reste
encore instable. De plus, la quantité d’ADN né-
cessaire reste élevée (plusieurs microgrammes).
Ce saut ne sera pas tant un saut quantitatif (dif-
ficile d’envisager prochainement de dépasser
significativement les capacités de production des
machines de type HiSeq d’lllumina) qu’un saut
qualitatif : lectures trés longues (plusieurs kilo-
bases voire méme dizaines de kilobases) a partir
de faibles quantités de matériel. Différents types
de séquences produites par différents appareils
coexistent déja, et chaque type de projet fait ap-

pel a plusieurs d’entre eux pour optimiser le résul-
tat et la qualité de I'analyse qui suit.

Les capacités de production de séquences
accessibles aux laboratoires de recherche sont
variées. En ce qui concerne les moyens publics,
les plateformes régionales et nationales sont en
cours d’intégration partielle dans France Géno-
mique (voir Focus 3-1), avec pour objectif d’opti-
miser la gestion, I’évolution et |'utilisation de ces
moyens. Pour le projet GEnome Humain (Lander
et al. 2001, Heilig et al. 2003), la création du Gé-
noscope — Centre National de Séquencage pla-
cait la France au 5°™ rang mondial de capacité de
production de séquences. La place actuelle des
moyens de production francais est devenue mo-
deste. Au niveau international, de nombreuses
structures ouvrent I'accés a leurs moyens de
production a travers des appels a projets (BGlI,
JGI, Broad Institute, etc). Pour le volet privé, de
nombreuses compagnies proposent leurs ser-
vices, avec différents niveaux de traitements de
données. Les laboratoires doivent accorder une
attention particuliére aux clauses de confidenti-
alité et de propriété intellectuelle, surtout en ce
qui concerne les travaux externalisés vers des
sociétés et centres basés a I'étranger. Enfin, un
aspect souvent négligé et mal évalué dans les
projets portés par les chercheurs concerne les
capacités de calcul et de stockage des données,
ainsi que le personnel compétent pour analyser
les données générées.
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La révolution technologique du séquencage avec les NGS autorise I’exploration de la diversité
génétique du monde vivant provenant d’échantillons biologiques plus ou moins complexes depuis
I'organisme isolé jusqu’a l'intégralité des communautés d’un écosystéme. Cependant, ces évo-
lutions se sont faites au détriment de la longueur et de la qualité des séquences posant de nou-

veaux problémes d’analyse.

Le développement des plateformes de séquen-
cage de deuxieme génération a conduit a la pro-
duction de données de séquences a des colts
trés bas avec des débits considérables (Glenn
2011 ; Figure 6A). Ce déluge de séquences
nécessite donc le développement de nouveaux
outils bioinformatiques pour assurer un traite-
ment optimal de I'information (Logares et al.
2012). Les besoins en espaces d’archivage et

en capacités de calculs se trouvent démultipliés
conduisant au déploiement de nouvelles infras-
tructures informatiques. La qualité des données
générées et la pertinence des analyses sont un
enjeu majeur de la (méta)génomique pour don-
ner un nouvel éclairage aux mécanismes régis-
sant le fonctionnement du vivant et a I'origine
de cette formidable diversification créant ce
subtil équilibre de la vie (Figure 6B).

Figure 6A. Afflux sans
précédent de données
NGS : exemple des méta-

chaque étude, le nombre

1E+9 4
génomes viraux publiés
dans la littérature. Pour
1E+8 -
de séquences étudiées
9 1E+T7 4 (ordonnée) et la quantité
= de paire de bases (en
g 150 million) sont reportés en
§ AE+6 fonction de I'année de
12} . . .
o publication (abcisse).
o 1E+5 -
s
5
Z  1E+4 - . ® Sanger
0,7 Roche 454
1E+3 . .
. ® ® lllumina Hi-Seq
1E+2 T T T T T T
2000 2002 2004 2006 2008 2010 2012 2014

Date de publication de I'étude

25



26

La qualité des données issues des nouvelles
techniques de séquencage est liée non seule-
ment a la technologie utilisée mais également,
dans certains cas, aux étapes amont ayant per-
mis I’obtention du matériel génétique a séquen-
cer. Ainsi, les algorithmes bioinformatiques
doivent éliminer les régions non informatives
biologiqguement, détecter les régions de mau-
vaise qualité, identifier les erreurs de séquen-
cage ainsi que les séquences issues d’arté-
facts de manipulation (Quince et al. 2011).
Des séquences de mauvaise qualité peuvent
en effet, compromettre les analyses ultérieures
(assemblage”, annotation) mais également su-
restimer une diversité non représentative des
organismes étudiés ou des environnements
explorés conduisant a des interprétations erro-
nées. Au final, les séquences de qualité rete-
nues, permettront de refléter le plus fidélement
possible I'information génétique initiale issue
des échantillons et de mettre en place des
traitements statistiques pour tester les hypo-
théses initialement posées (Focus 6-1).

La qualité des affiliations est un verrou métho-
dologique et scientifique pour appréhender
la diversité des organismes. La diversité du
monde vivant ne permet pas de caractériser
les organismes sur de simples caractéres
phénotypiques. Ainsi, I'identification des
organismes passe par l'analyse de génes
phylogénétiquement informatifs pouvant étre
isolés facilement et permettant d’établir des
relations de parenté. Cette approche d’identi-
fication des organismes par « étiquetage » est

Figure 6B. Qualité des données. L'explosion
du séquencgage nouvelle génération entraine
un déluge de données, qui doivent étre
traitées efficacement par des approches
innovantes de bioinformatique, sous peine
d’étre submergé par I'information et rester
aveugle devant I'extraordinaire diversité du
monde vivant a la base du fonctionnement
des écosystemes.

communément appelée barcoding (voir chap.
VIIl). Les parentés phylogénétiques ne sont
pas toujours testées du fait notamment de la
nécessité de capacités de calcul importantes
pour la reconstruction des arbres. Cependant,
les développements récents de méthodes ne
nécessitant pas de recalcul complet des arbres
(e.g. pplacer) devraient permettre d’améliorer
la situation. Cette approche a entrainé une
non-affiliation de nombreuses séquences ou
une affiliation erronée par simple recherche
de similarité de séquences pouvant par voie
de conséquence se propager. L'utilisation de
plusieurs marqueurs phylogénétiques et/ou
de génomes complets ouvrent la voie d’une
phylogénomique plus résolutive précisant les
identifications et les parentés des organismes
avec des applications récentes sur des don-
nées environnementales (Chivian et al. 2013).
Enfin, I'utilisation d’une nomenclature officielle
définissant le nom des espéces est également
essentielle méme si les taxinomies évoluent
régulierement (Yarza et al. 2013).




FOCUS 61

Quelques regles de bonne conduite pour améliorer la qualité
des résultats d’analyse différentielle a partir de données NGS

Les technologies de séquencage a trés haut débit sont
des outils puissants pour explorer de nouvelles pistes
de recherche dans de nombreux domaines de la bio-
logie. Afin d’obtenir des résultats pertinents a partir
de ces masses de données, des outils informatiques
et statistiques adaptés sont nécessaires, mais une
bonne réflexion préalable aux expériences reste indis-
pensable (Figure 6C). Est présentée ici la recherche
de régions d’intérét (ou de rang taxinomique) diffé-
rentiellement exprimées (ou différentiellement abon-
dantes) entre plusieurs conditions a partir de données
de comptage RNA-Seq (ou métagénomiques).

Chaque étape, de la production au traitement des
données, a un impact non négligeable sur les sui-
vantes. Il est donc important d’explorer les données
pour adapter la stratégie d’analyse statistique a la
fois a la question biologique d’intérét et aux données
recueillies. La normalisation consiste a détecter les
biais techniques et a les corriger en vue de rendre les
échantillons comparables. Elle est propre a chaque
technologie et a chaque plateforme. Cette étape est
délicate car elle revient a une modification des don-
nées brutes. Il est donc important qu’elle se limite
au strict nécessaire. Certains biais peuvent étre éli-
minés par un plan d’expérience adapté, un protocole
expérimental judicieusement choisi et un traitement
bioinformatique efficace. Le biais principal est la dif-
férence de profondeur de séquencage (nombre total
de lectures alignées sur les différentes régions d’in-
térét) entre les échantillons. Dillies et al. (2013) ont
montré que les méthodes basées sur une taille de
banque efficace, définie a partir de régions d'intérét
peu variables d’'un échantillon a I'autre, sont les plus
adaptées. Elles sont efficaces méme en cas de réper-
toires d’ARNm exprimés trés difféeremment. Si des
biais de type échantillons spécifiques dus a la teneur
en GC sont observés, une normalisation supplémen-
taire peut s’avérer nécessaire. L'analyse différentielle
consiste, quant a elle, a I'aide d’un test statistique, a
déterminer les régions d’intérét statistiquement signi-
ficatives a un seuil choisi. Les méthodes spécifiques

au RNA-Seq notamment DESeq (Anders et Huber
2010) ont été développées dans le cadre d’'un faible
nombre de répétitions (moins de 5) par condition.
Soneson et Delorenzi (2013) ont montré que lorsque
le nombre de répétitions augmente, ces méthodes ne
sont plus forcément les plus puissantes.

Question biologique

Expériences/Séquencage

Validation biologique
et interprétation

*EDA : Exploratory
Data Analysis

Figure 6C. Procédure d’analyse
des données NGS.

Pour tirer le maximum de conclusions pertinentes
de ces expériences a haut débit, il est important
d’intégrer dés le démarrage d’'un projet les différents
acteurs : biologistes, bioinformaticiens, statisticiens ;
de planifier en amont les expériences et d’anticiper
les biais possibles ; d’adapter les méthodes d’analyse
aux questions possibles et d’interpréter ces données
en connaissance de cause.
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Stratégies d’analyse des métagénomes viraux

Méme si leur influence sur I'écologie de notre planéte et I'évolution des organismes est recon-
nue, les virus de I'environnement restent largement méconnus. Afin de les étudier sans mise
en culture, les approches métagénomiques sont appliquées aux communautés virales depuis
une dizaine d’années (Edwards et Rohwer 2005). Si extraire les particules encapsidées d’un
échantillon n’est pas trivial, I'analyse bioinformatique des données est la principale étape
limitante de telles études. En effet, les serveurs généralistes de traitement des données de
métagénomique comme Mg-Rast et Camera sont adaptés aux données microbiennes mais
pas aux données virales. Les spécificités des génomes viraux, en particulier I'absence de géne
marqueur universel et le faible taux de séquences affiliées (moins de 30%), rendent néces-
saire I'utilisation d’outils qui leur sont adaptés.

Seuls deux serveurs Web spécifiques aux viromes permettent a I'’heure actuelle de réaliser
des analyses complétes de ces jeux de données : VIROME (Wommack et al. 2012) et Metavir
(Roux et al. 2011). VIROME propose une affiliation de chaque séquence métagénomique par
comparaison a des génomes de référence” mais aussi a des séquences environnementales.
Lutilisation de ces derniéres permet d’annoter plus de séquences et de quantifier I'abon-
dance des séquences dans différents écosystémes. Metavir tente également de faire face
au faible taux de séquences affiliées au travers d’analyses utilisant I'ensemble des jeux de
données : 1) estimation de la diversité génétique a partir d’'une clusterisation des séquences
et 2) comparaison des viromes entre eux a partir de plusieurs méthodologies (comparaisons
directes des séquences ou de leurs fréquences en k-mers).

Lanalyse de métagénomes viraux étudiés jusqu’a présent a montré que les communautés
virales sont trés diversifiées et riches, le type d’environnement semblant constituer le principal
facteur influencant la composition de ces communautés. En plus du faible taux de séquences
affiliées, les phylogénies de génes marqueurs de différentes familles virales réalisées par Me-
tavir montrent que les séquences des viromes sont le plus souvent éloignées des séquences
de référence disponibles, témoignant du fait que la grande majorité des virus de I'environne-
ment nous est encore inconnue a I'’heure actuelle.




Les technologies de séquencage récentes (e.g. lllumina HiSeq2000) sont cependant en train

de modifier le type méme de données générées. En effet, la quantité de données produites
(jusqu’a 50 Gb) rend possible (et indispensable) un assemblage des séquences brutes, ce qui
permet d’obtenir de larges fragments d’ADN génomique voire des génomes complets. L'ana-
lyse de ces larges fragments nécessite a son tour de nombreux développements spécifiques
et une nouvelle version de Metavir est en cours de développement pour permettre une anno-
tation des milliers de contigs™ obtenus ainsi que leur visualisation (Figure 6D). Au-dela d’un
accroissement des capacités de calcul du fait de 'augmentation des quantités de données
générées, il convient d’adapter les méthodes d’analyse de la composition en espéces et en
genes, de comparaison entre viromes, ou encore d’analyse du contexte génomique (co-occu-
rence et proximité des genes sur les fragments génomiques) afin d’identifier de nouveaux
liens fonctionnels entre génes et ainsi d’annoter les nombreux génes viraux pour lesquels la
fonction reste inconnue.

A

Figure 6D. Exemple de
visualisation sur Metavir de
quelques contigs assemblés
a partir d’un virome généré i "t
par lllumina HiSeq 2000. -

(A) Réseau composé de

6 contigs (cercles gris) et

de génomes de référence
(cercles bleus), les arcs
représentant les similari-

tés entre ces séquences
génomiques. (B) Cartes
génomiques et similarités
entre les 6 contigs et 3 virus
de référence.
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Qualité des annotations

Figure 6E. Annotation exper-
tisée des séquences de
microsporidies, pathogénes
intracellulaires obligatoires.
Visualisation des spores

de microsporidies et du
systeme d’invasion appelé
tube polaire. Signaux de
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La prédiction de la structure des génes reste I'un des pro-
blémes les plus importants et passionnants de la biolo-
gie computationnelle (Brent 2008). Les approches basées
sur I'exploitation des données extrinséques ont considé-
rablement augmenté la qualité des prédictions de novo.
Néanmoins, ces données n’étant pas toujours disponibles,
'emploi d’algorithmes de prédiction ab initio utilisant
les données intrinséques de la séquence reste l'unique
solution. Cependant, malgré des progrés conséquents,
ces méthodes ne sont pas capables de produire un cata-
logue in extenso de I'ensemble des genes (Brent 2008).
Afin d’améliorer la prédiction, une définition plus fine des
régles définissant la présence ou I'absence d’un géne sur
une portion d’ADN doit étre envisagée.

Pour illustrer ce propos, I'exemple de I'annotation du gé-
nome des microsporidies sera choisi. En effet, ces orga-
nismes, pour lesquels prés de 1500 espéces réparties en
187 genres ont été décrites, sont des parasites capables
d’infester des protozoaires et la plupart des organismes
pluricellulaires (invertébrés et vertébrés). Les approches
de génomique sont donc idéales pour une meilleure com-
préhension de ces organismes retrouvés dans tout type
d’environnement mais ne pouvant pas étre isolés facile-
ment. A I'heure actuelle, un nombre réduit de génomes
a été en partie ou entiérement séquencé et annoté en
utilisant des méthodes que I'on peut qualifier de généra-
listes. Ces approches restent encore peu efficaces comme
le montre par exemple la prédiction erronée de prés de
30% des genes du génome d’Encephalitozoon cuniculi.
Ce sont des travaux exploitant conjointement les données
intrinséques et extrinséques mais également les signaux

R

de régulation de I'expression des génes, qui ont permis
I’élaboration d’une nouvelle méthode a la fois originale et
innovante d’annotation des séquences de ces organismes
(Figure 6E) (Peyretaillade et al. 2012)

Lutilisation de cette méthode a permis d’assurer de ma-
niére efficace la ré-annotation de génomes microsporidiens
en identifiant des génes non ou mal prédits. Pour exemple,
citons l'identification de 387 genes annotés au sein du
génome de l'espéce Enterocytozoon bieneusi qui corres-
pondent en réalité a des séquences d’espéces bactériennes
appartenant au genre Pseudomonas ayant comme origine
une contamination et non un transfert. Par ailleurs, cette
approche s’est également montrée pertinente pour assurer
la caractérisation de génes n’ayant pas pu étre identifiés en
raison hotamment de leur trop faible taille. En effet, bien
que ces petits génes puissent exercer des fonctions impor-
tantes, leur identification reste une tache ardue et reléve
le plus souvent du hasard. L'exploitation de 'ensemble des
caractéristiques des séquences a également permis une ré-
annotation pertinente des codons d’initiation de la traduc-
tion. En effet, I'identification de ces codons qui permettent
de définir la séquence exacte de chaque protéine repré-
sente un autre challenge majeur de I'annotation des génes.

Pour conclure, 'amélioration des algorithmes d’annotation
doit donc passer par I'analyse de grands fragments d’ADN
ou de génomes constituant des données de référence.
Aussi la constitution de bases de données de référence
associées a des algorithmes dédiés performants assurera
des annotations dynamiques expertisées propageant des
données de qualité.




La qualité des annotations des génomes patit
de l'augmentation exponentielle du nombre
de génomes séquencés. Paradoxalement, les
connaissances restent encore minimes au
regard de I’extraordinaire volume de données
produites et de la diversité du monde vivant. La
métagénomique fait abstraction des difficultés
d’isolement des microorganismes pour étudier
simultanément I'ensemble des génomes des
organismes constituant une communauté, révé-
lant ainsi une diversité encore insoupconnée
(Temperton et Giovannoni 2012). Par exemple,
les données NGS ont permis de révéler un
monde a part avec une abondance de virus
incroyable dans tous les environnements ex-
plorés (Focus 6-2). Cependant, I’extraordinaire
complexité des communautés microbiennes de
la plupart des écosystémes rend difficile, voire
impossible, la reconstruction des génomes a
partir de séquences de petites tailles méme
si elles sont générées de fagon massive. En
effet, les logiciels d’assemblage de séquen-
cage et les capacités informatiques ne sont
pas suffisamment performants pour réaliser
un assemblage de novo* complet (Namiki et al.
2012). Se pose le probléme de la détection de
génes au sein de millions de petits fragments
d’ADN qui peuvent de plus porter des erreurs
de séquencage. Malgré ces difficultés, des
logiciels trés populaires permettent de donner
les grandes orientations d’affiliation, d’anno-
tation, de comparaison de (méta)génomes et
ainsi d’appliquer des analyses statistiques plus
ou moins élaborées pour la comparaison des
données (Caporaso et al. 2010). Néanmoins,
la qualité des annotations étant un point cru-
cial pour constituer des données de référence,
des efforts conséquents doivent étre entrepris
pour le développement de stratégies d’annota-
tion efficaces et pertinentes (Focus 6-3). Il est
également important d’améliorer la qualité des
génomes de référence par le développement
de méthodes de classement (binning) efficaces
(Albertsen et al. 2013).

La qualité des bases de données est essentielle
a la valorisation des données issues des NGS.
La premiére source de données nucléiques as-
surant le partage et la diffusion de la connais-
sance (International Nucleotide Sequence
Database Collaboration) a comme origine une
collaboration entre les bases japonaise (DNA
Data Bank of Japan), américaine (GenBank) et
européenne (European Nucleotide Archive, voir
chapitre V). Les collections de données néces-

sitent I'utilisation de standards assurant la
qualité de soumission pour un partage et une
réutilisation efficace. De telles initiatives ont
été menées par le Genomic Standards Consor-
tium (GSC) pour les données de génomique et
métagénomique mais également par le Consor-
tium pour le Barcode of Life (voir chapitre IlI).
Ce consortium vise a identifier des organismes
(animaux, plantes et champignons) par de
courtes séquences d’ADN de génes choisis
comme standards. Ainsi, I'objectif du projet
Barcode Of Life Database (BOLD) est de mettre
a disposition une plateforme web permettant
d’identifier un organisme par comparaison
avec une base de données, devant atteindre
a terme 5 millions de spécimens représentant
prés d’un demi-million d’espéces, en lien avec
leur géo-référencement et leur conservation
dans des collections d’Histoire Naturelle. Des
bases de données spécialisées ont également
été développées pour identifier les microorga-
nismes procaryotes (RDR Greengenes, SILVA).
Ainsi, des bases de données spécialisées
se multiplient, qu’elles soient dédiées a des
analyses phylogénétiques, (méta)génomiques
ou métaboliques. Néanmoins, I’explosion des
données de séquences nécessite de nouvelles
évolutions informatiques facilitant les trans-
ferts, la sécurisation, le stockage et les ana-
lyses (Focus 6-4).

En perspectives, pour que I'abondance de don-
nées ne tue pas la qualité des données rendant
de fait invisible la biodiversité étudiée, il devient
évident d’amplifier les recherches interdiscipli-
naires associant, la biologie, I'informatique, la
bioinformatique et les mathématiques. Pour
poursuivre cette révolution dans I'acquisition de
connaissances, l'expertise est un point clef de
la réussite assurant la production, I’administra-
tion et I'analyse de données de qualité qui doit
passer obligatoirement par une formation en
adéquation avec les enjeux actuels. Les innova-
tions technologiques (séquencgage de troisieme
génération, isolement de cellules, capture de
genes, infrastructures informatiques) en asso-
ciation avec le développement d’algorithmes
bioinformatiques de plus en plus performants
vont sans nul doute se poursuivre et s’accélé-
rer. Ceci permettra de reconstruire et d’analyser
de nombreux génomes de référence qui soutien-
dront une nouvelle vision du monde vivant en
tenant compte des interactions et des échanges
entre organismes.
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Architectures informatiques en relation
avec les données massives de séquencage

Depuis quelques années, la biologie fait face a un déluge de données provenant essentiellement
des progres du séquencage a haut débit. Il est important de distinguer deux niveaux d’infras-
tructure informatique en génomique (voir le site web e-Infrastructures) : 1) la production des
données brutes qui réeclame des moyens importants de stockage et d’archivage et des moyens
relativement modérés de calcul ; 2) le traitement/service/support bio-informatique permettant
de produire des données filtrées a plus forte valeur ajoutée et exploitables par les. communautés
intéressées. Ces deux niveaux nécessitent des volumes. de stockage d’égale importance mais
les ressources hécessaires pour le calcul et la création de données temporaires sont'beaucoup
plus conséquentes:pour le second.

La production des données de séquence est actuellement décentralisée sur plusieurs sites aca-
démiques en France, dans plusieurs pays étrangers mais aussi sur un certain nombre de pla-
teformes de services privées. La démocratisation des technologies implique a court terme une
explosion des données produites, mais également du nombre de lieux de production avec le
risque de fragmentation et de duplication des moyens informatiques et des savoir-faire. Une plus
grande' coordination en termes d’infrastructures et d’investissements apparait donc nécessaire.
La France est en retard dans la structuration de ses infrastructures informatiques ou e-infras-
tructures pour la génomique par rapport a d’autres pays. Un effort de concentration des moyens
sur un nombre restreint de centres régionaux a été initié dansile cadre du Groupement d’Intérét
Scientifique IBISA et doit étre poursuivi dans la perspective d'une infrastructure informatique
globale cohérente.

Les besoins de calcul pour le traitement des données massives de séquengage relévent aussi
bien du calcul intensif (High Performance Computing ou HPC) que du traitement a haut débit
(High Throughput Computing ou HTC) (Wandelt et al. 2012). Paradoxalement, les centres de
calcul nationaux sont encore peu utilisés par la communauté de la génomique..Cependant, l'utili-
sation des grilles informatiques a été explorée tres tot par la communauté francaise de bioinfor-
matique. Linitiative GRISBI « Grilles pour la bioinformatique » adossée au réseau RENABI, au GIS
IBISA et au GIS France Grilles a permis de tester I'utilisation de la grille pour répondre de maniére
plus harmonieuse et collaborative aux enjeux de la bioinformatique, comme par exemple la ges-
tion des données de projets de séquencage de nouvelle génération. Cette étude a mis en avant
la nécessité de prendre en compte plusieurs facteurs. Le premier facteur. a gérer est le stockage/
archivage des données. Les données doivent étre déplacées, dupliquées et modifiées sur diffé-
rents sites : lieu de production, lieu d’archivage, lieu d’analyse, lieu d’exploitation et de visualisa-
tion par les biologistes. Une technologie telle que iRODS (Chiang et al. 2011) permet un stockage
virtuel entre différents sites et ainsi une accession simplifiée et partagée a distance aux données
avec une politique de gestion des métadonnées associées. Un deuxieme facteur a prendre en
compte est la qualité du réseau afin d’assurer un transfert des données rapide et sécurisé entre
les différents sites. Un troisieme et dernier facteur pour I'exploitation des données de séquencage
a haut débit est de fournir aux biologistes la capacité de lancer des chaines de traitement sur des
supercalculateurs, des grilles ou des clouds selon leurs besoins.

Pour répondre aux enjeux liés a I'émergence des nouvelles technologies de haut débit en biolo-
gie, la France doit se doter d’'une e-infrastructure physique inter-organismes de stockage et de
calcul évolutive permettant de combiner les fonctionnements d’'un cceur national, de centres
régionaux ainsi que d’autres acteurs locaux de plus petite taille. La diversité des outils, des
données de références et des données a traiter requiert I'accés a des ressources pour le calcul
intensif (supercalculateurs) mais aussi pour le traitement a haut débit (clouds, grilles).
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STRUCTURE ET
DYNAMIQUE DE LA
BIODIVERSITE

Coordinateurs : Line Le Gall et Guillaume Lecointre
Contributeurs : Eric Bapteste , Régis Debruyne, Nicolas Puillandre, Jean-Francois Silvain

La biodiversité est un concept permettant la prise en compte de la structure et de la dynamique
du vivant non seulement a I’échelle des espéces, mais également aux échelles infra-spécifique
et supra-spécifique. La richesse du concept va presque de soi, quand on sait qu’il y a cinq a dix
fois plus de divergence génétique entre deux chimpanzés de I’espéce Pan troglodytes qu’entre
deux humains les plus distants (figure 7A), et que la variation génétique comprise au sein
d’une seule espéce d’angiospermes est en moyenne bien supérieure aux variations génétiques
connues au sein d’une espéce de coléoptére. Par ailleurs, les interactions et associations d’es-
péces en coexistence locale réalisent des communautés qui se structurent elles-mémes a leur
échelle. Bref, compter les « espéces » n’est que la premiére étape d’une étude de la biodiversité,
qui se poursuit par I’analyse des liens, y compris historiques, et des interactions.

Figure 7A. Variabilité
génétique intraspéci-
fique chez le chimpanzé
et ’homme.

La demande est forte pour que la biodiversité
soit d’abord appréhendée en termes de fonc-
tions réalisées dans sa dynamique actuelle au
sein des écosystémes, jusqu’a I'estimation des
« services écosystémiques » auxquels elle contri-
bue et qui permettent de communiquer dans
un cadre économique, juridique et social. Cette
approche est légitime, puisque la premiére des
demandes de la société est de pouvoir prédire
comment les changements apportés par les acti-
vités humaines, en perturbant les dynamiques du
vivant, vont modifier la fourniture des services a
I’'hnomme par les écosystémes. Derriére les fonc-
tions et les services il y a des espéces et si la
tendance récente a été de privilégier le réle écolo-
gique de la biodiversité dite commune, éventuel-
lement réductible a un nombre limité de groupes

E——

fonctionnels, des travaux récents soulignent au
contraire I'importance des espéces rares, aux
traits de vie remarquables et fonctionnellement
vulnérables, dans le fonctionnement des écosys-
témes, méme les plus diversifiés (voir Focus 11.4
Mouillot et al. 2013). Il ne faut donc pas négliger
la dimension historique sans laquelle on estime
mal I'originalité des structures et des traits des
organismes, en termes d’héritage. Dans une sa-
vane africaine, un pangolin et un oryctérope sont
tous deux des prédateurs d’insectes sociaux,
mais en termes de divergence historique et ana-
tomique les pangolins sont plus originaux que les
oryctéropes, dont il existe dans le méme milieu
de proches cousins (damans, éléphants, rats a
trompe). L'ordre écologique (Barbault 2006) ne
reflete pas toujours I'ordre historique.
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La taxinomie est précieuse pour les systémati-
ciens, mais aussi pour ses utilisateurs comme
les écologues, les gestionnaires d’espaces
protégés et de multiples acteurs industriels
dans des domaines aussi variés que les cos-
métiques, la pharmacie ou I|'agro-alimentaire.
Relier la présence, I'absence ou I’abondance
d’espéces actuelles correctement identifiées, et
des communautés qu’elles constituent, a des
paramétres environnementaux est désormais
possible grace aux développements de modéles
de diversification et de niches. Il est également
possible d’appliquer ces études aux fossiles et
aux paléo-environnements et d’en tirer des en-
seignements pour I'estimation de la dynamique
future de la biodiversité face au retour de condi-
tions environnementales similaires (Condamine
et al. 2013, Wappler et al. 2012)

La description de la biodiversité a longtemps été
considérée comme une tache quasi-irréalisable,
d’autant que I’horizon d’une extinction rapide et
massive se rapproche de nous (« sixieme extinc-
tion »). Or, une évaluation récente (Costello et
al. 2013) de la magnitude de la biodiversité (a
environ 5 a 8 millions d’espéces d’eucaryotes)
rend cette tache de description plus accessible,
dans un contexte de nouvelles technologies et de
réorganisation des métiers et des pratiques taxi-
nomiques. Parallélement de nouveaux comparti-
ments de la biodiversité deviennent accessibles,
tels que les microorganismes non cultivables
dont on peut assembler les génomes a partir
d’approches métagénomiques (Chap XI - Iverson
et al. 2012). L'enjeu majeur est de faire dialoguer
la systématique et la génomique environnemen-
tale. La génomique environnementale utilise des
numeéros de séquences tandis que les pratiques
taxinomiques gérent des noms en lien avec des
spécimens et des connaissances associées (y
compris des séquences moléculaires). Les deux
approches pourraient se nourrir réciproquement

de maniére a maximiser la connaissance sur
chaque entité taxinomique détectée.

Des moyens dévolus a cet enjeu dépend aussi le
traitement de nombreuses problématiques néces-
saires a I’étude de la structure et de la dynamique
de la biodiversité, notamment : 1) I'exploitation
des arbres phylogénétiques a macro-€chelle afin
d’en inférer le tempo et les modalités de diversi-
fication du vivant au moyen des modeles récem-
ment développés (modeles de diversification, mo-
déles de niches, cf. ecophylogenetics, intégration
de la phylogénie dans la démarche écologique,
Mouquet et al. 2012) ; 2) I'adaptation du schéma
théorique de I'arbre du vivant aux modalités d’hé-
ritabilité manifestées par les microorganismes
(Focus 7-1). La mosaique génétique des microor-
ganismes et la réticulation permanente de leurs
échanges d’ADN implique un renouveau dans
I'interprétation des liens (réseaux, ou « foréts
d’arbres ») et méme des entités détectées.

La taxinomie intégrative (Focus 7-2) réalise au-
jourd’hui de nouvelles conditions de dialogue
entre les approches « traditionnelles » de la taxi-
nomie et les approches moléculaires (notamment
barcode multi-marqueurs - Chap VIII) en organi-
sant une boucle de tests mutuels d’hypothéses
sur les délimitations d’espéces. La taxinomie
intégrative est rendue efficace par I'incorporation,
dans la mesure du possible, des séquences du
type porte-nom et de diverses données qu’elles
soient anatomiques, morphométriques, biochi-
miques, €écologiques, comportementales, etc...
Cette approche implique souvent I'obtention et
la prise en compte de séquences issues d’ADN
dégradés (Focus 7-3), notamment ceux de spé-
cimens de collections ayant qualité de « types ».
Les nouvelles techniques de séquencages appli-
quées a I’ADN ancien permettent d’obtenir des
séquences a partir d’'un volume extrémement
faible de matériel type.
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Le défi des microorganismes aux systématiciens modernes

Le monde microbien (Figure 7B)
incluant les bactéries, les ‘archées et
leurs éléments’ génétiques mobiles,
tels que 'les wvirus, (qu’on les considére
comme vivants ou non) est a la: croi-
sée de nombreux: processus évolutifs.
Des processus d’introgression (recom-
binaisons 'légitime et illégitime des
séquences, génétiques, transfert laté-
ral de genes médiés par une grande
diversité de mécanismes) et un pro-
cessus d’hérédité comme, la descen-
dance depuis 'un ancétre commun
sont conjointement responsables de
la grande diversité génétique et géno-
mique de ces entités. Lampleur des
processus d’introgression implique
que de nombreuses adaptations dont
les évolutionnistes ambitionnent, d’ex-
pliquer l'origine ont plusieurs sources
plutét qu’une origine commune dans
un génome ancestral 'unique. Le
phénotype, des, organismes. est donc
en partie découplé de leur heréedité
verticale : des organismes proches
peuvent présenter: des caracteres
différents quand ils n’ont pas acquis
latéralement les mémes génes ; des
organismes phylogénétiquement éloi-
gnés peuvent présenter des carac-
teres communs quand ils ont recu
le méme matériel génétique par des
processus d'introgression. Ces évé-
nements d’introgression impliquent
que les génomes de trés nombreuses
lignées de microorganismes sont
mosaiques: ou composites sur le plan
phylogénétique : tous les genes d’un
génome ne proviennent pas d’un seul
et méme dernier ancétre commun ;
les. composants des génomes pro-
viennent en proportions différentes de
différentes sources. De telles entités
composites sont mal modélisées par

un arbre, dont le formalisme suggére
qu’un organisme dont les parties ont
différentes histoires provient d’un seul
ancétre plutot que de plusieurs.

Une conséquence remarquable de
cette fluidité génomique est que les
membres d'une méme espéce bac-
térienne ne présentent pas tous les
mémes familles de génes. Seul un
ensemble de ces familles (environ 6
% chez les bactéries Escherichia coli)
est commun a tous les membres de
cette espece ; la somme totale des
familles de génes de cette espéce
dépasse la taille du génome individuel
moyen d'une E. coli. Ce répertoire de
genes utilisés par certains membres
de I'espéce, mais pas tous, constitue
le pangénome. Plus il est grand, moins
on peut généraliser au sujet des carac-
téristiques communes de I'espéce. De
plus, I'idée selon laquelle les microbes
vivent isolés a vécu : les microor-
ganismes ont une vie sociale. Les
échanges de genes favorisent I'émer-
gence de partenariats et de phéno-
types qui ne peuvent étre expliqués
que dans le cadre de ces collectifs.
Cette observation permet une prise de
conscience plus générale : a tous les
niveaux d’organisation biologique, des
associations de matériel génétique
causées par les phénomeénes d’intro-
gression engendrent une diversité
d’interacteurs dans le monde micro-
bien (associations de bases, de genes,
d’individus...) qui peuvent faire I'objet
de la sélection naturelle.

Les approches d’inspiration réduc-
tionniste utilisant une « partie » pour
faire des inférences sur un « tout » plus
grand que ces parties (par exemple

le séquencage d’'un‘géne pour décrire
Ihistoire ', évolutive’ d’une espece)
semblent’ donc trop | naives, certes
plus simples mais 'pas plus justes,
pour décrire les'origines de la diver-
sité des interacteurs du monde micro-
bien selon un modele unique. Tous
les genes n'ont pas la méme histoire,
et I'histoire: d’'un gene donné 'n'est
pas celle'des especes. Des: dévelop-
pements conceptuels (quels objets/
interacteurs’ devraient étre étudiés ?)
et méthodologiques .semblent donc
indispensables pour réaliser une ou
des systématiques moins abstraites.
Les méthodes de'NGS et de « single-
cell » génomique (voir Focus 11.3) ap-
pliquées aux communautés environ-
nementales' pourraient ainsi servir a
mieux décrire la collection des genes
dans'les communautés microbiennes
pour inférer les transferts, les partena-
riats et les adaptations dans le monde
microbien.

Figure 7B. Linfiniment petit caché derriére le visible. La biodiversité macroscopique
n’est que la partie émergée de I'iceberg des entités capables d’échanger de I’ADN.
Un monde de microorganismes mosaiques dans leur composition génétique, nous
oblige a revoir ce que nous appelons des « espéces » au sein des microorganismes
tels que les archées et bactéries, ainsi que le schéma théorique général de « I'arbre

du vivant » les concernant.
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Dans le cadre de la taxinomie intégrative, quelle stratégie
d’échantillonnage pour étudier la structure et la dynamique
de la biodiversité ?

Si I'approche intégrative est maintenant largement adoptée par la communauté des taxino-
mistes pour délimiter les taxons, son application reste encore souvent problématique. Le débat
n’est plus sur la nécessité d’intégrer plusieurs types de caractéres (moléculaires, morpholo-
giques, écologiques...) et d’'appliquer plusieurs critéres de délimitations d’espéces (phénétiques,
biologiques, phylogénétiques), mais plutot sur le poids relatif de ces différents caractéres et
critéres (Figure 7C). Cependant, quelque soit le type de caractére, le critére appliqué, la méthode
d’analyse employée, et I'ordre dans lequel ils sont étudiés, la qualité de I'échantillonnage restera
critique pour la qualité des hypothéses taxinomiques et des inférences sur la structure et la
dynamique de la biodiversité qui seront proposées par la suite.

3. Délimitation

1. Echantillonnage d’espéce
intra et interspécifique (approches
monolocus)

2. Séquencage
d’un marqueur ADN

4. Hypothése
d’especes |

5. Approche intégrative :
outre marqueurs ADN,
structuration génétique,
distribution, morphométrie, ...

5. Hypothése
d’espeéces I
6. Description
des especes

X.sp1l1 X.sp3

X.sp 2 X.sp 4

différents niveaux d’intégration biologique.

Figure 7C. Exemple de schéma conceptuel de la systématique intégrative. Des hypothéses d’espéces issues
d’une comparaison génétique monolocus sont discutées en tenant compte d’autres critéres et d’autres
types de caractéres plus intégrés sur le plan biologique (morphométrie, distribution, comportement, autres
marqueurs génétiques, etc.). Ainsi, la délimitation d’espéces n’est pas réduite ni a un seul critére phénétique
au niveau génétique, ni a la description d’un seul trait anatomique, morphométrique ou comportemental. Non
seulement la description d’espéces adopte des démarches comparatives formalisées et donc testables,
mais elle intégre en plus des informations issues de caractéres ayant différentes vitesses d’évolution et



Selon les critéres utilisés, définir les limites entre espéces au sein du réseau généalogique
consiste a identifier des différences phénétiques entre groupes d’organismes, a déterminer si
ces groupes constituent des lignées évolutives distinctes et a tester I'absence d’échange de
genes entre ces lignées. Chacun de ces critéres repose sur une estimation des diversités intra
et interspécifiques basée sur un échantillonnage d’'un grand nombre de spécimens au sein de
chaque espéce et d’un grand nombre d’espéces au sein de chaque ensemble étudié (taxon,
communauté...). Méme s'il est difficile de définir un nombre de spécimens a échantillonner par
espéce qui assurerait une estimation correcte de ces diversités (I'échantillonnage d’une espéce
de vertébré de grande taille endémique d’une ile océanique ne nécessitera pas le méme effort
qu’un mollusque benthique présent dans I'ensemble de I'lndo-Pacifique), la taille des jeux de
données constitués pour les approches de taxinomie intégrative se rapproche de plus en plus
de celle des jeux de données de type « génétique des populations ». Au niveau interspécifique, la
tendance est la méme : au sein du groupe étudié, plus le nombre d’espéces intégrées a I'analyse
est grand, plus I'estimation de la diversité interspécifique sera représentative, et plus les hypo-
théses taxinomiques seront robustes.

Dans ce contexte, les analyses moléculaires sont maintenant régulierement intégrées aux ap-
proches de taxinomie, notamment via I'essor des projets de types « barcoding ». Comme pour les
spécimens, I'échantillonnage des marqueurs génétiques au sein des génomes n’est pas a négli-
ger : un des critéres principaux de délimitation d’espéces reste la capacité (ou I'incapacité) a se
reproduire, et donc a échanger (ou non) des genes, critére qui ne peut étre testé que si plusieurs
marqueurs génétiques non liés sont analysés. Chez de nombreux organismes, I'identification et
la caractérisation de tels marqueurs (facilement accessible et variable au niveau spécifique) est
souvent problématique, de part notre manque de connaissances sur les génomes de nombreux
organismes.

Les approches NGS offrent potentiellement des solutions a ces problemes car elles permettent
de séquencer un grand nombre de spécimens pour un grand nombre de marqueurs génétiques.
Elles ne nécessitent pas, pour certaines, l'identification des génes-cibles et donc de connais-
sances a priori du génome, un avantage évident pour les taxons dont les génomes, la diversité
et la taxinomie restent peu connus. De plus, les méthodes de type RAD-seq” assurent une cou-
verture” du génome largement supérieure aux approches « gene-centré » et permettent ainsi de
s’affranchir des problémes liés au séquencage d'un ou de quelques marqueurs dans le cadre
des approches de taxinomie. Des adaptations méthodologiques sont encore nécessaires afin
d’accompagner la transition du séquencage de type Sanger vers les NGS.

Pour les eucaryotes, les approches de type bar-
code requiérent la mise en place d’une biblio-
théque de séquences de référence en lien avec
des spécimens préservés dans des collections
d’Histoire Naturelle (voir aussi chap Xl pour les
microorganismes). Les NGS posent encore des
problémes de tracabilité dans une logique clai-
rement orientée sur des spécimens. Ainsi, la
technologie de séquencage par la méthode de
Sanger reste encore aujourd’hui celle qui permet
de garantir une tragabilité spécimen/séquence.
Des efforts méthodologiques sont a entreprendre
pour accompagner la transition NGS.

Les NGS sont tres prometteuses dans I'analyse
de la composition des communautés, en parti-
culier celles qui sont les plus menacées a court
terme par les changements globaux, mais elles
risquent, de par leurs contraintes techniques, de
conduire a une taxinomie des OTU" (voir focus
11.4) désincarnée et découplée des noms de
taxons et des connaissances associées. Cela
pourrait paraitre acceptable pour certaines éva-
luations quantitatives de la biodiversité, face
notamment a des urgences environnementales
(déforestation, changement d’usage des terres
par exemple). Il faut dans les autres cas, et en
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Les ADN dégradés dans I’analyse de la biodiversité

La dégradation de I'’ADN définit un continuum d’échantillons ol le temps n’est qu’un facteur,
et pas toujours le plus déterminant. Ainsi, le contenu moléculaire des os d’'un mammouth pris
dans les glaces de Sibérie depuis plusieurs dizaines de milliers d’années est souvent en bien
meilleur état que celui d’un squelette d’éléphant conservé dans les collections d’'un musée
d’Histoire Naturelle depuis une dizaine d’années. Une vision holistique des ADNs dégradés
convie aujourd’hui aussi bien le paléogénéticien que le généticien des populations, le systé-
maticien néontologiste ou le biologiste de la conservation a travers I'exploitation des ADNs
des échantillons non invasifs (féces, phanéres, mucus) réalisés a partir d’organismes mo-
dernes tels que des échantillons environnementaux (sols, eau douce ou marine), mais aussi
des spécimens de collection de musées. Ces ADNs présentent en effet des caractéristiques
fondamentales communes avec les ADNs dits anciens : faible concentration moléculaire,
dégradation par hydrolyse et oxydation, contamination exogénes, inhibition, etc.

Méme si elles n’ont pas initialement été développées dans le but de satisfaire a ces be-
soins, les NGS offrent de nouvelles opportunités pour I'analyse de ces ADNs dégradés :
elles offrent I'accés au séquencage massif de molécules d’ADN de taille réduite (moins
de 400 nucléotides pour la majorité des plateformes actuelles), naturellement prédomi-
nantes dans les échantillons dégradés, tout en s’abstrayant de I'étape fastidieuse et peu
productive d’amplification ciblée par PCR. Elles ont ainsi permis I'accés au séquencage du
génome nucléaire largement prévalent (en quantité pure d’ADN) chez les restes eucaryotes
dégradés mais quasi-inexploitables par PCR ciblée du fait de la dilution du matériel molé-
culaire (en nombre de copies génomiques) dans ces échantillons. Enfin, elles permettent
'immortalisation de banques d’ADNs dégradés réalisées a partir d’échantillons de taille
limitée difficiles voire impossibles a reproduire.

L'adéquation technique au matériel dégradé ne constitue que la face émergée de I'ice-
berg tant il est vrai que les développements conceptuels sur les ADNs dégradés accom-
pagnent les innovations techniques continuelles associées aux NGS. Les enseignements
a tirer de I'analyse des ADNs dégradés au sens large sur la structure et la dynamique de
la biodiversité recouvrent plusieurs dimensions temporelles. L'analyse de la dynamique
phylogéograque d’espeécesien danger d'extinction ou au contraire de risques d’invasions
est largement facilitée par ﬁs a un matériel dégradé non invasif ou enviror_m:emental
ne nécessitant pas meme antillonnage direct des taxons d'intérét souvent élusifs.
Ancrée dans un passé plus distant, la bi éograppie diachronique des espéces moéllernes
ou éteintes éclaire d’un jour nouveau leur dynamique actuelle. Entre ces deux extrémes de

temps, les richesses des collections des musées d’Histoire Naturelle, patiemment consgi
t

tuées a travers les décennies, fournissent un matériau de premier choix pour documen
au plus pres la structure historique de la biodiversité pourvu que I'on s’attéle a leur offrir
une nouvelle jeunesse par le biais d’une gnalyse n‘!olépujaire dont on obser\gs aujourd’hui
les enthousiasmantes prémices (Figure 7D). L = 5"

Figure 7D. Le grand Herbier
rénové du Muséum national
d’Histoire Naturelle. Les
collections nationales
d’Histoire Naturelle
peuvent étre considérées
comme une extraordinaire
ressource de séquences
d’ADN... moyennant des
technologies de séquen-
cage adaptées aux ADNs
dégradés.




particulier si I'on veut comprendre l'origine et
la dynamique de la biodiversité d’un biotope ou
d’un écosystéme particulier (Figure 7E), aller vers
un métabarcoding éclairé, c’est-a-dire assurant
le lien entre séquences et connaissances asso-
ciées au nom via le « voucher specimen ». Ceci
ne peut étre réalisé qu’en maintenant paralléle-
ment les compétences et les recrutements sur
des approches dites « traditionnelles », a savoir :
- les compétences en anatomie comparée

- les compétences en taxinomie

- les compétences en bio-informatique (volume
considérable de données a traiter, a stocker et a
partager, y compris les données issues des nou-
velles technologies d’imagerie)

- les capacités logistiques et les compétences
nécessaires a I'exploration de la biodiversité sur
le terrain

- les capacités logistiques et les compétences
nécessaires a la conservation dans les collec-
tions d’Histoire Naturelle considérées comme de
grandes infrastructures de recherche.

Figure 7E. Atelier d’inventaire marin « Guadeloupe » au cours de
la mission KARHUBENTHOS. Aujourd’hui, les opérations d’explo-
ration et d’inventaire permettent la caractérisation de la biodiver-
sité d’un écosysteme tout en garantissant la tracabilité du lien
entre chaque spécimen (qui sera mis en collections nationales)
et ses séquences d’ADN.
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Des grands projets exploratoires fondés sur le séquencage d’ADN ont démarré dans les années
1990 (e.g. génome humain) suivi une dizaine d’années plus tard par le projet Barcode of Life
(BoL). Ce projet visait a fournir un outil de diagnostic universel de la diversité spécifique uti-
lisable dans différents domaines (e.g. écologie, agronomie, réglementation douaniére, etc...)
mais aussi a accélérer la description de la biodiversité encore inconnue. Le DNA-barcoding re-
pose sur I'obtention de données génétiques standardisées (i.e. des code-barres ADN) a partir
de spécimens référencés dans des collections et identifiés par des taxinomistes, ce qui assure
I’application des nomenclatures biologiques (Puillandre et al. 2011). Le métabarcoding est un
prolongement de I’approche DNA-barcoding : son but est de capter la biodiversité d’un échan-
tillon environnemental (sol, eau, contenu digestif...), il utilise fréquemment d’autres standards

génétiques (Taberlet et al. 2012).

La premiére limitation de ces deux approches
est la complétion en termes de couverture taxi-
nomique des banques de données de référence.
La seconde concerne le choix de standards
génétiques offrant un niveau de résolution per-
mettant de répondre aux différents questionne-
ments et de couvrir la diversité du vivant. Les
NGS permettent d’envisager de lever cette limi-
tation (Figure 8A) en facilitant I’'obtention d’un
plus grand nombre de marqueurs, couvrant plus
largement les génomes et offrant ainsi une plus
grande gamme de résolution pour répondre aux
différents questionnements (Focus 8-1).

Contrairement aux approches caractérisant
des échantillons environnementaux (métageé-
nomique, métabarcoding), le DNA-barcoding
sensu stricto s’est plus tourné vers I'effort de
complétion et la pertinence taxinomique que

vers les développements permis par les NGS.
En France, plusieurs laboratoires utilisent les
NGS pour décrire la diversité du vivant dans
des études systématiques, phylogénétiques
et écologiques. Ces disciplines ont leurs ques-
tionnements et souvent leurs outils propres,
mais il est essentiel que les résultats pro-
duits par I'une puissent étre exploités par les
autres. Par exemple, les bases de référence
mettant en relation information génétique et
taxinomique doivent pouvoir étre utilisées pour
caractériser la diversité des écosystémes ; la
découverte de nouveaux compartiments de
biodiversité dans des études écologiques doit
pouvoir étre rapidement prise en compte dans
les études taxinomiques et phylogénétiques.
Un enjeu majeur est donc le développement de
méthodes compatibles pour la systématique et
I'écologie.




Absence de plan d’échantillonage des taxons et des génes
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Figure 8A. Echantillonnage, barcoding et classification taxinomique a I’ére des NGS. De gauche a droite, la
classification acceptée d’un taxon donné, le nombre de spécimens échantillonné pour le rang le plus inclusif
est indiqué entre parenthése (i.e. espéce), la distribution des distances obtenues en fonction du marqueur
choisi et la phylogénie inférée (en pointillé la phylogénie résolue correspondant a la taxinomie acceptée). En
haut : situation sans plan d’échantillonnage taxinomique et choix des marqueurs guidé par la disponibilité
des données (e.g. données extraites de Genbank), les espéces sont échantillonnées en fonction d’autres
études (e.g. espéces modeéles, espéces emblématiques, etc ...), la distribution des distances génétiques
n’est pas clairement multi-modale, les marqueurs génétiques ne sont pas résolutifs a toutes les profondeurs
de I'arbre. Au milieu : situation du type DNA-barcoding classique (monolocus) : la plupart des espéces
connues du taxon sont échantillonnées, généralement avec plusieurs spécimens par espéce, les marqueurs
génétiques utilisées ne sont discriminants qu’a un rang donné (e.g. rang espéces) et la distribution des
distances génétiques est bimodale. En bas : situation idéale (barcoding génomique) : toutes les espéces du
taxon sont échantillonnées avec le méme nombre de spécimens, les marqueurs génétiques utilisés couvrent
largement le génome et permettent de reconstruire une phylogénie robuste a tous les rangs taxinomiques, la
distribution des distances génétiques est multimodale.

La difficulté réside dans les besoins contradic-
toires de la standardisation des données de
référence, de I'étude de la diversité des orga-
nismes et des contraintes techniques liées aux
échantillons étudiés. Il est en effet difficile de
concilier les propriétés nécessaires pour qu’un
code-barre ADN soit a la fois performant pour
les études taxinomiques et écologiques (Valen-
tini et al. 2009). Les trés grands nombres de
séquences fournis par les NGS rendent envisa-
geable le développement de code-barres multi-
locus (combinaisons de nombreux fragments
courts) couvrant mieux les génomes et utilisables
dans différents types d’études. Les fragments
courts permettent de caractériser des ADN en-
vironnementaux dégradés, le grand nombre de
marqueurs fournissant suffisamment de carac-
téres moléculaires pour avoir une bonne réso-

lution taxinomique et un signal phylogénétique
conséquent. Par ailleurs, les fragments d’ADN
sont actuellement caractérisés par séquencage
aprés amplification par PCR. Cette étape est
génératrice de biais et d’erreurs, et contraint for-
tement la définition des code-barres ADN a des
régions encadrées par des sites conservés pour
permettre la fixation des amorces. Plusieurs
approches basées sur les NGS permettraient
de s’affranchir de ces probléemes : 1) les mé-
thodes de capture (voir chapitre XI) permettent,
sans recours a la PCR, de sélectionner pour le
séquencage ultérieur des code-barres cibles
grace a des sondes complémentaires de régions
conservées incluses dans ces fragments ; 2) les
méthodes basées sur le RAD-seq (Focus 8-2),
bien gu’inutilisables pour caractériser les ADN
dégradés issus d’échantillons environnemen-




3AGT TGCGAACGGG TGAGTAAC
3AAA CGATAGCTAA TACCGCAT
ATTG CATCACTAGT AGATGGAC
CAAG GCGACGATAC ATAGCCGA
3CCC AGACTCCTAC GGGAGGCA
AGCA ACGCCGCGTG AGTGAAGA
2GTG TGTGAGAGTG GAAAGTTC
[ACG TGCCAGCAGC CGCGGTAA
AAAG CGAGCGCAGG CGGTTTAA
3CTT TGGAAACTGT TAAACTTG
SAAA TGCGTAGATA TATGGAGG
ACGC TGAGGCTCGA AAGCGTGG
[FAAA CGATGAGTGC TAGGTGTT
AAGC ACTCCGCCTG GGGAGTAC
3CAC AAGCGGTGGA GCATGTGG
ACAT CCCGATGCTA TTTCTAGA
FOCUS 81 SATG GTTGTCGTCA GCTCGTGT
ICTA TTGTTAGTTG CCATCATT
3AGG AAGGTGGGGA TGACGTCA
aF ] . 0 - . . . TACA ATGGTTGGTA CAACGAGT
Les défis bioinformatiques de I'identification taxinomique ICTC AGTTCGGATT GTAGGCTG
5GAT CAGCACGCCG CGGTGAAT
Sous le terme « identification taxinomique » sont regroupées deux approches centrales en fHaB GTTTATARCK COCOARGT
: : - o : . O ; - 3GAC AGATGATTGG GGTGAAGT
taxinomie, mais bien distinctes et qui font appel a deux catégories de méthodes. Il faut distin- 3GCG GCGTGCCTAA TACATGCA
guer d’un coté les approches d’assignation d’'un spécimen inconnu a un groupe taxinomique 3AGT TGCGAACGGG TGAGTAAC
P . : : o : 3AAA CGATAGCTAA TACCGCAT
d?l?n(e. - !dealemept une espc.ece («_( specimen |.de.nt|f.|cat|on ») et de I’al’Jtre les appr.ocrjes de \TTG CATCACTAGT AGATGGAC
délimitation d’espece (« species discovery/delimitation ») ou plus généralement d’inférence AAG GCGACGATAC ATAGCCGA
phylogénétique pour les rangs taxonomiques supérieurs a I'espéce. iggg :gé‘ggggTAC GGGAGGCA
o > : : 2 : GTG AGTGAAGA
Dans les deux cas, et avant de s |nterfesser aux aspects méthodologiques, il est nécessaire IGTG TGTGAGAGTG GAAAGTTC
de rappeler I'importance cruciale de I'’échantillonnage taxinomique. Ces approches reposent FACG TGCCAGCAGC CGCGGTAA
toutes en effet sur une évaluation pertinente de la variabilité intra et interspécifique (ou, plus AAAG CGAGCGCAGG CGGTTTAA
- : : 5 : : 3CTT TGGAAACTGT TAAACTTG
généralement, intra et intergroupes), et toutes les méthodes actuellement disponibles sont 3JAAA TGCGTAGATA TATGGAGG
sensibles a la qualité de I'échantillonnage. Afin de ne pas sous-estimer la diversité intra-groupe ACGC TGAGGCTCGA AAGCGTGG
: : o : . : : [AAA CGATGAGTGC TAGGTGTT
versité inter-groupes il faut assurer a la fois une couverture suffisante au

SSRGS C I CITEE e - : PSSR AAGC ACTCCGCCTG GGGAGTAC
sein des groupes mais également entre les groupes. Ainsi, pour le niveau spécifique, il s’agira, 3CAC AAGCGGTGGA GCATGTGG
dans l'idéal, 1) de couvrir 'ensemble de I'aire de distribution de I'espéce, en incluant dans le ACAT CCCGATGCTA TTTCTAGA
: 5 . o : : : CATG GTTGTCGTCA GCTCGTGT
jeu fie données plgsleurs spécimens par populations, et 22 de s assure‘r que I'ensemble des SCTA TTGTTAGTTG CCATCATT
espéeces du genre étudié sont incluses dans le jeu de données. La conséquence directe de ce SAGG AAGGTGGGGA TGACGTCA
plan d’échantillonnage est la nécessité de prévoir une stratégie de séquencage NGS qui per- Eéi‘é :gggzgg:g@ g?iggggg
mette la prise en compte d’'un (trés) grand nhombre de spécimens a analyser. 3GAT CAGCACGCCG CGGTGAAT
D’un point de vue méthodologique, la communauté des taxinomistes moléculaires est trés S5AGA GTTTGTAACA CCCGAAGT
: > S : P S . 5GCG GCGTGCCTAA TACATGCA
active et de nouve[le.s methode_s d’assignation ou de dellmltatlt?n d’espeéces, en p!us des ap: 3AGT TGCGAACGGG TGAGTAAC
proches de phylogénie (total evidence, supertree) devenues maintenant des classiques, sont 3AAA CGATAGCTAA TACCGCAT
proposées régulierement. Elles peuvent &tre monolocus et sont dans ce cas adaptées pour ATTG CATCACTAGT AGATGGAC
des j de d ges incluant d b &ci ultilocus et sont alors limitées a ipialoaspismti gl
es jeux de onnees‘lnc uan ?nom reux spe0|mer)s, oum 3CCC AGACTCCTAC GGGAGGCA
un échantillonnage réduit de spécimens. Ce cadre méthodologique doit maintenant s’adapter AGCA ACGCCGCGTG AGTGAAGA
a deux contraintes particuliéres li€es aux approches de NGS telles qu’elles pourraient étre =GTG TGTGAGAGTG GAAAGTTC
. . o ; : : D [TACG TGCCAGCAGC CGCGGTAA
développées dans les approches d’assignation (barcoding, metabarcoding) ou de délimitation AAAG CGAGCGCAGG CGGTTTAR
d’espéces ou de taxons de rangs supérieurs. Tout d’abord, I'utilisation de NGS induit dans la 3CTT TGGAAACTGT TAAACTTG
: : : > L 3 TGCGTAGATA TATGGAGG

lupart des cas un taux d’erreurs plus important qu'avec la méthode Sanger. Ce biais poten- i
plupart ¢ : P SRR ey ger. Ce biais p ACGC TGAGGCTCGA AAGCGTGG
tiel doit étre pris en compte dans la conception de I'expérience, en assurant un équilibre entre FAAA CGATGAGTGC TAGGTGTT
nombre de locus séquencés, nombre de spécimens séquencés et couverture minimum pour AAGC ACTCCGCCTG GGGAGTAC
2 > : > S g 3CAC AAGCGGTGGA GCATGTGG
chague fragment séquencé. Ensuite, les méthodes actuelles de dellmlt?t.lon d esp?ces sont ACAT CCCGATGCTA TTTCTAGA
basées soit sur une approche monolocus pour un grand nombre de spécimens, soit sur des IATG GTTGTCGTCA GCTCGTGT
approches multilocus pour un nombre de spécimens moyens et peu de marqueurs : il est -CTA TTGTTAGTTG CCATCATT
: . ; 5 5 . . 3AGG AAGGTGGGGA TGACGTCA
maintenant nécessaire de développer des méthodes qui combinent les avantages des deux TACA ATGGTTGGTA CAACGAGT
approches (beaucoup de marqueurs et beaucoup de spécimens) qui permettront d’analyser ICTC AGTTCGGATT GTAGGCTG
les données issues par exemple d’approche de type RAD-seq. el s e
3AGA GTTTGTAACA CCCGAAGT
3GAC AGATGATTGG GGTGAAGT
3GCG GCGTGCCTAA TACATGCA
3AGT TGCGAACGGG TGAGTAAC
. ) . ] o ) 3AAA CGATAGCTAA TACCGCAT
taux, pourraient étre performantes pour la déli-  giques, cette approche métagénomique permet ATTG CATCACTAGT AGATGGAC
mitation des espéces et la phylogénie (Cariou et de caractériser simultanément les diversités “AAG GCGACGATAC ATAGCCGA

3CCC AGACTCCTAC GGGAGGCA

al. 2013) ; 3) le séquencgage massif direct per-  taxinomique et fonctionnelle (Focus 8-4). En plus \GCA ACGCCGCGTG AGTGAAGA

met d’assembler les génomes complets des or-  de l'information fournie par les régions ciblées, IGTG TGTGAGAGTG GAAAGTTC
ganelles (mitochondries et chloroplastes) et des  cette approche produit des millions de courtes iiig ggig‘égg:gg gggggﬁ
geénes présents en grand nombre de copies dans  séquences nucléaires qui contiennent aussi une 3CTT TGGAAACTGT TAAACTTG
le génome (génes ribosomiques...) qui sont uti-  information pouvant étre exploitée pour des as- SARA TGCGTAGATA TATGGAGG
lisés pour établir les phylogénies a large échelle  signations fonctionnelles, taxinomiques ou des ::ii ggiggigsgg ﬁgggggg
(Focus 8-3). Appliquée a des échantillons écolo-  phylogénies. AAGC ACTCCGCCTG GGGAGTAC

3CAC AAGCGGTGGA GCATGTGG
ACAT CCCGATG
ATG GTTGTCG

PROSPECTIVE DE LINSTITUT ECOLOGIE ET ENVIRONNEMENT DU CNRS -CTA TIGTTAGITG CCRTCATT
SAGG AAGGTGGGGA TGACGTCA

FACA ATGGTTGGTA CAACGAGT
[CTC AGTTCGGATT GTAGGCTG
SGAT CAGCACGCCG CGGTGAAT



Outre les difficultés techniques liées a I'utili-
sation des NGS (erreurs de séquencgage, diffi-
cultés d’interprétation des données en termes
quantitatifs a partir d’échantillons environne-
mentaux), plusieurs limitations conceptuelles
et méthodologiques existent. L'utilisation de
code-barres multilocus permet une approche
moins réductrice de la définition des taxons
en se basant sur un plus grand nombre de
caractéres non liés. Cependant, des diffé-
rences persisteront probablement a I’échelle
de larges spectres taxinomiques notamment
en raison de I'absence de génomes complets
de référence pour des compartiments entiers
de I'arbre du vivant. De plus, se pose la ques-
tion de I’lhomologie des marqueurs entre orga-
nismes comparés et donc celle de la profon-
deur phylogénétique du signal obtenu. Ces
approches produisent, au moins pour partie,
des données non standardisées dont le traite-
ment dans des approches comparatives est
non trivial (e.g. quelques millions de courtes
séquences représentant une fraction variable
d’un génome pas toujours comparable d’un or-
ganisme a l'autre). Le test des hypothéses sur
I’'homologie des marqueurs ne peut étre réa-
lis€ qu’avec un échantillonnage taxinomique
pertinent en fonction de la profondeur phylo-
génétique envisagée (Focus 8-2). La question
de la complétude des données de référence, et
donc I'impact des données manquantes sur la
qualité des inférences, qui se pose déja quand
seuls quelques marqueurs standardisés sont
utilisés, est ici encore accrue.

Dans ce contexte, deux principaux défis sont a
relever. Il faut d’une part compléter les bases

de référence en augmentant leur couverture
taxinomique. Cela concerne les barre-codes
standards, des régions standardisées (e.g.
génomes mitochondriaux complets, Dettai et
al. 2012) mais aussi toutes les données gé-
nomiques non standardisées pour lesquelles
cette couverture taxinomique est indispen-
sable pour résoudre les questions d’homologie
(génomes partiels, données de RAD-seq...).
Ainsi, la réussite de ces nouvelles approches
est conditionnée par le développement de
méthodes d’assignation taxinomique et d’infé-
rence phylogénétique prenant en compte les er-
reurs de séquencage, la dégradation de I’ADN
notamment dans les études paléogénomiques
(Focus 8-4), et exploitant au maximum [I’infor-
mation issue des données disponibles pour
les marqueurs standards et/ou les données
génomiques partielles (Coissac et al. 2012,
Focus 8-5).

La réussite de ces développements nécessite
des actions coordonnées a l'interface entre taxi-
nomie, écologie, biologie moléculaire et bio-in-
formatique, via le financement de projets pilotes
ciblant par exemple le développement de proto-
coles et de méthodes d’analyses compatibles
avec les études systématiques et écologiques.
Il est également essentiel de développer des
bases de données de référence cohérentes avec
les approches NGS, faisant le lien entre données
génétiques, spécimens de collections et collec-
tions d’ADN durables qui soient mobilisables
dans le futur pour les nouveaux développe-
ments technologiques. Dans ce cadre, un sou-
tien particulier devrait étre accordé aux études
taxinomiques ciblant les groupes d’intérét phylo-
génétique ou écologique.



Figure 8B. La méthode
RAD-Tag géneére un grand
nombre de marqueurs poly-
morphes entre individus.
Le plan d’échantillonnage
taxonomique permet
d’inférer les groupes
d’homologie et ainsi de
définir 'usage qu’il peut
étre fait des marqueurs en
fonction de la profondeur
du signal phylogénétique.
Le marqueur a est ainsi
présent et homologue entre
tous les spécimens inclus
dans I’étude alors que
d’autres marqueurs ne
sont informatifs que pour
certains clades (e.g. d et
g ne sont informatifs que
pour le premier clade).

Du code-barre ADN vers les NGS : développement de marqueurs
RAD-tag chez la gorgone Chrysogorgia

La connaissance de la diversité taxinomique des organismes est un préalable nécessaire aux
projets de génomique environnementale. Ces projets requiérent que des bases de données de
référence permettant de rattacher les données de génomique environnementale a des orga-
nismes nommeés soient disponibles. Dans ce contexte, la systématique fait face conjointement a
la magnitude de la biodiversité et a la difficulté d’appliquer des méthodes de génomique sur des
organismes non modéles. Lobjectif de cette étude est de tester, sur un taxon pilote, les possibi-
lités ouvertes par la mise en ceuvre des nouvelles technologies de séquencage.

Le taxon choisi est le genre Chrysogorgia, qui avec environ 60 especes décrites, est 'un des
genres d’octocoralliaires les plus diversifiés. C'est un genre monophylétique largement distribué
géographiquement dont la variabilité morphologique coincide avec la variation génétique obser-
vée pour le marqueur mitochondrial mtMutS. Cependant la diversité de ce géne est faible et les
morphotypes peuvent ne différer que par une seule base. Lobjectif est de valider I'hypothése
selon laquelle ces morpho-haplotypes sont bien du rang de I'espéce. Pour cela, le RAD-seq est
utilisé afin d’obtenir un grand nombre de marqueurs variables au sein et entre les morpho-haplo-
types et de définir des entités effectivement connectées par flux de génes.

Audela de la technique

NGS utilisée, la pertinence
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=5 i R L férents morpho-haplotypes
_EI- - o - - échantillonnés en sympatrie
3 - - R afin de vérifier 'absence de
F—1 - PRS- flux de génes a I'échelle gé-
_L_.] - - - - nomique, 2) des spécimens
d'un méme morpho-haplo-

- mE - - L o - [ P . P

& b P d & ] a type échantillonnés dans des

localités distantes ou diffé-
rentes profondeurs afin de mettre en évidence une éventuelle diversité cryptique, 3) des spéci-
mens de différents clades mitochondriaux afin de valider le signal phylogénétique de ce marqueur.

La méthode RAD-seq génére un grand nombre de séquences pouvant comporter des artefacts
liés a la technique. L'analyse des données passe par une phase de traitement bio-informatique
qui permet de trier les séquences en fonction de leur qualité, d’assembler les séquences iden-
tiques pour un méme individu puis de les comparer entre individus, tout en évaluant 'lhomologie
des marqueurs. Les mesures préliminaires de divergence génétique entre individus vont dans
le sens des décisions taxinomiques prises sur la base des données mitochondriales puisque la
divergence intra-haplotypique est nettement plus faible que la divergence inter-haplotypique. Un
des atouts majeurs de la méthode, a condition qu’elle soit associ€e a un échantillonnage taxino-
mique pertinent, est de fournir simultanément un grand nombre de marqueurs et le cadre com-
paratif nécessaire pour leur interprétation. Cette méthode a de nombreuses applications telles
que : la caractérisation a trés fine échelle spatiale de la structure des populations, la détection
de régions sous pression de sélection, ou encore la reconstruction phylogénétique.
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PhyloAlps : séquencage nouvelle génération de la flore
du biome alpin, vers des megaphylogénies haute-résolution
et de nouvelles librairies” de metabarcoding

Lutilisation de données génomiques dans I'étude de la biodiversité a connu un essor sans pré-
cédent au cours de la derniére décennie, en particulier : 1) pour la reconstruction de phylogénies
toujours plus grandes (mégaphylogénies), permettant de reconstruire la diversification de grands
clades et I'histoire de mise en place des points chauds de diversité ; et 2) pour le développement
de nouvelles approches de caractérisation des patrons de biodiversité, a partir d’ADN environne-
mental contenu dans les sols (technique de metabarcoding). Le projet collaboratif Phylo-Alps a
pour objectif de constituer une base génomique de référence pour un biome entier, I'Arc Alpin,
afin de développer des travaux de phylogénies, de génomique comparative et de metabarcoding
dans cette région.

Le projet se base sur un effort d’échantillonnage systématique de I'ensemble de la flore de
I’Arc Alpin en prenant pour référence la révision de Flora Alpina. L'objectif est de caractériser
4500 especes/sous-especes avec 1 a 2 échantillons par taxon et de réaliser un herbier de
référence contenant les plantes séquencées. Le travail d’échantillonnage, débuté en 2009, ! )
a 2 5 . 2 . ) e . Figure 8C. Elaboration d’une

a permis de récolter a ce jour des échantillons pour 85 % des taxons. L'échantillonnage de base génomique de référence
familles considérées prioritaires (Campanulaceae, Saxifragaceae, Primulaceae) est pratique- pour un biome entier, I'Arc Alpin.

t let r ble de I Inin (99 %). L . d Il AT (a) Un exemple de mégaphylo-
ment complet sur 'ensemble de I'arc alpin ( 6). Le séquencage de nouvelle génération se génie des 823 genres végétaux
base sur la technologie lllumina HiSeq, pour réaliser un séquencage trés basse couverture du présents dans I'Arc Alpin réali-

a & 2 2 - - sée avec la méthode mixte supe-
génome de chaque espece récoltée (0,1 X). La phase de séquencage est en cours, apres une rarbre — supermatrice (Roquet et

étude pilote (20 espéces sur une ligne de HiSeq 2000) réalisée au Génoscope et financée al. 2013). Exemples de milieux
par l'appel d’offre APEGE 2012. Lobjectif est de reconstruire le génome chloroplastique et et espéces remarquables de

i i R . o K . R L L. I’Arc Alpin échantillonnés lors
mitochondrial des especes étudiées et d’extraire les séquences des genes nucléaires répétées du projet PhyloAlps : (b) Prairie

(genes ribosomiques notamment), a I'aide de programmes d’assemblage dédiés a ce type de a rhododendron ferrugineusx,

d . . de dével Les d . dui d sali Parc National des Ecrins, (c)
onneées qui sont en cours de déeveloppement. Les données produites permettront de réaliser Prairie subalpine a forte diversité

des mégaphylogénies a partir de données génomiques identiques sur un grand nombre d’es- spécifique, col du Lautaret, (d)

péces, s'affranchissant ainsi des problémes de données manquantes typiques des approches égﬁg?gfff;ggg&CZ'scﬁti d)”
de supermatrices actuellement utilisées (Figure 8C). Eritrichiumnanum, Aile froide

Occidentale (~3500m a.s.l.).




Evolution convergente du microbiome intestinal chez les mammiféres myrmécophages

Figure 8D. Réseau phylogéné-
tique représentant les relations
entre les microbiomes intesti-
naux de différents mammiféres
sur la base de leur composition
taxinomique en bactéries et
archées.

Lobjectif principal est de caractériser et comparer la diver-
sité taxinomique et fonctionnelle du microbiome intestinal
(i.e. 'ensemble des génes des microorganismes) chez les
mammiféres dont le régime alimentaire est composé de
plus de 95% de fourmis et/ou de termites. Les placen-
taires myrmécophages représentent un exemple classique
de convergence évolutive avec I'oryctérope, les fourmiliers,
les pangolins, et le protéle (Delsuc et al. 2002). En termes
d’adaptation, le microbiome intestinal joue un role majeur et
son évolution chez les mammiféres a été influencée par la
phylogénie des espéces et leur régime alimentaire (Muegge
et al. 2011). L'étude propose de tester une hypothése évo-
lutive majeure sur les mécanismes de convergence du mi-
crobiome liés au régime myrmécophage, en utilisant une
approche de métagénomique environnementale.

A partir d’échantillons fécaux de mammiféres myrméco-
phages et d’espéces apparentées, il s’agit de générer des
données de composition taxinomique par séquencage
lllumina de code-barres d’ARNr 16S. L'assignation taxino-
mique des séquences et I'analyse comparative des com-
munautés bactériennes seront ensuite effectuées. Des
données métagénomiques a large échelle seront ensuite
générées par séquencage lllumina de I’ADN total pour un
sous-échantillon représentatif d’espéces myrmécophages.
Les séquences assemblées a partir de ces données
métagénomiques seront ensuite annotées fonctionnelle-
ment par des recherches de similitude contre des bases
de données protéiques et fonctionnelles. Ces deux types
d’analyses permettront de caractériser respectivement les
compositions taxinomique et fonctionnelle du microbiome
intestinal de ces espéces.

La premiére partie taxinomique de I'étude a permis d’ana-

lyser 93 nouveaux échantillons fécaux par code-barres
d’ARNr 16S représentant la diversité des espéces myrmé-
cophages et des espéces apparentées. Ces données ont
ensuite été combinées avec celles précédemment obte-
nues par Muegge et al. (2011). La représentation en réseau
phylogénétique des distances UniFrac entre les différents
microbiomes montre le regroupement des échantillons a
la fois par phylogénie et par régime alimentaire (Figure
8D). Ainsi, on peut distinguer les deux grands groupes
d’herbivores correspondant aux espéces monogastriques
(capibara, rhinocéros, éléphant et zébre) et polygastriques
(girafe, okapi, gazelle et mouton). La figure 8D regroupe
également les espéces myrmécophages qui possédent
des microbiomes intestinaux similaires malgré leurs ori-
gines phylogénétiques distinctes. Notamment, le protéle,
une hyéne spécialisée dans la consommation exclusive de
termites, est rapproché de I'oryctérope et des fourmiliers
plutét que de I'hyéne tachetée qui se positionne avec les
autres carnivores.

Les premiers résultats montrent que les microbiomes intes-
tinaux ont été faconnés de fagon convergente par la myrmé-
cophagie. Reste désormais a explorer le contenu fonctionnel
en génes de ces microbiomes pour révéler les détails de
cette adaptation convergente et espérer répondre aux ques-
tions suivantes : a quel point les microbiomes intestinaux
des mammiféres myrmécophages sont similaires en termes
de contenu fonctionnel ? Les mammiféres myrmécophages
utilisent-ils des bactéries particuliéres pour digérer la chitine
des fourmis et termites grace a des chitinases ? Si oui, les
mémes bactéries ont-elles été recrutées de facon indépen-
dante ou bien différentes espéces bactériennes fournissent
les mémes fonctions ?



Apport de la paléogénomique a la compréhension des effets
de la domestication : origine et évolution du chien

La domestication par 'homme d’espéces animales ou végétales est un processus
d’évolution rapide impliquant des modifications génétiques, phénotypiques et compor-
tementales modulant ainsi la diversité du vivant. Le résultat de ce processus s’observe
aujourd’hui par exemple au niveau des différentes races domestiques. Cependant les
phénoménes de domestication anciens ne peuvent étre étudiés sur la seule base des
observations de la diversité génétique actuelle. Grace a I'obtention des données géné-
tiques/génomiques diachroniques, la paléogénomique permet d’accéder a la diversité
génétique passée, a sa variation lors des différentes étapes de la domestication, et de
comprendre I'adaptation des espéces dans ce contexte.

Le chien (Canis lupus familiaris) est le premier animal domestiqué par les peuples chas-
seurs-cueilleurs au Paléolithique supérieur (30.000 a 15.000 BP). Sa domestication a
été possible dans les régions ol son ancétre sauvage, le loup (Canis lupus) était pré-
sent. Lorigine et le nombre d’événements de domestication du chien ont longtemps fait
débat. Des ossements de chiens et loups anciens provenant de 41 sites archéologiques
a travers I'Eurasie ont fait I'objet d’une analyse paléogénomique.

En raison des caractéristiques de ’ADN ancien, ce type d’analyse nécessite I'authentifi-
cation des séquences obtenues grace a une expertise spécifique. En effet, il faut travail-
ler de facon a minimiser les risques de contaminations lors des différentes étapes, de
I'échantillonnage au séquencage. De méme, dans les séquences obtenues, les substi-
tutions artéfactuelles (dégradations dues au temps et a I'environnement) doivent étre
détectées et différenciées des vraies mutations biologiques. La possibilité d’obtenir une
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Figure 8E. Distribution des
haplogroupes mitochon-
driaux et des alleles

KB (CBD103) et R301C
(MC1R) avant et aprés

le début du Néolithique.
Haplogroupes mitochon-
driaux A (rouge), C (jaune),
D (vert). Présence de
I"alléle KB (noir), absence
de I'allele KB (orange),
présence de I'alléle R301C
(bleu), absence de I'alléle
R301C (blanc), couleur
indéterminée (?). carré :
loups, ronds : chiens.




FOCUS 8-5 (suite)

profondeur de séquencage importante (nombres d’amplicons™) par NGS (ici technologie
454), pour un fragment de géne donné, facilite une telle approche. Seules les séquences
authentifiées doivent alors étre prises en compte.

Dans un premier temps, 68 séquences authentiques d’ADN mitochondrial (D-loop) ont été
obtenues et ont permis d’accéder a la diversité génétique des chiens anciens. Ces don-
nées ont été confrontées a des données morphomeétriques. Les résultats ont montré que la
domestication du chien a eu lieu dans au moins deux régions distinctes au Paléolithique : en
Asie et en Europe de I'Ouest (Figure 8E), puis, plus tard, au cours du Néolithique, au Moyen-
Orient. Ceci suggére que plusieurs populations de loups sont a l'origine des chiens actuels
et que les premiers chiens étaient probablement caractérisés par une importante variabilité
génétique et phénotypique.

Résultant de 300 ans de sélection artificielle, la population canine est de nos jours fragmen-
tée en 350 races phénotypiquement bien caractérisées. Cependant, cette sélection étant
trés récente, les données génétiques actuelles ne permettent pas :

- d’accéder aux phénotypes des premiers chiens domestiqués,

- d’accéder a la variabilité génétique sous-tendant ces phénotypes et leur diffusion a travers
le temps et I'espace,

- de comprendre les relations entre la diversité génétique et phénotypique ancienne et celle
des races actuelles.

Une deuxiéme partie de I'étude a consisté a obtenir des données sur la couleur des pre-
miers chiens (Figure 8E) dont la variation est 'un des premiers effets de la domestication.
L'analyse des variants de deux génes codant pour la couleur du pelage, Mc1r (Melanocortin
1 Receptor) et CBD103 (canine beta-defensin), a permis de montrer une variabilité de la
couleur dés le Mésolithique (Ollivier et al. 2013). Cette approche paléogénomique a permis
de mettre en évidence non seulement la diversité issue du pool génétique de populations
de loups, capturée lors du processus de domestication ; mais aussi I'apparition de nouveaux
variants liés au relachement des pressions de la sélection naturelle suite a la domestication.
Ceci a été possible grace a la comparaison des données génomiques déja disponibles chez
les chiens actuels (génome complet du boxer, séquences annotées, SNPs...) et celles obte-
nues chez les loups et chiens anciens.




PROSPECTIVE GENOMIQUE ENVIRONNEMENTALE

REFERENCES

Cariou M, Duret L, Charlat S. 2013. Is RAD-seq suitable for
phylogenetic inference? An in silico assessment and optimi-
zation. Ecol Evol 3:846-852.

Coissac E, Riaz T, Puillandre N. 2012. Bioinformatic chal-
lenges for DNA metabarcoding of plants and animals. Mol
Ecol 21:1834-1847.

Delsuc F, Scally M, Madsen O, Stanhope MJ, de Jong WW,
Catzeflis FM, Springer MS, Douzery EJR 2002. Molecular phy-
logeny of living xenarthrans and the impact of character and
taxon sampling on the placental tree rooting. Mol Biol Evol
19:1656-1671.

Dettai A, Gallut C, Brouillet S, Pothier J, Lecointre G, De-
bruyne R. 2012. Conveniently pre-tagged and pre-packaged:
extended molecular identification and metagenomics using
complete metazoan mitochondrial genomes. PloS One
7:€51263.

Muegge B D, Kuczynski J, Knights D, Clemente JC, Gonzélez
A, Fontana L, Henrissat B, Knight R, Gordon JI. 2011. Diet
drives convergence in gut microbiome functions across mam-
malian phylogeny and within humans. Science 332:970-974.

Ollivier M et al. 2013. Evidence of coat color variations sheds
new ligth in ancient canids. PloS One 8:e75110.

Puillandre N et al. 2012. New taxonomy and old collections:
integrating DNA barcoding into the collection curation pro-
cess. Mol Ecol Res 12:396-402.

Puillandre N, Macpherson E, Lambourdiére J, Cruaud C, Bois-
selier-Dubayle MC, Samadi S. 2011. Barcoding type speci-
mens helps to identify synonyms and an unnamed new spe-
cies in Eumunida Smith, 1883 (Decapoda: Eumunididae).
Invertebrate Systematics 25:322-333.

Roquet C, Thuiller W, Lavergne S. 2013. Building megaphylo-
genies for macroecology: taking up the challenge. Ecography
36:13-26.

Taberlet B Coissac E, Pompanon F, Brochmann C, Willerlslev
E. 2012. Towards next-generation biodiversity assessment
using DNA metabarcoding. Mol Ecol 21:2045- 2050.

Valentini A, Pompanon F, Taberlet P 2009. DNA barcoding for
ecologists. Trends Ecol Evol 24:110-117.




ETUDE DE L’EVOLUTION
ADAPTATIVE DES GENES
ET DES GENOMES
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La compréhension fine de I'histoire évolutive des caractéres nécessite la mise a jour de leurs
bases génétiques. Les objectifs sont ici de découvrir les génes ou structures génomiques impli-
qués dans I’évolution adaptative, c’est-a-dire en réponse a la sélection naturelle, et d’identifier les
variants fonctionnels importants ainsi que les changements évolutifs ou écologiques associés,
en tenant compte des effets confondants liés a I’histoire spécifique des populations concernées.
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Chez les organismes non-modéles, cette dé-
marche nécessite lintégration de multiples
sources de signal, issues de diverses approches
allant de la génétique moléculaire des popula-
tions, a la phylogénétique et a la génétique for-
melle, et qui permettent par leur combinaison
d’identifier les variants fonctionnels importants.
Jusqu’a récemment, ces projets demandaient
un fort investissement humain et technique en
raison du bas débit du génotypage, de I'inacces-
sibilité des régions inconnues du génome, et de
la limitation des méthodes statistiques multilo-
cus. Les développements méthodologiques ont
depuis révélé I'importance de la dimension multi-
locus dans I'étude des réponses adaptatives. Le
séquencgage massif en paralléle proposé par les
NGS léve alors un verrou technologique permet-
tant d’atteindre le débit nécessaire a I'approche

génomique. Il permet désormais d’aborder des
questions évolutives et populationnelles trés
fondamentales mais jusque-a inenvisageables,
voire considérées comme relevant du champ
de la biologie théorique, comme par exemple
la nature des changements fonctionnels et des
réseaux de genes impliqués, la distribution des
mutations et de leurs effets, la structure de la
recombinaison, ou encore la nature composite
des génomes soumis a des régimes de sélection
complexes (Figure 9A, Focus 9-1).

La découverte des variations génétiques et
génomiques impliquées dans I'évolution adap-
tative bénéficie de la mise en ceuvre de toute
la palette des technologies NGS actuelles, sur
du matériel génomique ou transcriptomique.
Bien que les NGS aboutissent a un faible colt




de séquencage par paire de base, chaque ex-
périence représente malgré tout un investisse-
ment conséquent en terme de séquencage, et la
taille des génomes eucaryotes impose un codt
par individu qui peut étre limitant. Les stratégies
optimales passent souvent par un sous-échan-
tillonnage de la complexité des génomes en
fonction du type d’expérience voulue et du maté-
riel accessible (reduced representation libraries,
Davey et al. 2011).

Le RAD-seq permet un sous-échantillonnage
important du génome autour des sites de res-
triction, associé a de fortes possibilités de mul-
tiplexage™ a colt modéré. Il est utile en cartogra-
phie génétique, populationnelle, pour les scans
génomiques d’association, ainsi que pour des
analyses phylogénétiques ou phylogéographiques
multilocus sur des clades récents (Baird et al.
2008, Emerson et al. 2010) ou les méthodes
classiques n’offrent souvent pas la résolution
voulue. A de plus grandes profondeurs phylo-
génétiques, il est souvent difficile d’obtenir un
nombre suffisant de marqueurs conservés. Les
défis actuels concernent |'utilisation efficace des
RAD-seq en I'absence de génome de référence”.

La capture de séquence (Focus 9-2) permet d’op-
timiser I'effort de séquencage vers des régions
précises du génome (segment chromosomique,

Figure 9A. Adaptation
biologique et diversité dans
I’environnement marin.

famille de genes) « capturées » par hybridation
d’aprés les séquences de référence. Elle est
utile pour I'étude des patrons de variation de
régions données (Nadeau et al. 2012), ou pour
quantifier les niveaux de duplication de segments
génomiques par des analyses de couverture. Ces
approches perdent graduellement de I'intérét a
mesure que baisse le colt du séquencage lui-
méme par rapport aux étapes de préparation, ici
assez colteuses. Les défis actuels résident dans
la capture de séquences divergentes par rapport
a la référence (Nadeau et al. 2012), ainsi que
dans I'optimisation de formes de multiplexage
ou de « pooling » avant capture pour réduire les
colts de préparation.

Le transcriptome (Focus 9-3), en tant que sous-
échantillonnage focalisé sur les séquences ex-
primées, est utile dans une optique comparative
entre taxons génétiguement distants, notam-
ment pour la comparaison du polymorphisme
moléculaire dans des groupes non-modéles
(Gayral et al. 2013). Il est également utilisé pour
obtenir une référence afin d’annoter un génome
(Heliconius Genome Consortium 2012), ou défi-
nir d’autres applications (par exemple la capture




Sélection récurrente dans les génomes de primates

Les mémes locus sont-ils soumis a la sélection naturelle dans différentes lignées évolutives ?
L'avénement des NGS s’accompagne d'une accélération spectaculaire du séquencage de gé-
nomes entiers de diverses espéces a partir d’'un seul individu de référence. Bien qu’ils repré-
sentent un échantillonnage par espéce qui peut apparaitre trés limité, ces génomes uniques
individuels apportent pourtant une information précieuse sur la variabilité intraspécifique
(polymorphisme) a travers leur hétérozygotie. En effet, il faut considérer qu’ils reflétent chacun
un grand nombre d’ancétres, notamment du fait de la recombinaison génétique, et méme a ce
niveau les patrons de variabilité génétique le long du génome renseignent sur I'adaptation. En
particulier, I'invasion d’un variant avantageux dans une population entraine avec la mutation
fonctionnelle toute la région voisine du génome, selon un processus de balayage sélectif bien
connu, et conduit ainsi a une variabilité locale réduite le long du segment chromosomique
(Enard et al. 2010). Un test sélectif classique (HKA, Enard et al. 2002) repose sur la détection
de ces régions marginalement pauvres en diversité par rapport a la variabilité interspécifique
qui refléte le taux de mutation local. Ces tests ont été adaptés aux génomes individuels entié-
rement séquencés. Son application sur les génomes de primates séquencés a fourni une liste
de locus indiquant une possible réponse a la sélection naturelle (Hudson et al. 1987). Cette
liste est largement congruente avec celles trouvées avec d’autres tests de neutralité, en parti-
culier les tests focalisés sur les comparaisons interspécifiques du rapport entre variabilité non
synonyme et variabilité synonyme (supposée neutre) dans les séquences codantes des genes
(Maynard Smith et Haigh 1974). Cette congruence valide ainsi I'efficacité du test. Les génes
«candidats», indiquant une réponse a la sélection, incluent plus particulierement des génes
exprimés dans le cervelet, la rate et les testicules et impliquent des mécanismes de défense
ou liés a la gamétogénése, a la transcription et au développement du cerveau antérieur. Enfin
les mémes génes candidats s’avérent préférentiellement sélectionnés de facon récurrente
dans les branches évolutives conduisant aux différents primates (Figure 9B). Cela remet en
cause certaines interprétations adaptatives spécifiquement humaines, comme par exemple
pour le géne dit du langage, FOXP2 (Yang 1997).
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Reséquencage ciblé et bases génétiques de I’adaptation
et de la spéciation

Les nouvelles technologies d’enrichissement massif, appelées capture génomique ou reséquencage ciblé, permettent d’am-
plifier spécifiquement de larges voire de trés larges portions du génome avant leur séquencage a haut débit. Basées sur
un principe d’hybridation d’ADN ou d’ARN a des sondes synthétisées a partir d’'une séquence de référence, ces méthodes
sont une alternative au reséquencage de génomes entiers ou au génotypage a haut débit, en permettant une approche a
la fois ciblée mais a large échelle. Un avantage majeur de cette stratégie expérimentale est de permettre I'obtention de
couvertures de séquencage importantes pour les régions génomiques cibles dont la taille ou la complexité ne permet pas
I'amplification pour un séquencage traditionnel. Pour cette raison, le reséquencage ciblé a souvent pour applications clés
la recherche de variants nucléotidiques mais également de variants structuraux de type CNV (copy number variation) qui
peuvent étre détectés notamment grace a des méthodes basées sur la profondeur de couverture.

Exemple 1 : Bases génétiques de la spécialisation a la plante hote et de la spéciation
chez le puceron du pois (Figure 9C), Acyrthosiphon pisum par capture de génes candidats.

Différentes races d’hotes du puceron du pois coexistent en sympatrie en étant hautement spéciali-
sées sur différentes Iégumineuses et cette spécialisation écologique est un élément clé de la réduc-
tion du flux de génes entre biotypes. Le choix de la plante hote faisant intervenir des mécanismes
de reconnaissance gustative et olfactive, les genes chimiosensoriels, organisés en larges familles
multigéniques dans le génome du puceron, sont de bons candidats pour I'adaptation et la spéciation
écologique chez cet insecte. Des approches de reséquencage ciblant ces familles géniques ont été
Figure 9C. Puceron du pois développées pour rechercher les changements génétiques a l'origine de la divergence entre races
d’hote. Deux résultats majeurs ressortent de ces études (Smadja et al. 2012) :
- 'identification d’'une dizaine de génes des récepteurs olfactifs et gustatifs comme candidats a
I'adaptation a la plante hote car présentant la signature d’une divergence sous sélection entre
biotypes ;
- la mise en évidence que certaines familles géniques candidates, et en particulier les récep-
teurs olfactifs et les Odorant Binding Proteins, présentent une divergence du nombre de copies
entre races d’hotes, suggérant ainsi un role de duplications segmentaires dans la diversification
adaptative.

Exemple 2 : Bases génétiques de I'isolement sexuel et du renforcement chez
la souris domestique Mus musculus (Figure 9D) par reséquencage d’exomes entiers.

Les deux sous-espéces européennes de la souris domestique, M. m. musculus et M. m. domesticus,
ont divergé en allopatrie pendant 0.5 million d’années avant de se rencontrer en Europe et former
une zone hybride ou des barrieres comportementales au flux génique semblent avoir évolué en
réponse a un désavantage sélectif des hybrides (renforcement). Une stratégie de reséquencage de

- 'exome entier de souris a été mise en ceuvre pour découvrir les régions génomiques impliquées
dans cet isolement sexuel. La comparaison des degrés de polymorphisme entre populations allo-
Figure 9D. Souris domestique patriques et populations en contact permet dans un premier temps d’identifier les génes soumis

aux pressions sélectives liées au phénomeéne de renforcement dans la zone hybride. Par ailleurs,
I'analyse des niveaux de couverture dans les différentes régions de I'exome permet d’identifier
d’éventuelles variations entre échantillons qui pourraient affecter certains genes candidats comme
les récepteurs voméronasaux, les récepteurs olfactifs, les genes codant pour les Major Urinary Pro-
teins ou le complexe majeur d’histocompatibilité. Lensemble des facteurs génétiques pourraient
étre ainsi a la base de la divergence comportementale adaptative chez la souris.




de séquence). Mais le séquencgage étant quan-
titatif, I'utilisation majeure (par exemple le RNA-
seq) est I’étude d’expression et la recherche de
séquences (géenes, ARN, transcrits) montrant
une variation d’expression ou d’épissage (Co-
lombo et al. 2013). Les données RNAseq sont
ainsi couramment utilisées pour comparer la
variation transcriptionnelle entre variants phéno-
typiques, et les pipelines™ pour I'analyse sont
nombreux. Les défis actuels concernent I'as-
semblage des transcriptomes et la complexité
des jeux de données (Gayral et al. 2013), néces-
sitant temps et capacités de calcul importants
dés que le nombre de réplicats biologiques ou
techniques augmente.

Le reséquencage (WGS) permet d’accéder a la
variation génétique totale et devient abordable
pour les espéces a génome petit ou moyen. La
fraction séquencée ne reposant pas sur une
référence, les données obtenues sont indé-
pendantes de la distance génétique avec les
taxons connus, ce qui est utile pour certaines
approches comparatives. Par ailleurs, la prépa-
ration des librairies ne nécessite pas d’étapes
supplémentaires et leur passage sur machine
est 'opération de routine des centres de sé-
quencage, assurant un minimum de complica-
tions et un gain de temps souvent conséquent.
Les défis actuels concernent I’optimisation du
rapport entre profondeur de séquencage et
qualité du génotypage, certaines applications
pouvant se satisfaire d’un séquencgage plus
superficiel (Davey et al. 2011, Buerkle et Gom-
pert 2013) comme par exemple la cartogra-
phie impliquant une diversité allélique réduite.
Une alternative au reséquencgage complet de
génomes individuels visant a obtenir des don-
nées de polymorphisme intrapopulationnel
consiste a séquencer en aveugle un mélange
d’individus issus d’'une méme population
(Pool-seq). Cette stratégie permet de diminuer
le colt d’obtention de données de polymor-
phisme, et sous certaines conditions (nombre
élevé d’individus assemblés), de minimiser
la variance des estimateurs de fréquences
alléliques. Cette approche semble particuliere-
ment performante pour identifier des régions
génomiques fortement différenciées entre
populations issues de milieux contrastés (Boi-
tard et al. 2012). Une autre alternative au resé-
quencgage total concerne un séquencage ciblé
qui permet d’augmenter la couverture sur des
régions d’intérét (Focus 9-1).

La disposition d’'un génome de référence (Focus
9-4) est un atout majeur dans la plupart des
approches précédentes. Pour documenter la va-
riation structurale entre génomes, la détection
de points de rupture de synténie peut passer
par I'analyse des discordances positionnelles
des séquences par rapport a une référence. Les
défis actuels concernent la disponibilité de gé-
nomes assemblés, et leur qualité d’assemblage
qui affecte la puissance de ces approches,
notamment pour écarter les faux positifs. Pour
des approches microévolutives comparatives,
un génome de référence augmente considéra-
blement la puissance des tests, permettant
des approches par fenétre glissante exploitant
toute la continuité génomique le long des frag-
ments conservés (scaffolds ou superscaffolds).
Les NGS permettent aujourd’hui de générer des
génomes eucaryotes complets de quelques
centaines de mégabases, moyennant le séquen-
cage profond (100X ou plus par lllumina 100bp)
et I’emploi de librairies de fragments de tailles
différentes pour optimiser I'assemblage (Zhan et
al. 2011). L'assemblage est par ailleurs facilité
par la disponibilité de ressources génomiques
annexes et de matériel de départ homozygote.
Outre la nécessité d’une couverture profonde,
et donc un colt conséquent, les défis actuels
pour les organismes non-modeéles résident dans
I’optimisation de I'assemblage, notamment la
gestion bioinformatique de I’hétérozygotie et de
la variation haplotypique lors de I'assemblage.




L'utilisation des données de polymorphisme mo-
|éculaire pour I'inférence des processus adapta-
tifs dans les analyses NGS (Focus 9-5) nécessite
de prendre en compte les interférences liées a
I'histoire démographique des populations. Les
outils actuels d’inférence, faisant appel notam-
ment aux simulations numériques intensives de
modeéles basés sur la coalescence, sont gour-
mands en temps de calcul et donc inadaptés
aux données massives issues des NGS. L'exploi-
tation optimale de ces jeux de données passe
par le développement de méthodes innovantes
permettant a la fois une grande flexibilité des mo-
déles sous-jacents, et une importante efficacité
numérique (Gompert et Buerkle 2011, Fariello et
al. 2013). La communauté scientifique de théo-
riciens en génétique et génomique des popula-
tions en France dispose d’atouts importants pour
porter I'innovation dans ce domaine (Boitard et
al. 2012, Fariello et al. 2013).

Une forte limitation pour l'utilisation des NGS
dans les recherches portant sur I'évolution
adaptative est liée a I'accés aux plateformes de
séquengage dans un cadre flexible et a un colt
raisonnable. Contrairement a d’autres parties
du monde ou existent des plateformes univer-
sitaires performantes assurant au tissu scien-
tifique local un accés direct a ces technologies,
les équipes francaises doivent souvent faire ap-
pel a des prestataires extérieurs qui proposent
un service commercial généralement standar-
disé, moins a la pointe des développements ou
utilisations de ces technologies, et manquant de
flexibilité et de proximité par rapport a la diversi-
té des questions et approches souhaitées. Une
autre limitation forte réside dans la présence
limitée, au sein des laboratoires, de bioinforma-
ticiens sensibilisés aux défis inhérents a la bio-
logie évolutive, ¢’est-a-dire la variabilité naturelle
rencontrée dans ces domaines et le jonglage

nécessaire entre les différentes approches et
niveaux d’analyse. Il ressort qu’une véritable
intégration entre la formulation des questions
pertinentes d’un point de vue scientifique d’une
part et les forces de propositions technolo-
giqgues ou méthodologiques/bioinformatiques
d’autre part apporterait la synergie nécessaire
aux innovations dans ce domaine.

Parmi les défis scientifiques et techniques liés
a I'utilisation des données NGS pour I'étude de
I’histoire évolutive des génes et des génomes,
on peut en citer 3 principaux pour lesquels la
communauté frangaise a un atout majeur a jouer
dans ce domaine :

1- La détection des signatures de sélection a
partir de données NGS populationnelles, les
outils actuels étant en partie inopérants sur
I’ensemble du génome, en raison du volume de
la variation et de la complexité de sa structure
au niveau génomique.

2- La variabilité naturelle intra et interspécifique
qui affecte par exemple in silico I'alignement” a la
référence, ou in vitro I'efficacité des captures de
séquences (Nadeau et al. 2012) ; les probléemes
concernent I'interprétation des estimateurs impli-
quant des comparaisons inter espéces, ainsi que
la qualité du multiplexage. Une meilleure docu-
mentation de cette variation et une meilleure
compréhension de ses effets sont cruciales.

3- Le développement d’outils bioinformatiques
performants pour I'assemblage de novo pour les
différents types de jeux de données, dépendant
de la disponibilité des génomes de référence et/
ou affectant la possibilité de s’en affranchir. Les
enjeux concernent la complexité des jeux de don-
nées ainsi que la gestion de I'hétérozygotie, la
polyploidie, et les variations structurales de plus
ou moins grande ampleur (indel, réarrangements,
Gayral et al. 2013, Heliconius Genome Consor-
tium 2012).

En conclusion, les études combinant de multiples niveaux d’analyse impliquant les NGS et aboutissant
a la découverte de variants génétiques permettent de tester directement les scénarios adaptatifs
jusque-la spéculatifs. Cependant, le débit de production des données moléculaires excédant sou-
vent la rapidité de développement de techniques d’analyse adaptées, une grande partie des études
phare est associée a des innovations dans la production, I'analyse ou la combinaison des données
génomiques (Baird et al. 2008). Ces innovations reposent souvent sur I'association de trois piliers :
expertise en biologie des populations, plateformes de séquencage, expertise et infrastructure bioin-
formatique. Elles constituent pour les institutions qui les développent des tremplins les placant au
devant de la communauté, renforcant leur position internationale. La recherche francaise doit combler
ce retard en permettant une meilleure synergie, a I'échelle locale, entre la formulation de questions
fondamentales sur les processus adaptatifs, et les capacités de production et d’analyse des données.




Evometonicks : les technologies NGS ouvrent la voie des recherches
moléculaires sur les plantes hyperaccumulatrices de nickel

Il existe environ 500 espéces végétales (0,2%
des angiospermes) capables d’accumuler des
concentrations importantes de métaux dans
leurs parties aériennes. De maniére remar-
quable, 400 de ces espeéces réparties dans
une quarantaine de familles, accumulent plus
de 0,1% (masse seéche) de nickel dans leur
partie aérienne (Kramer 2010). Ces espéces
hyperaccumulatrices vivent dans des sols ultra-
mafiques ou serpentiniques riches en nickel,
principalement dans des zones tropicales (par
ex. Cuba, Nouvelle-Calédonie), mais également
dans des régions tempérées (Europe).

Ces plantes représentent aujourd’hui un atout
important pour le développement de biotech-
nologies durables comme la phytoremédiation
des sols pollués, le phytomining ou la chimie
verte (Losfeld et al. 2012). Cependant, les
mécanismes moléculaires impliqués dans

Figure 9E. Psychotria semperflorens (gauche) et P gabriellae
(droite) observées en sympatrie en forét humide sur sol
ultramafique en Nouvelle-Calédonie. Dans ces conditions, P
gabriellae accumule plus de 1% de nickel dans ses feuilles,
conduisant & une coloration rose en présence de dimethyl-
glyoxime (insert), alors que P semperflorens en accumule 100
fois moins. Les transcriptomes de ces espéces phylogénéti-
quement proches peuvent étre comparés afin d’identifier les
genes dont I'expression est liée a I'accumulation de nickel.

I'accumulation du nickel sont encore trés peu
connus, car les espéces hyperaccumulatrices
n‘ont pas bénéficié des recherches et des outils développés pour les espéces modeéles ou
d’'intérét agronomique. Afin d’identifier les génes impliqués dans I'hyperaccumulation du nic-
kel chez les plantes, les NGS sont utilisées pour connaitre les séquences génomiques de ces
plantes ainsi que pour étudier I'expression des genes.

Le transcriptome de Psychotria gabriellae (aussi connu sous le nom de P douarrei), une Rubiacée
endémique de Nouvelle-Calédonie qui accumule jusqu’'a 4% de nickel dans ses feuilles a d’abord
été séquencé (Verbruggen et al. 2009). Lassemblage de novo des lectures obtenues par GS-FLX
(Roche 454) a fourni 30.000 contigs et ainsi la premiére base de données de séquence de genes
exprimés pour cette espéece. Ont ensuite été identifiés et clonés des génes codant pour des pro-
téines membranaires capables de transporter des métaux (Kramer 2010). Un des transporteurs
identifiés, homologue de la ferroportin qui transporte le fer dans les cellules de mammiféres, est
capable de transporter le nickel chez les plantes. De plus, I'expression de ce transporteur est moins
importante chez I'espéce proche Psychotria semperflorens qui, bien que vivant en sympatrie avec
P gabriellae (Figure 9E), n"accumule pas le nickel. Ces résultats suggerent que ce transporteur de
la famille de la ferroportine participe a I'hyperaccumulation du nickel chez P gabriellae.

Ce type d’étude valorise le potentiel de la biodiversité d’espéces non-modeles. Dans la suite des
recherches qui seront menées en collaboration avec des partenaires en Nouvelle-Calédonie et
aux Pays-Bas, des approches seront mises en ceuvre pour comparer de facon globale et quan-
titative le transcriptome d’espéces hyperaccumulatrices de nickel appartenant a des familles
éloignées (P gabriellae chez les Rubiaceae, Noccaea caerulescens chez les Brassicaceae), avec
celui d’espéces proches non accumulatrices (P semperflorens, Microthlaspi perfoliatum, respecti-
vement). Sera ainsi identifiée et étudiée I'évolution des mécanismes moléculaires impliqués dans
'accumulation du nickel chez différentes familles d’angiospermes.




PROSPECTIVE GENOMIQUE ENVIRONNEMENTALE

Génome de référence et reséquencage populationnel :
origines de la convergence évolutive chez les papillons Heliconius

Le genre néotropical Heliconius montre une radiation-diversification spectaculaire liée au mimétisme
(Joron et al. 2006, Figure 9F) ; un nombre croissant d’équipes s'intéresse aux déterminants génétiques
de leur convergence. Afin d’obtenir un génome complet de référence, ces équipes se sont liées de
maniére informelle en un consortium international (www.heliconius.org) pour profiter de I'essor des
NGS dés ses débuts et séquencer le génome de I'espéce H. melpomene (génome haploide de 295Mb,
Heliconius Genome Consortium 2012).

Le pyroséquencage” 454 Roche, au débit faible face a lllumina mais aux lectures longues de 400bp, fut
adopté initialement pour obtenir un premier assemblage (12M de lectures sur un individu consanguin).
Le séquencage lllumina par paires, et notamment le séquencage dit « mate-pair » par circularisation de
fragments longs (3kb et 5kb), fut ensuite utilisé pour associer en scaffolds les contigs séparés par des
séquences répétées (8M de paires de lectures). Ensuite, le développement de lectures de 100bp par
lllumina HiSeq a permis d’obtenir 42M de paires de lectures supplémentaires, permettant d’améliorer la
couverture moyenne et corriger les erreurs inhérentes au pyroséquencage. L'assemblage final est alors
de ~269Mb (91% du génome, 3800 scaffolds, N50=277Kb). Enfin, les individus issus d’un croisement
Mendélien entre la lignée consanguine et une lignée divergente ont été génotypés par lllumina RAD-seq
pour réaliser une cartographie génétique, permettant d’ordonner et d’orienter sur chaque chromosome
les scaffolds génomiques contenant des marqueurs RAD (superassemblage de 83% du génome, 1273
superscaffolds, N50=400Kb) (www.butterflygenome.org).

Les technologies et les méthodes analytiques, en plein développement, ont changé drastiquement au
cours du déroulement du projet (4 ans). La stratégie de séquencage fut continuellement adaptée a
la puissance croissante des technologies, ainsi qu’aux problémes d’assemblage rencontrés. Ces pro-
blémes concernent principalement I'hétérozygotie du génome qui rend I'assemblage difficile, et sa
structure haplotypique qui produit une duplication artefactuelle des segments fortement hétérozygotes.
Le séquencage de banques génomiques de tailles variées et 'implémentation de stratégies bioinforma-
tiques ad hoc (grace aux postdoctorants issus de laboratoires spécialisés) ont permis de résoudre en
partie ces problemes (Heliconius Genome Consortium 2012). Le génome obtenu est trés utile en I'état
pour une grande gamme d’applications, mais restera continuellement en phase d’amélioration.




Afin de comprendre la structuration de la variation génétique entre taxons et entre groupes de conver-
gence mimétique (Figure 9F), le génome assemblé fut utilisé comme référence pour aligner les lectures
de reséquencage populationnel (lllumina HiSeq) sur les scaffolds génomiques positionnés, en particulier
les locus contrdlant la coloration. La continuité et le positionnement génomique des scaffolds permet
des analyses par fenétres glissantes (10 a 50kb) qui révélent la variation des patrons de polymor-
phisme sur de grandes quantités de sites variables, et procurent une puissance d’analyse conséquente
méme entre taxons peu différenciés. Ici, les intervalles génomiques contrélant la couleur présentent
une topologie phylogénétique nettement structurée par phénotype (Figure 9FB), alors que les régions
immédiatement adjacentes ainsi que le génome dans son ensemble sont structurés par taxons et par la
géographie (Figure 9FC, Heliconius Genome Consortium 2012). D’autres analyses basées sur le partage
de SNPs dérivés (ABBA-BABA, Heliconius Genome Consortium 2012, Durand et al. 2012) ont révélé
un signal d’introgression entre taxons mimétiques spécifiquement associé aux locus de la couleur. Ces
locus montrent ainsi une histoire trés différente de celle des populations les contenant. Notamment,
la convergence mimétique a ici évolué a la faveur de I'échange des alléles de coloration entre espéces
(permettant une ressemblance <instantanée» entre elles), et non, comme on le croyait, par I'évolution en
paralléle de phénotypes semblables chez chacun des taxons (Heliconius Genome Consortium 2012).

L'assemblage de novo d’un génome, associé au reséquencage populationnel, a ainsi permis d’exploiter
toute la variation génomique et de révéler l'introgression adaptative des alléles de la coloration, per-
mettant de proposer un scenario inattendu pour expliquer la convergence phénotypique entre espéces.

Figure 9F. Origine génétique de la convergence mimétique chez Heliconius. A. Trois groupes
de mimétisme distincts, montrant la convergence entre H. melpomene et H. timareta dans
une vallée andine du Pérou (gauche, phénotype « tache rouge »), entre d’autres races de ces
mémes espéces ainsi que H. elevatus en Amazonie équatorienne (colonne du milieu, phénotype
« rayures »), ainsi qu’entre H. numata et H. hecale dans ces mémes régions (phénotype « tigré »,
Joron et al. 2006). B. « Arbre du mimétisme », topologie phylogénétique correspondant précisé-
ment a I'intervalle génomique de 50kb contenant le locus contrdlant la variation mimétique, ol
les individus se groupent par phénotype et non par espéce. C. « Arbre des espéces », topologie
phylogénétique correspondant a I’essentiel du génome, ol les taxons se groupent par especes.
B et C d’aprés Heliconius Genome Consortium et al. 2012. Barre=1% de divergence.
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Génomique comparative et métagénomique des picocyanobactéries marines

Prochlorococcus et Synechococcus sont les deux organismes photosynthétiques les plus abondants de
I'océan et jouent de ce fait un réle primordial dans la production primaire globale (Flombaum et al. 2013).
L'un des principaux objectifs de recherche est de mieux comprendre le lien entre la diversité génomique au
sein de ces genres et la capacité des différents écotypes a s’adapter a des niches écologiques particuliéres
de I'écosystéme marin.

Figure 9G. Analyse préliminaire

de la distribution des groupes
phylogénétiques de Synecho-
coccus marins a 32 stations le
long du transect de la campagne
océanographique TARA-Oceans.
L'assignation des séquences a

un groupe taxonomique particulier
(sous-cluster, clade ou sous-clade,
a été effectué par recrutement des
séquences environnementales sur
les 40 génomes de référence de
Synechococcus.

En collaboration avec le Génoscope, 25 génomes de Synechococcus ont été récemment séquenceés, élevant
a 57 le nombre de génomes de picocyanobactéries marines actuellement disponibles (40 Synechococcus,
14 Prochlorococcus, 3 Cyanobium). Grace a une analyse comparative génomique les séquences orthologues
ont été regroupées en utilisant I'algorithme OrthoMCL puis intégrées au systéme d’information Cyanorak v2
(http//sb-roscoff.fr/cyanorak/) dédié a I'annotation et I'analyse de ces génomes. Afin de réaliser I'analyse
métagénomique, la diversité génétique des picocyanobactéries a été analysée sur 32 stations de la campagne
TARA-Oceans, prélevées a 2 profondeurs. Aprés assemblage et nettoyage, les séquences de 175 bp obtenues
par la technologie lllumina ont été alignées par Blastn sur les 57 génomes de référence.

Une étude comparative des 14 premiers génomes de picocyanobactéries (Dufresne et al. 2008) avait permis
des 2008 d’avoir une premiére estimation des répertoires de genes communs, accessoires et uniques. L'ajout
de 25 génomes de Synechococcus a, dans le cadre de cette étude, considérablement amélioré la couverture
de la diversité génétique au sein de ce genre, avec plusieurs souches par clade phylogénétique. Une analyse
comparative préliminaire de ces génomes a d’ores et déja permis de mettre en évidence la présence d’ilots
génomiques spécialisés dans I'adaptation a des niches écologiques particulieres, notamment un ilot de 4 a
6 genes impliqué dans I'acclimatation a différentes qualités de lumiére.

Ces génomes ont également été utilisés comme références pour I'analyse de données de métagénomique
de la campagne TARA-Océans (voir focus 3.2) par recrutement des séquences de populations naturelles de
cyanobactéries sur le génome le plus proche, permettant leur assignation fonctionnelle et taxonomique. Ces
analyses ont notamment permis de mettre en évidence : 1) la prédominance dans certains écosystémes
de clades qui avaient jusqu’'a présent été considérés comme minoritaires, tels que CRD1 ou WPC1, et 2)
des changements brusques dans la composition des communautés entre différents bassins océaniques,
notamment entre la Méditerranée et la Mer Rouge ou de part et d’autre du cap de Bonne Espérance (Figure
9G). La disponibilité d'un tel set de génomes de référence a également permis de mettre en évidence des
distributions distinctes entre populations appartenant a un méme clade, mais a des sous-clades différents.
Ainsi, cette approche permet d’atteindre une échelle taxonomique beaucoup plus fine que celle a laquelle
donne acces le gene de I'ARN 16S, et devrait nous permettre de mieux définir la notion d’écotype (voire
d’espéce) au sein des picocyanobactéries marines. Parmi nos autres objectifs, 'analyse de la distribution et
de I'expression in situ des genes identifiés par comparaison génomique comme étant spécifiques d’écotypes
devrait considérablement contribuer a une meilleure compréhension du réle de ces genes dans I'adaptation
des cellules a des conditions environnementales particuliéres.
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ECOLOGIE FONCTIONNELLE
ET GENOMIQUE
DES POPULATIONS

Coordinateurs : Denis Faure et Francis Martin

Contributeurs : Didier Bogusz, Annegret Kohler, Xavier Nesme, Philippe Normand, Aurélie Tasiemski

L'association de I’écologie fonctionnelle et de la génomique des populations permet de confron-
ter la connaissance des traits liés a des fonctions centrales des organismes aux connaissances
acquises sur la structure et I’expression des génomes. Les informations collectées par différentes
approches omiques (génomique, transcriptomique, protéomique”, métabolomique”) éclairent di-
rectement les traits fonctionnels des populations au plus prés de leurs interactions avec I’envi-
ronnement et ses composantes biotiques et abiotiques. Les NGS soutiennent I’émergence de
nouveaux champs scientifiques appelés Ecologie génomique et Ecologie inverse. Au-dela de I’éco-
logie fonctionnelle, les attendus de ces champs de recherche intéressent la biologie évolutive,
la taxinomie, I’écologie des communautés et I’écologie chimique, mais aussi la génomique, la
physiologie, la biologie intégrative, ainsi que I’écotoxicologie et I'ingénierie écologique.

La connaissance des propriétés fonctionnelles (ou
traits fonctionnels) des organismes (Eucaryotes,
Procaryotes, Virus) constitue un des enjeux ma-
jeurs de I'écologie fonctionnelle. Cette connais-
sance des traits fonctionnels s’inscrit dans la
compréhension des interactions des organismes
avec leur environnement entendu dans ses com-

posantes biologique, physicochimique, spatiale
et temporelle. La démarche d’étude de ces traits
est intégrative puisqu’elle aborde leurs détermi-
nants moléculaires, leur variabilité potentielle et
exprimée, ainsi que leurs réles dans le cycle de
vie et d’interactions des organismes qu’ils soient
considérés au niveau individuel ou populationnel.
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Les NGS ont bouleversé ce champ de recherche.
D’une part, les NGS ont permis d’accéder aux
génomes d’organismes étudiés pour leurs
traits fonctionnels par les écologues, mais qui
n’'étaient pas considérés comme modeéles en
biologie comme le sont I’homme, la souris, I'ara-
bette, C. elegans, ou E. coli... De cette interface
entre écologie fonctionnelle et génomique s’est
développé le champ de I'’écologie génomique
qui « étudie la structure et le fonctionnement du
génome dans I'objectif de comprendre les rela-
tions entre un organisme et son environnement
biotique et abiotique » (van Straalen et Roelofs
2012). Cette approche d’écologie génomique
est illustrée par le Focus 10-1. D’autre part, les
NGS donnent acces aux données génomiques et
transcriptomiques issues de plusieurs individus
permettant I'intégration de la dimension popu-
lationnelle dans I'étude des traits fonctionnels.
Ainsi est née la démarche d’écologie inverse
(Li et al. 2008) en analogie avec la génétique
inverse qui permet de comparer des individus
portant un alléle différent d’'un géne. L'écologie
inverse permet de comparer les génomes d’indi-
vidus issus d’au moins deux populations afin
d’en identifier les traits génétiques distinctifs,
et ainsi prédire leurs traits fonctionnels distinc-
tifs. Ce paradigme peut étre étendu aux compa-
raisons de transcriptomes. Cette approche est
illustrée par le Focus 10-2.

Les connaissances acquises sur les détermi-
nants moléculaires supports des traits fonc-
tionnels connus ou prédits doivent étre repo-
sitionnées au sein des réseaux de régulation
génétique et épigénétique des individus et
populations soumises aux contraintes environ-
nementales, y compris les interactions entre
organismes. Les traits prédits doivent étre
caractérisés aux niveaux cellulaire et physiolo-
gique. Ce questionnement est d’autant plus cru-
cial que des génes et protéines associés a des
traits prédits sont souvent sans fonction connue
dans les bases de données. Ces approches mo-
|éculaires ne pourront étre portées que par des
interactions fortes entre écologie, génomique,
biochimie et biologie en combinant différentes
omiques et approches prédictives ou expérimen-
tales. Ainsi, la caractérisation intégrée des traits
fonctionnels constitue un enjeu qui doit mobili-
ser des expertises au-dela de la communauté
d’écologie fonctionnelle stricto sensu (voir chap.
Xl et XII).

L'analyse des traits fonctionnels des populations
au sein des réseaux complexes des interactions
biologiques des écosystémes est un autre enjeu
porté par I'écologie génomique et I'écologie in-
verse. L'écologie des populations doit pouvoir ap-
préhender la complexité des écosystémes dans
lesquels vivent les populations dont les traits
sont étudiés (Focus 10-3). Ce questionnement
stimule des interactions fortes entre écologie
des populations et écologie des communautés,
notamment, lorsque les organismes et traits
fonctionnels s’inscrivent dans des réseaux tro-
phiques, des cycles géochimiques, des relations
durables entre organismes (mutualisme, parasi-
tisme, transmission d’hétes ou de réservoirs) ou
encore lorsque les organismes sont étudiés pour
leur trait d’effet qui sont estimés comme détermi-
nants pour le fonctionnement d’un écosysteme.
Ainsi, le positionnement des populations au sein
des systemes biologiques complexes est aussi
un moteur d’agrégations d’expertises.

Des données primaires (génomes) ou secon-
daires (identification et caractérisation des traits
fonctionnels) issues de I'écologie génomique et
écologie inverse intéressent directement certains
champs de la biologie évolutive, la taxinomie, et
I'étude de la biodiversité. Par exemple, les com-
munautés de biologie évolutive et d’écologie
fonctionnelle peuvent s’intéresser a des mémes
déterminants moléculaires étudiés pour leur fonc-
tion ou leur valeur adaptative, et entreprendre
ainsi leur étude sur une méme population ; une
approche d’écologie inverse peut également per-
mettre la caractérisation de traits fonctionnels
caractéristiques d’un taxon et ainsi contribuer a
sa définition (Focus 10-4) ; enfin, la caractérisa-
tion des traits et des populations contribue direc-
tement au décryptage de la biodiversité.

Les NGS apportent de nouvelles connaissances
et outils au service d’enjeux sociétaux portés
par I'écologie fonctionnelle. Il peut s’agir d’éva-
luer ou prédire I'effet des changements clima-
tiques ou activités anthropiques sur les popu-
lations et leurs propriétés fonctionnelles, de
proposer des outils de diagnostic (populations
ou activités biologiques bioindicatrices) de ces
changements ou activités humaines, y compris
dans une approche écotoxicologique, ou bien
d’utiliser les connaissances sur les traits fonc-
tionnels des populations dans des approches
d’ingénierie écologique ou d’agro-écologie.
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Recherche des déterminants symbiotiques de la bactérie
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Frankia et des plantes actinorhiziennes (Alnus et
Casuarina) par génomique et transcriptomique

Il s’agit d'identifier les déterminants symbiotiques de bactéries du
genre Frankia et ceux des plantes hotes Alnus et Casuarina qui sont
responsables d’environ 15% des entrées biologiques d’azote sur
terre (Figure 10A).

La stratégie développée associe 1) I'obtention et I'analyse des
génomes bactériens, 2) la fabrication de banques de marqueurs
d’expression des génes des plantes hotes a partir de données de
séquencage de genes et transcrits, 3) la fabrication de puces et I'hybri-
dation des transcrits d’origines végétale et bactérienne, et analyse des
données transcriptomiques, et 4) la génétique inverse ou additive pour I'analyse

N L. Figure 10A. Racines
de genes et fonctions d'intérét avec la construction de mutants de plantes et de  d’Ainus (Aulne)

mutants bactériens. montrant une nodo-
sité ou se déroulent

Ce travail a révélé que les génomes bactériens de Frankia ne contiennent pas [interaction avec la

les génes canoniques de nodulation, leurs déterminants symbiotiques sont donc  bactérie Frankia et
_ P , , . " . la fixation de I'azote

distincts de ceux des bactéries Rhizobium qui forment des nodosités avec les I€gU- ;i 10sphérique.

mineuses (Alloisio et al. 2010, Hocher et al. 2011, Normand et al. 2007). Par

contre, les plantes actinorhiziennes possédent presque tous les homologues de

la cascade symbiotique des Iégumineuses avec les Rhizobium, dont SymRK qui

est essentiel a la nodulation des plantes actinorhiziennes par Frankia. Parmi les

genes de plantes surexprimés au cours de la mise en place de la symbiose, il y

a plusieurs homologues des défensines codant des peptides anti-microbiens qui

sont potentiellement impliquées dans le contréle du développement de la bac-

térie symbiotique Frankia. Un premier modéle de I'interaction Frankia-Aulne est

proposé (Figure 10B).

Frankia semble avoir inventé des effecteurs nouveaux pour s’adapter a une voie

symbiotique de I'hote qui apparait conservée dans ses grandes lignes dans I'en-

semble du régne végétal. Lexpression de fragments du génome de Frankia dans

la bactérie Streptomyces permettra d’identifier les génes impliqués dans I'interac-

tion Frankia-Alnus/Casuarina. Cette approche aidera a proposer un modele détail-

1é du fonctionnement des plantes au cours de la mise en place de la symbiose.

Figure 10B. Schéma des interactions entre Frankia et ses plantes symbio-
tiques. Des composés aromatiques (arom) sont synthétisés (A) par la plante-
hote et sont détectés par la bactérie qui s’attache par des protéines appelées
lectines (lec) aux poils racinaires (B). La bactérie augmente la synthése d’un
composé appelé RHDF qui déforme les poils racinaires (C). Les poils racinaires
déformés permettent I'internalisation de la bactérie qui se multiplie dans les
tissus du cortex. Un effecteur encore inconnu est alors synthétisé et reconnu
par des kinases de la plante (dont la kinase SymRK), ce qui déclenche alors
une pulsation calcique (D) qui induit le programme de synthése de protéines
de la plante-héte et la formation d’un prénodule (E). La plante surexprime alors
un grand nombre de genes dont les défensines appelées CRAMPR En paralléle,
la bactérie synthétise alors une auxine (PAA) qui déclenche une multiplication
cellulaire des cellules du péricycle et I'émergence d’une racine secondaire
modifiée, la nodosité (F), siége de la fixation de I'azote moléculaire.
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Dix ans de génomique comparative et de recherche des traits
de vie des champignons forestiers : du Sanger aux NGS

Ce programme de génomique comparative a pour objectif d'identifier les liens éventuels entre
traits fonctionnels et patrons génétiques chez différents groupes de champignons (saprotrophes,
symbiontes, pathogenes) contrdlant le cycle du carbone dans les écosystéemes forestiers.

Figure 10C : Laccaria amethys-
tina, de son nom vernaculaire
le laccaire-améthyste, est
un champignon Ssymbiotique
ectomycorhizien de la famille
des Hydnangiacées (Agaricales,
Basidiomycatina). Il est I'un
des champignons mycorhiziens:
séguencés dans la cadre du
projet Mycorrhizal Genomics
Initiative (http://mycor.naney.inra.
fr/IMGC/MycoGenomes/).

Ces travaux sont développés dans le cadre du programme de génomique fongique, MycoCosm,
piloté ‘par le Joint Genome Institute du Département de I'énergie américain (http://genome.
jgi-psf.org/programs/fungi). Ce programme a entrepris le séquencage de 1 000 génomes d’es-
péces fongiques (exemple Figure 10C) afin d’explorer leur diversité génomique et identifier les
mécanismes moléculaires déterminant I'évolution de ces microorganismes et en particulier, de
leurs traits fonctionnels. MycoCosm concerne les sciences de I'énergie et de I'environnement. lI
cible les génomes fongiques dans trois domaines : la santé des végétaux, la bioraffinerie et la
diversité fongique.

Le séquencage et I'analyse du génome des symbiotes ectomycorhiziens Laccaria bicolor et
Tuber melanosporum, du champignon de Paris (Agaricus bisporus), de I'agent de la rouille du
Peuplier et d'une douzaine de pourritures brunes et blanches ont été réalisés (Duplessis et al.
2011, Martin et al. 2008, Martin et al. 2010, Morin et al. 2012). La comparaison:des répertoires
de génes de ces champignons a mis en évidence le réle clé des génes codant les enzymes
de dégradation des polysaccharides de la paroi végétal (CAZymes) (Floudas et al. 2012). Leur
présence et leur distribution sont des facteurs primaires dans I'acquisition du carbone et de ce
fait, déterminent la niche écologique de I'espéce. Cette étude a également permis d’établir un
scénario décrivant I'évolution des champignons forestiers : I'espéce ancestrale était vraisem-
blablement une pourriture blanche qui joua un role décisif dans la. décomposition massive de
la lignocellulose issue des premiers arbres il y a 300 M d’années!; ce groupe fonctionnel s’est
considérablement diversifié avant de donner naissance aux pourritures brunes et aux décom-
poseurs de litiere. Les champignons ectomycorhiziens seraient issus de ces derniers groupes
fonctionnels par acquisition d’effecteurs protéiques controlant 'immunité et le développement
racinaire de la plante-hote.

L'analyse en cours du génome d’une cinquantaine de saprotrophes et symbiontes devrait per-
mettre de confirmer le scénario évolutif proposé et d’explorer le continuum entre saprotro-
phisme et symbiose. L'analyse fonctionnelle des effecteurs symbiotiques, couplée a I'étude de
leur évolution par génomique populationnelle, devrait apporter des informations nouvelles sur
les mécanismes développés par les champignons ectomycorhiziens afin de controler les réac-
tions de défense immunitaire de leur plante-hate.




A moyen terme, voici quelques pistes sur I'évolu-
tion de I'écologije fonctionnelle portée par les NGS :
- Le nombre et la diversité des organismes dont
les données génomiques et/ou transcripto-
miques seront accessibles vont se multiplier ; les
données produites ne seront plus limitées a un
seul individu mais concerneront plusieurs indivi-
dus d’une population d’intérét : les études des
traits fonctionnels se baseront a la fois sur I'étude
d’organismes modeéles et de populations modéles.
- L’écologie fonctionnelle sera questionnée afin
de développer des approches intégratives sur
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la connaissance des traits des organismes au
regard de leurs interactions avec I'environne-
ment ; les interfaces entre écologie fonction-
nelle et biologie, biologie évolutive, taxinomie,
écologie des communautés vont s’intensifier,
voire devenir un passage obligé pour la valorisa-
tion des données acquises ;

- L'écologie fonctionnelle sera sollicitée pour
répondre a des enjeux sociétaux : écotoxicolo-
gie, ingénierie écologique et restauration, bio-
diversité, introduction d’espéces, contréle des
espéces invasives, agro-écologie ...
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Découvrir les adaptations spécifiques des espéces bactériennes
qui ont conduit a leur spéciation et leur permettent d’échapper a la
compétition inter-spécifique

Suite aux hypothéses de Cohan (2006) sur I'effet de la sélection sur lhomogénéité des popula-
tions bactériennes, on suppose que les espéces bactériennes définies sur la base de leur proxi-
mité génomique (Stackebrandt et al. 2002) sont en fait des espéces écologiques adaptées a
des niches particuliéres. Découvrir ces niches spécifiques potentielles permet de comprendre les
mécanismes de spéciation tout en pointant les niches écologiques primaires qui permettent aux
espéces bactériennes d’échapper a la compétition interspécifique. Dans ce projet, il s’agit de
tester cette hypothése en découvrant et caractérisant ces adaptations « spécifiques d’espece »
chez les bactéries du genre Agrobacterium constitué de nombreuses espéces sympatriques,
génétiquement bien différenciées mais étroitement apparentées.

Une premiére étape a consisté a identifier les genes spécifiques de I'espéce Agrobacterium fa-
brum en comparant les contenus géniques d’espéces apparentées dans une approche d’écologie
inverse. Aprés avoir identifié les régions génomiques spécifiques d’espéce, la deuxieme étape a
consisté a tester expérimentalement les prédictions fonctionnelles de I'annotation experte par
génétique inverse afin d'inférer les niches écologiques spécifiques potentielles des espéces.

Les premiers résultats ont montré qu'il y
avait 196 genes spécifiques d’espéce chez
A. fabrum, groupés dans sept régions géno-
miques localisées sur les chromosomes
circulaires et linéaires. Ces régions codent
des voies métaboliques particuliéres a par-
tir desquelles il a été possible d’inférer une
niche spécifique potentielle hypothétique
(Lassalle et al. 2011). Cette niche se situe-
rait dans la rhizosphére des plantes ou A.
fabrum pourrait utiliser des composés phé-
noliques et des sucres particuliers, surmon-
ter la carence en fer, résister a des compo-
sés toxiques et percevoir des signaux émis
par la plante (Figure 10E). Les travaux de
génétique fonctionnelle confirment ces pré-
dictions et démontrent que les génes spéci-
fiques d’A. fabrum permettent effectivement
a ses membres d’échapper a la compétition
avec les espéces apparentées.

Afin de généraliser I'approche, une base de
données de famille de tous les genes ortho-
logues d’Agrobacterium, Agrogenom (http://
phylariane.univ-lyon1.fr/) a été construite
a partir des séquences génomiques de
toutes les especes connues a ce jour chez
Agrobacterium plus des représentants des

autres genres de la famille des Rhizobiacées = —
(Shams et al. 2013). Cette base de données




FOCUS 10-4 (suite)

permet de reconstituer I'histoire évolutive des genes et d’inférer les génomes ancestraux a
chaque nceud de la phylogénie™. Elle permet de déterminer les niches écologiques spécifiques
potentielles effectives de toutes les especes d’Agrobacterium mais aussi les niches écologiques
spécifiques de genre chez les Rhizobiacées.

En conclusion, I'approche d’écologie inverse alliant génomique comparative et génétiques in-
verse et fonctionnelle a permis de démontrer que I'espéce bactérienne «génomique» est bien
une espéce écologique et que la spéciation, au moins chez Agrobacterium, est de type para-
patrique. Cette approche révéle en outre la nature des niches écologiques primaires — le plus
souvent méconnues — qui permettent aux espéces bactériennes d’échapper a la compétition
inter-spécifique. Il semble utile et fructueux de généraliser cette approche aux différentes es-
péces bactériennes afin de tenir compte de leur role écologique dans les microbiomes. In fine,
il semble indispensable que I'lnternational Committee on Systematic of Prokaryotes (ICSP) de-
mande le séquencage de plusieurs génomes des especes nouvellement décrites et encourage
ce travail pour les espéces plus anciennes. Ceci permettrait d’associer une annotation écolo-
gique a chaque espéce bactérienne qui serait de grande utilité pour explorer les potentialités
fonctionnelles des métagénomes.
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Les principales limitations aux développements
des connaissances dans ce domaine sont les
suivantes :

- Si I'acquisition et les outils de comparaison
des structures des génomes sont aujourd’hui
accessibles, celles des données transcripto-
miques sont encore en développement (pré-
parations des ARNm, traitement des données
NGS). De plus, I'acquisition des données trans-
criptomiques est entierement dépendante des
conditions environnementales dans lesquelles
vivent les populations étudiées, donc d’autant
plus difficiles a maitriser (reproductibilité) et
interpréter a mesure que la complexité de
I’environnement s’accroit. La confrontation des
données des différentes omiques est encore
limitée, souvent pour des raisons de codts,
de contraintes techniques, dont I'interfacage
bioinformatique des bases de données, et de
manque de soutien a la fédération d’expertises
différentes.

- Une forte contrainte, qui peut devenir un défi
majeur en écologie fonctionnelle, est I'accumu-
lation dans les bases de données de génes et
protéines de fonctions totalement inconnues. I
s’agit d’un frein réel a I'analyse des traits fonc-
tionnels des individus et populations, mais aus-
si dans le cadre de I'étude des métagénomes
et métatranscriptomes en écologie des commu-

nautés. Le décodage des fonctions inconnues
est un travail a haut risque et consommateur
de temps et de moyens. Il requiert de multiples
expertises et ne peut pas étre entrepris dans le
cadre de projets de courtes durées.

Voici quelques propositions de stratégies pour
résoudre les défis scientifiques et techniques :

- Développement et soutien de réseaux (natio-
naux et internationaux) dédiés a I'étude de popu-
lations d’intérét (de la collecte d’échantillons a
la mise a disposition des données moléculaires
et environnementales) permettant I'association
d’expertises différentes et la mise en place et
I’entretien de bases de données génomiques et
fonctionnelles. Cette action peut étre conduite
en renforgant les liens et le partage de données
entre communautés scientifiques différentes
travaillant des objets communs.

- Mise en place de chaines d’expertises pluridis-
ciplinaires permettant I’étude de génes et pro-
téines de fonctions inconnues, et qui sont iden-
tifiés comme liés a des traits fonctionnels clés.
- Soutenir la formation permanente des per-
sonnels afin d’accéder a un socle commun de
connaissance sur I'utilisation des données NGS,
et favoriser les échanges d’expertises et savoir-
faire entre personnels scientifiques, notamment
dans un cadre intergénérationnel.
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A l'interface entre la biologie moléculaire et I’écologie, ont émergé des techniques révolution-
naires basées sur le séquencage génomique, allant de la description d’une cellule a celle de com-
munautés biologiques complexes prélevées dans leur environnement. Associées a des approches
fonctionnelles globales (métatranscriptomique, métaprotéomique, métabolomique, Figure 11A),
ces techniques permettent aujourd’hui d’accroitre la compréhension du fonctionnement des éco-
systémes (Focus 11-1), notamment par la prise en compte d’organismes récalcitrants a I'isole-
ment en culture (single-cell genomics, Focus 11-3). Or, ceux-ci peuvent former I’essentiel de la
communauté microbienne dont les fonctions sont a la base de la pérennité de notre environne-
ment et des services écosystémiques associés (Bertin et al. 2011). Ainsi, par l'intégration de
différents niveaux d’organisation de la biodiversité spécifique et fonctionnelle (molécules, génes,
populations, communautés...), la génomique environnementale permet, grace a une synergie
entre biologistes, géochimistes et bioinformaticiens, de mieux comprendre les relations entre
biodiversité et fonctions au sein d’un réseau trophique, en lien avec les facteurs biotiques et abio-
tiques de I’environnement (Sime-Ngando et Niquil 2011).
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La métatranscriptomique « a la rescousse » des microorganismes
eucaryotes

Lapproche métatranscriptomique représente I'approche de choix pour I'étude des communau-
tés microbiennes eucaryotes : « protistes » prototrophes ou auxotrophes, champignons, mais
aussi mésofaune (nématodes, acariens, collemboles...). Ces organismes jouent des réles ma-
jeurs aussi bien dans le fonctionnement des milieux aquatiques (photosynthése, consomma-
teurs primaires) que terrestres (dégradation de la biomasse végétale, pathogenes et symbiontes
des végétaux et des animaux). Les grandes tailles et la complexité structurale des génomes
eucaryotes rendent plus difficile 'annotation des séquences d’ADN environnemental d’origine
eucaryote caractérisées par la présence d’'introns et 'abondance de séquences répétées, parmi
lesquelles des transposons. Les ARNm eucaryotes qui présentent la propriété unique d’étre poly-
adénylés peuvent étre toutefois spécifiquement isolés et analysés séparément des autres ARN
environnementaux (ARN ribosomiques majoritaires et ARNm bactériens).

Le séquencage systématique « haut débit » des ADNc est I'approche privilégiée pour appré-
hender la complexité des métatranscriptomes. Les techniques actuelles qui générent des
séquences courtes (<500pb, voir seulement 100-150pb) rendent difficile leur assemblage
pour obtenir des séquences géniques complétes. Ceci peut étre envisagé pour des commu-
nautés microbiennes dominées par un nombre limité de taxa (environnements trés pollués)
ou celles dont I'étude rassemble une communauté scientifique importante qui s’investit dans
le séquencage de nombreux génomes de référence (ex : le microbiome humain). Le séquen-
cage de métatranscriptomes conduit aujourd’hui a dresser un inventaire de genes auxquels
peuvent étre associées des fonctions, mais auxquels il apparait hasardeux d’associer une ori-
gine taxonomique. Au-dela du perfectionnement des méthodes d’analyses bioinformatiques, il
est nécessaire de soutenir les initiatives de séquencage systématique de génomes d’espéces
représentatives de la diversité du vivant pour permettre d’associer les fonctions observées a
des groupes taxonomiques.
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Quelle fiabilité peut-on accorder aux annotations in silico, et qu’en est-il des trés nombreuses
séquences sans homologues dans les bases de données ? Au-dela du séquencage systématique,
il est nécessaire de promouvoir des analyses expérimentales des séquences environnementales
susceptibles de révéler de nouveaux processus biologiques réalisés au sein des écosystémes
(Figure 11B). Ainsi, en exprimant des ADNc eucaryotes « de sols » dans des souches de levure,
une nouvelle famille de transporteurs de peptides pouvant servir a I'acquisition de I'azote orga-
nique par les champignons du sol a été décrite (Damon et al. 2011). Lanalyse in silico de
ces séquences prédisait pourtant qu'il s'agissait de transporteurs d’acides aminés. La méme
approche a aussi permis de caractériser de nouveaux genes de résistance aux métaux lourds
importants dans I'adaptation des communautés microbiennes a des pollutions de I'environne-
ment (Lehembre et al. 201.3).

La métatranscriptomique, tout comme la métagénomique, ne doit ainsi pas étre considérée
comme la science du « tout séquencage » ; cette discipline doit combiner différentes approches
complémentaires pour pleinement rendre compte de la complexité des processus biologiques a
I'ceuvre dans les écosystémes. La métatranscriptomique n’est pas non plus une discipline a elle
seule, cette approche doit s’ajouter a d’autres approches d’écologie fonctionnelle telles que des
mesures de flux et de stock de nutriments.

En raison du haut débit des outils de lagénomique,
leur utilisation dans le domaine environnemental
permet d’étendre considérablement les échelles
d’étude, comparativement aux techniques clas-
siques de la biologie des organismes et des
populations. En conjonction avec une application
a priori aisée a tous les types d’écosystemes de
la biosphére et la prise en compte de I’ensemble
de leurs acteurs biologiques, y compris les virus,
ces outils devraient permettre d’aborder des
questions de changements d’échelle biologique
(du géne a la communauté) et écosystémiques
(variations spatio-temporelles), tout en produi-
sant des données intégrant les temps de géné-
rations, méme les plus courts. Cet enjeu de la
prise en compte des changements d’échelle, mais
aussi de leurs interfaces, est fondamental pour
la microbiologie environnementale. Cette disci-
pline est en effet confrontée, aujourd’hui, a deux
carences majeures dans le contexte global des
sciences de I'environnement, qui sont I'absence
1) de théories écologiques microbiennes recou-
pant ou pas les grandes théories écologiques
et 2) de patterns biogéographiques et tempo-
rels recoupant ou pas ceux connus chez les
animaux et les plantes. Ces carences ont des
conséquences considérables. Par exemple, elles
font que les microorganismes, et plus encore
les virus, ne sont pas réellement pris en compte
dans les problématiques du changement global

(CO, et autres gaz a effet de serre, climat, acidi-
fication, ozone, eutrophisation, hypoxie, invasion,
dispersion de xénobiotiques, ...), en raison de la
méconnaissance de patrons microbiens a diffé-
rentes échelles de temps, d’espace et d’organi-
sation. Dans ce cadre scientifique général de la
biogéographie des organismes, la mise en cohé-
rence des séquences moléculaires avec les phé-
notypes microscopiques se développant dans
I’environnement représente un enjeu technolo-
gique et scientifique majeur (Focus 11-2).

Outre des outils permettant d’établir des em-
preintes génétiques (« barcoding » chap VIII, puces
a ADN), la profondeur de séquengage qu’offrent
les nouvelles technologies de la génomique per-
met de prendre en compte les espéces cryptiques
au sein de complexes spécifiques (diversité infras-
pécifique) et les espéces moins abondantes et
moins représentées dans |'écosysteme (biosphére
rare). Chez les microorganismes par exemple, ces
espéces peuvent constituer un réservoir de nou-
veaux genes dont le potentiel évolutif et fonction-
nel peut assurer le maintien de la structure et du
fonctionnement de I'écosystéme et jouer le réle
d’une véritable assurance écologique pour la rési-
lience, la stabilité et la pérennité de notre environ-
nement (Focus 11-4). Conjuguées a une indispen-
sable expérimentation en conditions de laboratoire
et in situ, de telles approches requiérent aussi le




développement, en amont, de méthodes d’échan-
tillonnage et d’extraction et, en aval, de bases de
données et de méthodes permettant non seule-
ment le stockage et I'échange de données sous
des formats standardisés, mais aussi — et sur-
tout — leur analyse intégrée (assemblage, binning,
annotation, comparaison...), en particulier dans
le cas des lectures de faible longueur obtenues a
partir d’environnements complexes.

Ainsi, la génomique environnementale appliquée
au fonctionnement des écosystemes devrait
permettre, bien au-dela de I'établissement de
simples inventaires d’objets biologiques (es-

péces, genes...), 1) de prendre en compte les
associations symbiotiques caractéristiques des
organismes de |'environnement (interactomique,
notamment dans le dialogue moléculaire des
systémes procaryote-eucaryote, Focus 11-5),
2) d’appréhender les processus adaptatifs et
le rble éventuel de la plasticité génomique des
microorganismes, 3) de relier la dynamique de
ces écosystémes au développement social, éco-
nomique et culturel associé a cette dynamique,
et 4) d’anticiper leur évolution en réponse aux
contraintes, y compris celles d’origine anthro-
pique, a I'aide de modeles prédictifs élaborés a
partir de la compréhension de leurs propriétés.

FOCUS 11-2

Structure des communautés

Une connaissance approfondie des espéces présentes et de leurs potentiels métaboliques est
indispensable pour comprendre le fonctionnement d’'un écosystéme. Pendant longtemps, les
études de diversité étaient réalisées par identification au microscope ou en cultivant les espéces.
C’est seulement a partir des années 80 que la biologie moléculaire, via le clonage/séquencage
couplé a des analyses phylogénétiques, a permis l'identification des espéces sans devoir pré-
alablement les cultiver. Cette approche est longue, fastidieuse, coliteuse, et surtout ne permet
d’identifier que la partie émergée de I'iceberg « biodiversité » en fonction du nombre de clones
isolés. Récemment, les études de diversité ont bénéficié du développement de technologies de
séquencage a haut débit qui permettent d’accéder directement a la diversité structurale et/ou
fonctionnelle des communautés microbiennes. Toutefois, dans sa compréhension du fonction-
nement d’un écosystéme, I'écologue moléculaire est confronté a deux défis 1) relier données de
séquence et données morphologiques 2) s'assurer que les approches moléculaires et tradition-
nelles donnent des résultats qualitativement et quantitativement comparables.

La structure des communautés eucaryotes microbiennes a été analysée en milieu aquatique
marin par le biais d’observation au microscope et d’approches moléculaires. LADN génomique
total a été extrait d’échantillons marins, puis amplifié par PCR avec des amorces eucaryotes uni-
verselles ciblant les régions hypervariables du géne codant '’ARNr 18S (Sogin et al. 2006). Cette
méthode de barcoding (voir chap. VIII), couplée a une analyse avec des outils bioinformatiques
performants, a permis d’identifier de maniére exhaustive la composition des communautés
microbiennes. Cette diversité moléculaire a ensuite été comparée aux données morphologiques
obtenues au microscope.

L'approche moléculaire a permis de capturer le changement de fréquences relatives des taxons
les plus abondants en cohérence avec les observations au microscope (Figure 11C). Les deux
approches sont toutefois complémentaires dans leur estimation de la diversité puisque cer-
taines espéces n'ont été identifiées que par 'une ou l'autre des méthodes. L'observation au
microscope permet d’identifier les espéces dont le gene ARNr n’est pas séquencé ou mal ampli-
fié par le couple d’amorces choisi. Inversement, la méthode moléculaire a permis de révéler les
especes pour lesquelles la description morphologique était inexistante ou pas suffisamment
discriminante d’un point de vue taxonomique. Enfin, les espéces rares ou celles nécessitant des
préparations particuliéres pour leur observation au microscope n’ont pu étre détectées que via
I'approche moléculaire (Monchy et al. 2012).
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Lutilisation conjointe d’approches classiques et moléculaires récentes permet une identification
précise de la diversité structurelle d’'un écosystéme. Toutefois, ces approches ne renseignent
pas sur le role des microorganismes dans la communauté. Une approche métagénomique est
essentielle pour mettre en évidence la diversité fonctionnelle d’'une communauté et sa variabi-
lité saisonniére. Les défis seront d’optimiser et de comparer les données obtenues en biologie
moléculaire (métagénomique, barcoding,...) et en microscopie afin d’estimer la composition
des communautés pour affilier les données de séquences a la morphologie microscopique (voir
aussi chap. VII). Cette étape est cruciale dans la compréhension des réseaux trophiques et du
fonctionnement global d’un écosystéme.
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Figure 11C. Composition de
communautés planctoniques.
Les analyses ont été réalisées
avant (clair) et aprés (foncé) le
bloom printanier de Phaeocystis
soit par pyroséquencage (a
gauche), soit par observation
microscopique (a droite).
D’aprés Monchy et al. 2012.



Single Cell Genomics

La compréhension de la diversité génétique des microorganismes procaryotes est limitée aux gé-
nomes des organismes cultivés et estimée entre 1% et 10% des espéces bactériennes connues.
Les progres récents du séquencage de ’ADN de cellules bactériennes isolées (Single Cell Geno-
mics ou SCG) sont en train d’accélérer la découverte de microbes non encore cultivés, fournissant
des assemblages génomiques pour des espéces connues uniquement par des séquences d’ARNr
16S et métagénomiques (Pelletier et al. 2008).

Les étapes de I'approche SCG sont les suivantes : isolement des cellules soit par micromani-
pulation, soit par dilution ou tri automatisé et leur lyse, amplification de 'ADN par WGA (Whole
Genome Amplification) et le plus souvent par MDA (Multiple Displacement Amplification en uti-
lisant les ADN polymérases Phi29 ou Bst DNA) afin de construire des banques pouvant étre
séquencées par NGS, sélection des génomes amplifiés d’apres leur profil taxonomique (géne de
'ARNr 16S par exemple), séquencage et assemblage. Cette approche, en cours de développe-
ment, souffre de quelques défauts et biais. Parmi ceux-ci, citons les problémes de lyse, les biais
engendrés par I'amplification MDA (formation de chimeéres) et les contaminations lors de l'isole-
ment des cellules et des réactifs utilisés lors de I'amplification (Blainey 2013). Certains de ces
biais peuvent étre réduits par la décontamination des réactifs, la miniaturisation (microfluidique)
et donc la réduction des volumes réactionnels (de quelques nanolitres a quelques dizaines de
picolitres).

Le taux de complétion des génomes obtenus est variable (0 a 100%) et dépend de nombreux
facteurs comme la qualité de la lyse, les contaminations, la complexité des génomes. L'approche
SCG est trés importante dans le domaine de la santé car il devient possible de caractériser des
pathogénes difficiles a cultiver a partir d’'une cellule unique. Ceci est d’importance car dans
certains cas les cultures réalisées a partir de colonies isolées peuvent conduire a I'apparition de
variants non représentatifs a croissance rapide ou ayant perdu des ilots de pathogénicité (Seth-
Smith et al. 2013). Cette méthodologie peut s’appliquer également aux eucaryotes (Yoon et al.
2011). Il n’existe a ce jour que deux structures proposant des services de «single cell genomics».
Il s’agit du Bigelow Laboratory’s Single Cell Genomics Center (bigelow.org/scgc) et du U.S. DOE
Joint Genome Institute (www.jgi.doe.gov) au niveau international. Le premier plateau technique
francais est en cours d’installation a Orsay. Notons également que les méthodes SGC n’ont pas
encore été adaptées aux organismes anaérobies.

Méme si I'approche SGC n’est pas encore une méthode simple et bien rodée, elle est en plein
développement et jouera certainement un role important dans la compréhension du fonctionne-
ment des communautés microbiennes complexes. Ces méthodes sont également en train d’étre
développées pour I'étude de cellules humaines uniques et auront de hombreuses retombées
dans le domaine médical.




Sequences abundance

FOCUS 11-4 : La biosphére rare microbienne

La détermination de la structure des
communautés (abondance, richesse,
composition) d’'un écosystéme est un
enjeu central en écologie (voir Focus
3.2, 3.3, 3.4). Les travaux pionniers
de Sogin et al. (2006), basés sur les
nouvelles techniques de séquencage
ont permis de détecter entre 1184 et
3290 OTUs en milieu marin, suggérant
ainsi que la richesse spécifique détec-
tée jusqu’alors (~200 OTUs) dans
ces écosystemes était certainement
sous-estimée. En outre, la plus grande
partie de la biodiversité est représen-
tée par un grand nombre d’OTUs pré-
sents en faible quantité, constituant la
biosphére rare. Les détracteurs de ce
concept pensaient que ces OTUs pou-
vaient étre uniquement des artefacts
liés a la technique de séquencage,
ou he concernaient que des cellules
mortes ou en transit. Or, recemment,
deux études ont mis en évidence
que les espéces rares pouvaient étre
actives montrant ainsi que I'étude de
cette biodiversité est importante pour
la compréhension du fonctionnement
des écosystemes.

La stratégie est basée sur du sé-
quencage a haut-débit d’amplicons
(454-Roche). Afin d'éviter certains
biais dans I'’évaluation de la richesse,
une séquence connue de la petite
sous unité de I’ADNr, absente de I'éco-
systeme étudié, est introduite avant
I'amplification a hauteur de 1 % des
ADNr totaux. Lutilisation de ce stan-
dard interne, permet aprés pyrosé-
quencage de déterminer les erreurs
liées au séquencage et a 'amplifica-
tion, mais aussi de déterminer un seuil
de clusterisation et de normaliser les
données. Les séquences sont affiliées
par une méthode phylogénétique ori-
ginale adaptée au séquencage haut-
débit (Taib et al. 2013).

Laffiliation phylogénétique appliquée
au séquencage haut débit permet de
mettre en évidence des clades appar-
tenant a la biosphére rare jamais dé-
tectés auparavant. A titre d’exemple,
on peut citer parmi les Chlorophyceae,
un clade affilié aux Mamiellales (Taib
et al. 2013) ou au sein des Thaumar-
chaeota les clades MGIL.C et MGIL.D
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Figure 11D. Distribution
rang-abondance des
Archaea dans des eaux
de surface cétieres. Sont
quantifiées les Archaea
totales (A), abondantes
(B) et rares (C). D’aprés
Hugoni et al. 2013.
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(Hugoni et al. 2013). L'étude a long
terme de l'activité de ces microorga-
nismes (ADNr vs ARNr) permet alors
de différencier 3 fractions distinctes.
Une fraction qui devient abondante
et active en fonction des saisons et
qui représente un pool de cellules
dormantes (seed bank) indispensable
au fonctionnement de I'écosystéme.
Une seconde fraction toujours rare et
active, et une derniére, inactive, conte-
nant des séquences ayant une faible
identité avec les bases de données,
constituée de ce fait d’Archaea étran-
geres a I'écosysteme (Figure 11D). La
répartition spatiale (i.e. biogéographie)
de ces microorganismes rares montre
que celleci dépend significativement
de la distance géographique entre les
écosystemes et non des conditions
environnementales.

Ces études sur la biosphére rare
mettent en évidence une commu-
nauté jusqu'a présent inconnue, en
partie active dans les écosystéemes
et pouvant présenter une répartition
géographique limitée. Ces organismes
peuvent représenter un réservoir
de genes encore inconnus dont la
dynamique reste a déterminer. Ces
espeéces rares pourraient avoir un réle
fonctionnel dans I'écosystéme en tant
que tel (rare actif) ou du fait de leur
dynamique (transitions entre rare et
dominant). Ces transitions seraient
alors capitales pour prédire le fonc-
tionnement des écosystémes dans le
cadre du changement global.




Des données multi-omiques au modeéle métabolique
de la communauté

Lobjectif principal du projet « Combinaison de Modeéles du Métabolisme pour I'Etude des Rela-
tions entre Candidatus Fodinabacter communificans et Euglena mutabilis » (CoOMMERCE) est de
déterminer, par des méthodes complémentaires expérimentales et de modélisation métabo-
lique sous contraintes, les modalités d’interaction trophique d’'une communauté microbienne
constituée d’un eucaryote (Euglena mutabilis) isolé du drainage minier acide de Carnoulés
(Gard) et d’'une bactérie (Candidatus Fodinabacter communificans) identifiée sur le méme site.

Ca. Fodinabacter communificans fait partie des 7 souches majoritaires identifiées a Carnou-
lés et dont le génome a été reconstitué par assemblage des séquences métagénomiques
(Bertin et al. 2011). Des approches de protéomique et métabolomique menées sur Euglena
mutabilis ont montré qu’elle sécréte dans le milieu des métabolites qui pourraient étre uti-
lisés par d’autres microorganismes (Halter et al. 2012), en particulier par Ca. Fodinabacter
communificans. Cette derniére pourrait en retour lui fournir la cobalamine pour laquelle elle
est auxotrophe.

Un modéle du réseau métabolique combiné des deux organismes et de leur environnement
est en cours d’élaboration. Ce modéle est basé sur I'intégration des données multi-omiques
obtenues précédemment (métagénomique, protéomique, métabolomique, transcriptomique)
et des données complémentaires obtenues durant le projet (Figure 11E). Le modéle élaboré
sera étudié informatiquement par analyse de flux (Oberhardt et al. 2009) (Flux Balance Analy-
sis, Flux Variation Analysis et Flux Coupling Analysis) pour identifier les réactions importantes
et couplées. Il s’agira de caractériser les interactions entre E. mutabilis, Ca. Fodinabacter com-
munificans et leur environnement au-dela des mécanismes individuels de résistance ; et éga-
lement de mettre en évidence les éventuels métabolites échangés, les effets potentiels du
métabolisme d’un partenaire sur celui de I'autre et sur la capacité de ces deux organismes
a répondre aux conditions qui régnent sur le site d’étude (acidité, concentration en arsenic).
Les résultats des analyses informatiques seront validés expérimentalement par des analyses
génomiques et des études physiologiques.




Le projet s’attache a modéliser pour la premiére fois au niveau métabolique les interactions
entre des organismes de I'environnement dont le génome n’est que partiellement ou pas sé-
quencé a partir de données de génomique fonctionnelle. Le role joué par des partenaires supplé-
mentaires dans les échanges sera également pris en compte en considérant cette communauté
de maniére globale, ce qui n’a jamais été réalisé jusqu’a présent, les études publiées a ce jour
se limitant strictement a deux partenaires (Stolyar et al. 2007).

Figure 11E. Stratégie de
modélisation des interac-
tions dans une commu-
nauté a partir de données
multi-omiques. Les boites
a fond jaune représentent
les aspects expérimentaux
(production de données
et validation), les boites a
fond bleu correspondent
aux données et analyses
bioinformatiques.
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DES DONNEES HAUT DEBIT
A LA MODELISATION
DES ECOSYSTEMES

i

Coordinateurs : Damien Eveillard et Xavier Raynaud
Contributeurs : Jérémie Bourdon, Alain Franc, Frédéric Plewniak

Le fonctionnement des écosystémes tel que nous I’observons aujourd’hui est le produit d’interactions
entre différents organismes. Ces interactions, notamment celles des microorganismes, expliquent
de nombreuses étapes des cycles biogéochimiques, qui ont aussi un intérét sociétal (recyclage des
nutriments, production de matiére, etc.). Si I'abondance microbienne est connue depuis longtemps,
les données génomiques haut débit ont mis en évidence une grande diversité microbienne jusque la
encore insoupconnée (Roesch et al. 2007, Hingamp et al. 2013). Cependant, ces nouvelles descrip-
tions ne sont qu’une étape vers la promesse d’élucider, au niveau moléculaire, le fonctionnement des
écosystémes microbiens. Pour y parvenir, il est important d’utiliser, dans une modélisation dédiée,
toute la diversité des ressources biotechnologiques (Zengler et Palsson 2012).

Les approches métaomiques permettent d’ac-
céder a plusieurs niveaux d’informations utiles
pour la modélisation (Figure 12A). La métagéno-
mique donne accés a la diversité des acteurs
présent dans le systéme que I’'on veut modéli-
ser, la métatranscriptomique (génes exprimés)
et la métaprotéomique (protéines présentes), a
la fonctionnalité exprimée par une communauté
donnée. Ainsi, il est aujourd’hui possible d’avoir
une perception compléte de la biogéographie
des microorganismes a I'échelle d’un territoire
(Ranjard et al. 2013), voir hollistique d’un éco-

systéme (Karsenti et al. 2011). Cependant,
cette perception reste vaine si I'effort n’est pas
fait d’intégrer différentes données hétérogenes
a disposition au sein d’un protocole dédié de
modélisation, et ce pour raisonner sur la fonc-
tion méme de I'écosysteme. Ces différentes
approches, complémentaires, ouvrent donc la
voie vers une nouvelle modélisation des écosys-
témes, appelé « systems ecology » (Klitgord et
Segre 2011), qui permet 1) d’améliorer la des-
cription des compartiments biologiques au sein
des écosystém%sl cus 12-1), tant en termes




de diversité que de fonctionnalité, 2) et d’accé-
der a des niveaux de complexités supérieurs. En
« systems biology », le réle de I'informatique est
une fois de plus essentiel et ce, bien au-dela de
ce qu’elle peut traditionnellement fournir (puis-
sance de calcul, capacité de stockage), notam-
ment par ses capacités a raisonner pour extraire
des propriétés émergentes.

Si les données métaomiques peuvent servir a
complexifier Iégerement les modéles existants,
la généralisation de nouveaux modéles géno-
miques s’appuiera sur la structuration de I'éco-
logie des systémes en tant que domaine scien-
tifique. Elle sera, comme pour la biologie des
systémes, issue de l'informatique, des mathé-
matiques et de I’écologie. Cette structuration re-
posera sur des données métagénomiques, mais
également sur des écosystémes de référence
pouvant étre utilisés comme base de tests pour
de nouvelles techniques.

L’écologie des systemes se focalisera sur deux
approches complémentaires :

- Une approche bottom-up dont I'objectif sera
de donner une description fonctionnelle a des
données de métagénomique (par exemple, mise
en évidence d’'un métamétabolisme de I'éco-
systéme — celui-ci devant converger vers les
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Figure 12A. Différentes étapes du proces-
sus de modeélisation a partir de données
haut-débit. A. Identification des corrélations
entre communautés, B. Identification des
communautés, C. Identification des interac-
tions entre communautés pour D. modéli-
ser les probabilités d’activation de commu-
nautés en fonction des inter-dépendances.
Chaque point représente un domaine de
recherche existant, mais la cohésion entre
ces quatre points représente le principal
défi a la modélisation des systemes micro-
biens environnementaux.

modéles de cycles biogéochimiques existants,
Focus 12-2).

- Une approche top-down dont I'objectif sera de
permettre une recherche ciblée dans les bases
de données de génomique afin de valider les
modeéles existants et raisonner sur le fonction-
nement des écosystémes.

Les modéles fonctionnels résultants seront de
grande complexité, décrivant a la fois les as-
pects diversité des communautés et de trans-
ferts de matiére et d’énergie en leur sein. Cette
modélisation appliquée aux écosystémes d’inté-
rét sociétal permettra 'émergence de I'écologie
synthétique pour définir les conditions optimales
au pilotage des communautés comme pour pro-
mouvoir la dénitrification naturelle des sols, pro-
duire du biocarburant a partir d’écosystémes
controlés, etc.




Figure 12B.

Biofilm sur fond
rocheux en riviére :
communauté

de diatomées,
champignons et
bactéries.

Metabarcoding : utilisation du calcul intensif pour I'inventaire de

communautés microbiennes

Lobjectif est de développer un outil faisant
appel au calcul intensif pour construire des
inventaires automatisés de communautés mi-
crobiennes de diatomées a partir de données
de séquencages d’amplicons issus de NGS.
Les diatomées sont des algues unicellulaires
(Figure 12B), possédant un squelette siliceux,
vivant isolées ou en biofilms, en milieu marin
ou dulcaquicole, a reproduction sexuée ou clo-
nale. Les communautés de diatomées sont un
indicateur de qualité du milieu ou elles vivent.
Il en existe environ 20 000 espéces. Actuel-
lement, ces inventaires basés sur une iden-
tification microscopique selon leur frustule
(squelette siliceux) sont trés fastidieux. Les
communautés de diatomées sont un excel-
lent modéle biologique car un inventaire de
diversité préalable a toute question d’écologie
microbienne peut se réaliser tant de facon
naturaliste et classique, que sur une base
moléculaire comme dans le cadre du
barcoding. Le caractére micro-
bien de ces organismes per-
met également la mise en
ceuvre d’outils nouveaux
(NGS sur amplicons) pour " -
traiter des jeux consé-
quents de données. Cette
démarche requiert de
s'intéresser a la fois aux
algorithmes, aux limites de
mémoire et de temps dans
leur implémentation.

La stratégie classique est de produire des
reads” de marqueurs d’intérét taxonomique
pour les diatomées (rbcL, 18S, cox1), et de les
traiter par une classification, soit supervisée
par un outil de type BLAST pour les comparer
a une séquence compléte dans une base de
référence, soit non supervisée par une bat-
terie de traitements de classification (Scloss
et Westcott 2011). La base de référence est
disponible dans le cadre du réseau RSYST
(http://www.rsyst.inra.fr/). Dans une étude
préalable, la pertinence du BLAST sur données

NGS a été testée en analysant les résultats de
pyroséquencage sur des communautés artifi-
cielles de composition connue, construites a
partir de souches cultivées.

Ces travaux ont montré que, si le BLAST per-
met de reconnaitre les souches présentes, il
produit également des faux positifs, a savoir
la reconnaissance de souches qui ne sont
pas présentes dans la communauté. Aussi,
des algorithmes exacts d’alignement ont été
développés, en revenant sur la base des algo-
rithmes d’alighement global (Needleman et
Wusnch) et local (Smith et Waterman).

L'utilisation des algorithmes exacts sans heu-
ristiques d’accélération est plus gourmande
en temps et mémoire, mais produit des résul-
tats de meilleure qualité. Si I'alignement exact
peut étre réalisé en un temps raisonnable sur
un simple ordinateur, le calcul de
tous les alignhements locaux re-
quiert de fortes puissances
de calcul. Comme cette
question est massive-
ment distribuable, la
grille de calcul est un
outil adéquat pour réa-
liser cette tache. Utiliser
la grille demande cepen-
dant un investissement
significatif en apprentissage
et formation. Aussi, nous sug-
gérons trois directions de poursuite
des recherches : 1) développer en classifi-
cation supervisée des algorithmes et outils
d’inventaires taxonomiques a partir d’aligne-
ments locaux exhaustifs, 2) développer les
outils de classification non supervisée avec
parallélisation et 3) faciliter I'accés a la grille
de calcul pour la communauté des biologistes.
Ces travaux qui pourront étre appliqués a
d’autres approches du méme type requiérent
une collaboration entre biologistes, mathéma-
ticiens appliqués et informaticiens autour des
outils de calcul intensif.




Modéele descriptif des cycles biogéochimiques a I’ceuvre
dans des sédiments marins pollués en Méditerranée

Larsenic, responsable d’'une sévere pollution dans les régions industrielles et post-industrielles
présente un risque majeur de santé. Il s’agit de mettre en évidence par analyse métagénomique

les facteurs biotiques susceptibles d’avoir une influence sur le cycle de I'arsenic dans des sédi-
ments marins pollués par ce métalloide.

Concernant la méthodologie, les métagénomes des sédiments du port de I'Estaque prés de Mar-
seille, un ancien site métallurgique pollué par I'arsenic et des métaux lourds, et de Saint-Man-
drier, prés de Toulon, présentant une pollution importante par les métaux mais d’'une concentra-
tion en arsenic beaucoup plus faible ont été séquencés (454/Roche GS FLX Titanium).

Les séquences de ces métagénomes ont été annotées par le systtme RAMMCAP disponible
sur le portail CAMERA (Sun et al. 2011) en méme temps que quatre autres métagénomes
controles. Le role de ces controles a été de mettre en évidence des processus communs aux
deux sites pollués qu'une comparaison directe aurait masquée. Lenrichissement des annota-
tions GO (Gene Ontology) dans les deux métagénomes étudiés et les informations disponibles

sur les parameétres géochimiques (Mamindy-Pajany et al. 2013) ont permis de construire un
modeéle descriptif du fonctionnement des deux communautés.
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FOCUS 12-2 (Suite)

Figure 12C. Comparaison des
cycles biogéochimiques par
analyse métagénomique de
deux sites méditerranéens
pollués par les métaux lourds.
A gauche, ancien site métal-
lurgique de I'Estaque, a droite,
station de Saint-Mandrier.
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PROSPECTIVE GENOMIQUE ENVIRONNEMENTALE

FOCUS 12-3

Modélisation probabiliste des interactions au sein

des communautés microbiennes

Si lintégration des données de métagénomique
permet la mise en place de graphes de causalités
qui décrivent qualitativement les interactions entre
communautés microbiennes, elle ne permet pas
de donner une dimension fonctionnelle aux écosys-
témes étudiés au niveau moléculaire. Pour pallier
a ce manque, il faut développer des techniques de
modélisation qui intégrent d’autres types d’infor-
mations quantitatives (ou fonctionnelles) issus des
expériences physicochimiques, et ce méme si ces
informations quantitatives restent partielles par rap-
port aux données métagénomiques.

Récemment, Bourdon et al. (2011) ont montré qu’en
introduisant des aspects probabilistes dans une modéli-
sation booléenne, il était possible d’intégrer de maniére
efficace les aspects qualitatifs et quantitatifs d’'un sys-
téme vivant. Cette modélisation ETG (Event Transition
Graph) est ici appliquée a un petit réseau microbien
représentant le cycle biogéochimique de I'azote afin de
quantifier I'influence d’'une communauté microbienne
sur la fonction globale de I'écosysteme. La modélisa-
tion consideére 1) une description d’'un événement bio-
logique et ses interactions : ici 'occurrence d’une réac-
tion biogéochimique qui produit un composé, connecté
a d’'autres réactions ayant le composé comme subs-
trat, et 2) une information quantitative comme la
variation de concentration d’'un composé au cours du
temps. Par un procédé d’optimisation, la modélisation
ETG consiste a identifier un jeu de probabilités associé
aux interactions d’événements, de maniére a ce que le
graphe ainsi pondéré, puisse reproduire « en moyenne »
le comportement quantitatif proposé en (2).

Les résultats montrent que le cycle biogéochimique
de l'azote est principalement controlé par des com-
munautés bactériennes. Le réseau correspondant
est une succession de réactions biogéochimiques
induites par différents microorganismes. Nous consi-
dérons par cette modélisation I'écosysteme comme
un systéme métameétabolique qui synthétise les com-
munautés bactériennes par les réactions qu’elles
contrélent. Le graphe qualitatif correspond a 14 évé-
nements ou réactions et 32 interactions (Figure 12D).
Chaque événement induit un effet quantitatif : chaque
fois que I'événement est emprunté en parcourant le
graphe, cela induit une augmentation active de la
population associée a I'événement (i.e. augmentation
de la population ammonia-oxydante quand la réaction
amo est empruntée), une dégradation passive sinon.
Pour estimer les probabilités de I'ETG, nous utilisons
ensuite les variations de quantités d’ammoniac et de

nitrates entre 2001 et 2004 dans la baie de Chesa-
peake (USA) (Bouskill et al. 2011). Les probabilités
permettent de reproduire les comportements utilisés
en apprentissage, mais aussi de reproduire les varia-
tions de nitrites alors que cette concentration n’était
jusqu’alors pas considérée. Une fois fixées, les pro-
babilités permettent de simuler le comportement du
modeéle probabiliste avec un algorithme dédié (Figure
12D), mais aussi de raisonner sur le systétme afin
d’identifier I'importance relative d’'un événement par
rapport aux autres pour “controler” le comportement
quantitatif de I'écosystéme microbien.

La modélisation ETG se focalise sur le comportement
quantitatif dynamique. Cet aspect de modélisation est
motivé par le fait que les mesures quantitatives sont
rarement obtenues a I'équilibre, et que les mesures
fonctionnelles s'intéressent principalement aux com-
munautés sous pressions adaptatives. Une extension
de 'ETG est actuellement en préparation pour tenir
compte de la diversitt comme mesure quantitative
d’apprentissage.

Figure 12D. Protocole
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S’il est cependant possible d’accéder a des
données métaomiques et fonctionnelles (e.g.
mesures de flux) pour des échelles spatiales
similaires, ces échelles restent encore trés
supérieures aux échelles d’interactions micro-
biennes, souvent moléculaires. |l est aussi
difficile de mettre en relation les données de
diversité et les données fonctionnelles. Par ail-
leurs, les données existantes sont encore hété-
rogenes, mal normalisées, et peu accessibles a
la communauté des modélisateurs.

L'obtention de modéles prédictifs (Focus 12-3)
est conditionnée par I'intégration de dimensions
spatiales et temporelles de la diversité des
communautés de microorganismes et de leurs
fonctionnements. Pour répondre a ce défi, il faut
renforcer les stratégies d’échantillonnage méta-
génomique et les exploiter a I’échelle du micro-
environnement. En effet, les connaissances de
la structure spatiale (ex : celle des pores du sol
ou celle des fluides autour de particules) et de
la structure temporelle de I’écosystéme micro-
bien restent trés rudimentaires comparées a
la masse de données métaomiques acces-
sibles. Par ailleurs, les analyses actuelles en
génomique environnementale se focalisent sur
la corrélation d’abondance de communautés
issues de différents écosystémes, alors que
seules les informations de causalité permettent
le pont vers les aspects fonctionnels des éco-
systemes. Enfin, un dernier défi, plus difficile,
consiste a modifier le mode de partage des don-
nées afin de faciliter leur mise a disposition via
des dépbts centralisés.

Pour développer la structuration de I'écologie
des systémes, il est indispensable de renfor-
cer les liens entre les microbiologistes, les
modélisateurs et les bioinformaticiens. Seule
cette interdisciplinarité permettra de modéli-
ser la complexité des problémes actuels. Cela
impligue de renforcer les formations universi-
taires notamment en proposant des spéciali-
sations aux formations existantes de bioin-
formatique et de modélisation. Cela implique
également de décloisonner les laboratoires en
accentuant des initiatives inter-organismes de
recherche.

Afin de promouvoir linterdisciplinarité et la
standardisation des techniques de modélisa-
tion, il faut identifier des sites ou des écosys-
témes de référence. Ainsi, 'ensemble des don-
nées disponibles (génomiques, fonctionnelles,
spatiales, temporelles) sera a disposition de
maniére ouverte pour stimuler la production de
solutions informatiques. Par ailleurs, les stra-
tégies d’échantillonnage devront étre concer-
tées afin de maximiser I'adéquation entre
génomique et connaissances fonctionnelles
et faire ainsi émerger des liens de causalité
entre communautés. L'intérét sera de susciter
un engouement international autour de pro-
blémes ciblés. Dés I'ouverture des données,
les diverses plateformes bioinformatiques et
centres de calculs pourront se fédérer pour ap-
puyer une nécessaire démarche collaborative
(notamment via la mise en oeuvre de workflow
de type galaxy) a I'analyse des datavalanches
de génomique environnementale.
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BILAN ET
RECOMMANDATIONS

Coordinateurs : Dominique Joly et Denis Faure

La diversité des questions scientifiques et des approches méthodologiques abordées dans les
différents chapitres de ce document de prospective en génomique environnementale témoigne du
dynamisme et de I’engagement de la communauté francaise pour relever le défi de porter I’écolo-
gie globale dans un champ intégré des sciences de I’environnement. L’apport des outils omiques
engendre a ce titre un renouvellement des pratiques et des questionnements dans lesquels la
communauté francaise s’est résolument engagée. Son savoir-faire dans ce domaine plaide pour
une systématisation des approches pluridisciplinaires des objets et des questions relevant de la
génomique environnementale, pour un meilleur partage de la collecte et de la valorisation des
données et pour une implication dans les initiatives internationales.

Au cours des différentes actions menées par
le RTP-GE, un certain nombre de recommanda-
tions ont régulierement émergé, certaines clai-
rement reprises ici au fil du document, d’autres
mentionnées dans le cahier de prospective
d’Avignon de I'INEE en 2012. L objectif de ce
chapitre n’est pas de faire un inventaire de I'en-
semble de ces réflexions mais plutdt d’en faire
une synthése, aussi fidéle que possible, afin
d’identifier les priorités d’actions que ce soit au
niveau des chercheurs, des laboratoires ou des
organismes de recherche.

Le devenir de la génomique environnementale
s’appuie sur quatre axes fondamentaux :

1) le premier axe concerne les objets de re-
cherche. A ce jour, une masse importante de
données existantes concerne des organismes
modeles (certains mammiféres, oiseaux, pois-
sons, plantes, bactéries ou champignons) et
nous sommes encore bien loin d’avoir une image
exhaustive de la diversité biologique, qu’elle
soit ordinaire, remarquable, rare ou cryptique.
Il s’agit donc d’accroitre notre connaissance du
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vivant en s’attaquant a des phylums peu étudiés
tant pour leur biodiversité que pour leur distri-
bution, leurs réles dans les écosystémes, ainsi
que leurs comportements et interactions avec
les autres organismes qu’ils soient macrosco-
piques (ex : insectes, crustacés, champignons)
ou microscopiques, qu’ils soient autonomes, pa-
rasitaires ou symbiotiques (virus, protozoaires,
bactéries ou helminthes). Un investissement
important reste donc a faire pour coordonner
et diversifier la collecte des données sur |'arbre
du vivant tout en associant aux données taxino-
miques des informations biologiques, environne-
mentales et sociétales permettant d’intégrer les
relations organismes-hommes-environnements.

2) Le second axe est lié aux défis techniques
et aux enjeux scientifiques et sociétaux associés
a la qualité des informations fournies par les
approches omiques. Celles-ci générent en effet
un flux de données dont le volume de production
se fait au détriment de sa qualité et sa fiabi-
lité avec des risques importants de mauvaises
interprétations scientifiques et sociétales. Il est
urgent et nécessaire d’améliorer la qualité de
I"information aussi bien au niveau des outils de
production des données omiques (techniques et
méthodologiques, notamment pour les analyses
de communautés complexes), que de la consoli-
dation des différentes approches omiques entre
elles (ex : annotations automatiques, interfa-
cage). Il s’agit également de renforcer notre
démarche explicative avec d’autres approches
expérimentales ou prédictives (ex : réseaux de
relations trophiques, écoinformatique, socioéco-
logie). Enfin, augmenter la synergie entre com-
munautés scientifiques omiques et non-omiques
est indipensable pour étre a méme de mieux
comprendre comment la « data-avalanche » de
données bouleverse la vision du vivant et des
populations humaines par les sociétés elles-
mémes (ex : commercialisation d’outils d’identi-
fication des origines ethniques des populations
humaines ; quantification des impacts anthro-
piques sur la biodiversité).

3) Le troisieme axe concerne les outils d’ana-
lyse, de stockage et d'interfacage des données
omiques par et pour les différentes communau-
tés scientifiques. Le haut débit génére du volume
et de I'hétérogénéité dans les données (ADN/
ARN, protéines, chimie du vivant, géochimie, phy-
sico-chimie) et dans les sources (populations,
communautés, écosystémes). Au-dela des ques-

tions relatives a leur manipulation, leur stockage,
et leur partage (espaces d’archivage et capaci-
tés de calculs), se pose la question premiére de
leur exploitation qui est a ce jour trés partielle.
Cette exploitation se doit d’aller au dela des
chercheurs ayant produit les données lesquelles
doivent (pour des questions de codt) pouvoir étre
exploitées par d’autres chercheurs. Un enjeu
majeur est donc le développement de méthodes
compatibles de partage des données.

4) Le quatriéme axe concerne la promotion de
linterdisciplinarité et la standardisation des tech-

niques de modélisation. A cette fin, il faut identi-
fier des sites ou des écosystémes de référence
pour lesquels I'ensemble des données (géno-
miques, fonctionnelles, spatiales, temporelles)
sera a disposition de maniére ouverte pour sti-
muler le développement de modéles intégrés.

Au niveau institutionnel, on retiendra deux ré-
flexions sur lesquelles une priorité nationale de-
vrait étre engagée par les différents organismes.
La premiére concerne la demande de formation
et de développement de cadres conceptuels
liés a I’émergence des nouvelles questions de
recherche portées par les omiques. L'augmenta-
tion des interfaces entre disciplines, notamment
pour le développement d’outils mathématiques,
bioinformatiques et statistiques nécessaires a
I’exploitation de ces données, devra s’accompa-
gner d’une programmation de formation évolu-




tive et diversifiée y compris pour les chercheurs
confirmés. Ceci permettra d’accompagner I'évo-
lution des outils, le seuil des NGS de troisiéme
génération étant déja franchi.

La deuxiéme réflexion concerne une capitalisa-
tion autour d’équipements et de programmes
de recherche (via notamment I’ANR ou I'accés a
France Génomique) dédiés a la génomique envi-
ronnementale. En effet, les priorités actuelles
pour les infrastructures nationales concernent
les domaines d’intérét économique (agroalimen-
taire, ressources carbonées, etc) ou de santé pu-
bligue (cancers, maladies neurodégénératives,

nismes seraient un atout certain pour le devenir
de ce champ disciplinaire.

Enfin, pour conclure sur ce document de pros-
pective (dont les principaux mots-clés sont illus-
trés figure 13A), une derniére recommandation
porte sur la représentation francaise a I'interna-
tional. Différents consortia traitent de themes
proches de ceux développés par la génomique
environnementale, et notamment celui porté par
I’European Science Foundation, Ecological and
Evolutionary Functional Genomics (EuroEEFG,
voir chap. lll). La France n’y est représentée que
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Figure 13A. Analyse des mots

les plus fréquents issus de I'inté-
gralité du texte de ce cahier de
prospective. Noter le mot « plus »
qui semble tout aussi important
que le mot « séquence » : plus de
données, plus d’analyses, plus
de genes, plus de génomes, plus
d’espéces, plus de biodiversité,
plus d’interactions.... Encore
plus, tel pourrait étre le mot de

la fin!

maladies rares, etc) et I'ouverture a la géno-
mique environnementale reste modeste. Le re-
cours aux compagnies privées de séquencage ne
répond que trés partiellement aux besoins d’opti-
misation et d’implication dans les procédures et
développements particuliers et le financement
des programmes de recherche reste trés éclaté
et limité au regard de la pression. Des actions
concertées, locales, nationales et inter-orga-

de fagon anecdotique et aurait avantage a ren-
forcer son implication.

L'autre initiative internationale de grande am-
pleur concerne le réseau des observatoires
génomiques, « Genomic Observatories (GO) »
(voir chap. Ill). La France a des atouts majeurs
a promouvoir dans un tel dispositif, avec notam-
ment les outils et instruments de I'INEE, a sa-
voir les Zones Ateliers (ZA), et les Observatoires
Hommes-Milieux (OHM).

Si un certain nombre d’actions a I'international
dépendent de I'investissement des chercheurs
eux-mémes, d’autres bénéficieraient de concer-
tations plus fortes entre différents organismes
de recherche, notamment dans le cadre d'une
programmation européenne et internationale.




GLOSSAIRE GENERAL

Alignement (p 58) : comparaison de séquences
d’ADN placées les unes sous les autres pour
faire ressortir leurs éventuelles similarités et
différences.

Assemblage (p 26) : action de reconstituer un
génome ou un fragment de génome a partir de
ses fragments séquencés. Ceci est rendu pos-
sible par les chevauchements des fragments
de séquences.

Barcode (p 8) : méthode d’identification molé-
culaire des organismes a partir de leur ADN
quand il est en relativement bon état. Des mar-
queurs moléculaires de I’organisme a identifier
sont séquencés et comparés a des séquences

dans une banque de données.

Couverture (p 39) : évaluation du nombre de
fragments recouvrant la séquence d’une méme
région génomique. La séquence d’un génome
est obtenue a partir de nombreux fragments
assemblés. Plus une méme région est séquen-
cée plusieurs fois, plus sa séquence sera

connue avec précision.

Ecologie fonctionnelle (p 6) : domaine de re-
cherche ayant pour objectif I’étude du fonction-
nement des écosystémes.

Génome de référence (p 28) : génome séquencé
et assemblé qui sert de référence pour d’autres
projets de séquencage d’espéces proches.

Génomique/transcriptomique (p 3) : science
qui s’intéresse a I’ensemble du génome ou du
transcriptome (ensemble des transcrits).

Gigabases (p 23) (et autres unités de cette
mesure) : la paire de bases est 'unité du gé-
nome et de son séquengage. Ce concept est en-
suite décliné en fonction de la taille du fragment
considéré en kilobases (mille paires de bases),
mégabases (millions de paires de bases), giga-
bases (milliards de paires de bases)...

Métagénomique/métatranscriptomique (p 8) :
c’est la génomique/transcriptomique de matériel
génétique prélevé directement dans I’environ-
nement et donc issu de communautés d’orga-
nismes.

Métabolomique (p 65) (voies métaboliques) :
science qui étudie 'ensemble des métabolites
(sucres, acides gras, acides aminés...) isolés
d’'une cellule, d’un tissu, d’'un organisme ou
d’un environnement.

Microorganismes (p 10) : organismes vivants mi-
croscopiques unicellulaires ou pluricellulaires (Vi-
rus, Bactéries, Archées et certains Eucaryotes).

OTU (p 39) : Operational Taxonomic Unit. En-
semble de séquences ADN regroupées entre
elles sur la base de leur identité dont le seuil
est fixé arbitrairement (1 ou 5 % par exemple).

Pipeline d’analyse (p 57) : suite de programmes
bioinformatiques permettant I'analyse automa-
tique de nombreuses données.

Phylogénie (p 5) : étude des relations de pa-
renté entre différents étres vivants ou non en
vue de comprendre leur évolution.

Protéomique (p 65) : science qui étudie I'en-
semble des protéines d’une cellule, d’un tissu
ou d’un organisme.

Séquencage de novo (p 31) : séquengage de
génomes inconnus, n'ayant pas de référence
dans les bases de données.

Taxinomie moléculaire (taxon) (p 5) : science
se basant sur la génétique moléculaire pour
décrire les étres vivants et les regrouper en
entités nommées taxons.




GLOSSAIRE TECHNIQUE
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Amplicon (p 51) : produit d’'une amplication
par PCR.

Contigs (p 29) : fragments d’ADN qui se recou-
vrent et forment ensemble une région d’intérét.

lllumina (Hi-seq) (p 5) : méthode de séquen-
cage a haut débit de seconde génération (NGS)
avec laquelle la lecture est directe.

Lecture (read) (p 22) : détermination de I’en-
chainement des bases d’un fragment d’ADN,
produit des séquencages de type NGS.

Librairie (banque) (p 48) : important ensemble
d’éléments physiques ou informatiques, comme
des clones ou des séquences de genes, regrou-
pés en un méme lieu ou support (par exemple
congélateur ou fichier).

Multiplexage (p 54) : technique qui consiste a
analyser plusieurs échantillons en paralléle en
une seule opération de séquencage NGS ou de
PCR par exemple.

Pyroséquencage 454 (p 5) : méthode de sé-
quengage haut débit de seconde génération
(NGS) dans laquelle il n’y a pas besoin de clo-
ner le fragment d’ADN concerné. La lecture de
la séquence est directe.

RAD-seq (p 39) : Restriction site Associated
DNA sequencing. Séquencage partiel de gé-
nomes autour de certains sites de restriction
permettant une réduction des colts et une
plus grande vitesse d’analyse comparative des
génomes de grande taille.

Run (p 23) : cycle complet de fonctionnement
d’un séquenceur.

SNP (p 17) : Single Nucleotide Polymorphism.
Variation d’un seul nucléotide dans les gé-
nomes ou séquences comparées.
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